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1. RESUMEN EJECUTIVO

Avanza en el entendimiento de los procesos involucrados en la inactivacion de las
principales especies de microalgas causantes de Floraciones Algales Nocivas (FAN) en
Chile es una prioridad para plantear una estrategia fundamentada de mitigacion para los
problemas generados por este tipo de eventos. Actualmente, Chile cuenta escasas
normativas o planes de accién que aborden esta problematica de forma sistematica, lo que
ha resultado en grandes pérdidas econdmicas para la industria acuicola local en las ultimas
dos décadas. Las recientes anomalias climaticas registradas en 2016 (El Nifio Godzilla) y
2021 (La Nina) estuvieron acompafnadas de importantes déficits en pluviosidad, lo cual
tuvo un importante potencial efecto en las masivas floraciones de la dictidfita
Pseudochattonella verruculosa y la rafidoficea Heterosigma akashiwo, respectivamente.
En ambos casos, las medidas de mitigacidn ejecutadas durante estos eventos mostraron
una baja eficiencia, sobre todo aquellas de mayor uso en la industria, como lo son las
cortinas de burbujas. A pesar de la imperante necesidad de estar preparados
logisticamente para enfrentar un evento de FANs, son muy pocos los estudios cientificos
conclusivos que muestran la efectividad de estas metodologias. La gran mayoria de los
reportes corresponden a observaciones de campo con poco respaldo cientifico
significativo. Es muy probable que por este motivo exista un escaso progreso en la
investigacion e implementacion de normativas y/o regulaciones que permitan ejecutar de
manera eficiente estas metodologias de mitigacién a gran escala en diferentes paises del
mundo. El objetivo del presente estudio es generar informacion de caracter tedrico,
practico y experimental, que permita conocer y sugerir cuales serian las mejores
alternativas de mitigacion para nuestra realidad local en Chile. Se consideraran las
condiciones geograficas y oceanogréficas locales, asi como también, las caracteristicas
de las principales especies de microalgas que afectan a nuestro pais, especialmente en
aquellas que tienen potencial toxico con los humanos y/o las ictiotoxicas (toxicas para
peces). Para esto, se realizaran actividades de investigacion bibliografica, experimental y
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prometedoras técnicas de mitigacion actualmente disponibles.

En el primer informe de avance del proyecto FIPA 2020-08 “Evaluacién de técnicas
de mitigacion y/o inactivacion celular de las principales microalgas causantes de FAN”, se
logré generar informacion relevante y alcanzar importantes hitos en el marco de los
distintos objetivos propuestos como se indican a continuacion: 1) analisis de la informacion
bibliografica recopilada y sistematizada; 2) la creacion de fichas tipo resumen para los
principales métodos de mitigacion FAN existentes; 3) puesta en marcha de técnicas de
analisis de viabilidad celular por fluorescencia (foto-fisiologia) y tinciones celulares; 4)
determinacién de umbrales de deteccion para técnica de fluorescencia de altas tasas de
repeticion (sensibilidad del sensor FRRf3); 5) campafia de terreno de levantamiento de
informacion en un centro de cultivo de salmones durante uno de los eventos FAN (Centro
Caleta Soledad, CERMAQ) mas significativos de los ultimos anos, realizando una
caracterizacion oceanografica y biolégica de una floracién de H. akashiwo en el fiordo
Comau, junto con la evaluacion de la efectividad de las cortinas de burbujas frente a esta
floracién, y 6) presentacidn de resultados preliminares en el XL Congreso de Ciencias del
mar de la Sociedad Chilena de Ciencias del Mar. Ademas, se presentd un avance respecto
al cronograma global de actividades, resultados preliminares de algunos experimentos de
mitigacion in vitro, y la habilitaciéon de un repositorio de articulos cientificos que forman
parte de la confeccion de fichas técnicas de los principales métodos de mitigacion de FANs
existentes actualmente.

En el segundo informe de avance, que corresponde al objetivo 2 de este informe,
se logré determinar la efectividad del perdxido de hidrogeno y el dioxido de cloro como
medidas de mitigacion en sistemas cerrados y de arcillas modificadas provenientes de
China como potencial agente mitigante en sistemas abiertos. Ademas, se presenta como
resultado preliminar el efecto citotoxico/alelopatico de macroalgas locales (ej., pelillo —
Agarophyton chilense) en la viabilidad celular de microalgas téxicas. Este resultado abre
una nueva ventana en la investigacion de medidas de mitigacion de FANs desde una
mirada sustentable y con nulo impacto en el sistema acuatico de los fiordos del sur de
Chile.

El informe pre-final presentd resultados preliminares de los objetivos 3 y 4. En el
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objetivo 3 se realiz6 un analisis de las normas internacionales acerca del uso de diferentes
sistemas de mitigacion de FANs, asi como también se describieron los factores de riesgo
para el medioambiente debido a la potencial liberacién de sub-productos nocivos. Los
resultados mostraron que existen muy pocos estudios cientificos que avalen el uso de
estas metodologias para la mitigacion de FANs. Los métodos quimicos son los mas
estudiados y regulados, pero su uso has sido principalmente para inactivar virus y
bacterias, y en baja medida para inactivar cianobacterias en sistemas continentales para
uso de agua potable. Las arcillas modificadas solo han sido descritas de forma mas
especifica en China, pero los efectos deletéreos en el medioambiente han sido poco
abordados. El caso mas interesante son las cortinas de burbujas utilizadas en la
salmonicultura local. A pesar de que son el sistema de mitigacion de FANs mas usado en
Chile, no existe oficialmente una norma que las regule, y no existen estudios cientificos
que demuestren su efectividad frente a floraciones de microalgas ictiotoxicas.
Preliminarmente, los resultados del objetivo 4 mostraron que la mitigacion de FANs por
medio de agentes quimicos-fisicos son especies-dependiente. Asi, algunos agentes
mitigantes, como las arcillas modificadas y el peroxido de hidrogeno, pueden generar
inactivacion de las especies FANs a diferentes concentraciones de exposicion.
Adicionalmente, la aplicacion de estos biocidas puede en algunas ocasiones potenciar los
efectos citotoxicos o en otras disminuirlos. Por otro lado, se hace necesario incorporar
evaluaciones a nivel de uso real ya que los experimentos realizados en laboratorio muchas
veces no incluyen importantes variables que se presentan en terreno.

Finalmente, este informe final complementa los objetivos 3 y 4, y sintetiza toda la
informacion experimental desarrollada durante el proyecto. Mediante reuniones con la
autoridad maritima, SUBPESCA y SERNAPESCA se logré determinar brechas en los
procesos de seleccion de métodos de mitigacion de FANs en nuestro pais y a partir de los
resultados obtenidos en este proyecto de realizé un ranking de los sistemas de mitigacion
mas efectivos y aplicables segun las condiciones ambientales y de acuicultura en los
fiordos Patagonicos.



2. ABSTRACT

Advancing in the understanding of the processes involved in the inactivation of the main
species of microalgae that cause Harmful Algal Blooms (HAB) in Chile is a priority to
propose a well-founded mitigation strategy for the problems caused by this type of event.
Currently, Chile has few regulations or action plans that address this problem in a
systematic way, which has resulted in great economic losses for the local aquaculture
industry in the last two decades. The recent climatic anomalies recorded in 2016 (EI Nifio
Godzilla) and 2021 (La Nifia) were accompanied by significant deficits in rainfall, which had
a significant potential effect on the massive blooms of the dictyophyte Pseudochattonella
verruculosa and the raphidophyte Heterosigma akashiwo, respectively. In both cases, the
mitigation strategies implemented during these events showed low efficiency, especially
those most widely used in the industry, such as bubble curtains. Despite the prevailing need
to be logistically prepared to face a HAB event, there are very few conclusive scientific
studies that show the effectiveness of these methodologies. Most reports correspond to
field observations with insignificant scientific support. It is very likely that for this reason
there is little progress in the research and implementation of norms and/or regulations that
allow these mitigation methodologies to be efficiently executed on a large scale in different
countries of the world. The objective of this study was to generate information of a
theoretical, practical and experimental nature, which allows to know and suggest which
would be the best HABs mitigation alternatives for our local reality in Chile. Local
geographic and oceanographic conditions were considered, as well as the characteristics
of the main species of microalgae that affect our country, especially those that have toxic
potential to humans and/or ichthyotoxic (toxic to fish). Bibliographic, experimental, and
sampling research activities were carried out, along with the evaluation of the main and
most promising mitigation techniques currently available. In the first progress report of the
FIPA 2020-08 project "Evaluation of cell mitigation and/or inactivation techniques for the
main microalgae that cause HABs in Chilean waters", it was possible to generate relevant
information and achieve important milestones within the framework of the different
objectives proposed as follows: 1) State of the art; 2) Fact sheets for the main existing HAB
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mitigation methods; 3) Implementation of cell viability analysis techniques by fluorescence
(photo-physiology) and cell staining; 4) determination of microalgae photosynthesis
thresholds using a Fast Repetition Rate Fluorescence Technique (FRRf3 sensor); 5)
Evaluation of the effectiveness of bubble curtains in a salmon farm (Caleta Soledad Center,
CERMAQ) during the 2021 H. akashiwo bloom event in the Comau Fjord and, 6)
presentation of preliminary results at the XL Congress of Marine Sciences of the Chilean
Society of Marine Sciences. In the second report, it was possible to determine the
effectiveness of hydrogen peroxide and chlorine dioxide as mitigation methods in enclosed
systems, and modified clays from China as a potential mitigating agent in open systems. In
addition, the cytotoxic/allelopathic effect of local macroalgae (e.g., pelillo — Agarophyton
chilensis) on the cell viability of toxic microalgae is presented. This result opens a new
window in the investigation of HAB mitigation methods from a sustainable point of view and
with no impact on the Chilean aquatic system.

The pre-final report showed preliminary results of objectives 3 and 4. In objective 3, an
analysis of international standards on the use of different HAB mitigation systems was
carried out. Results showed that there are very few scientific studies that support the use
of some methodologies for HABs mitigation. Chemical methods are the most studied and
regulated, but their use has been mainly to inactivate viruses and bacteria, and to a lesser
extent to inactivate cyanobacteria in continental systems for drinking water use. Modified
clays have only been described more specifically in China, but the deleterious effects on
the environment have been little addressed. The most interesting case is the bubble
curtains used in local salmon farming. Although they are the most widely used HAB
mitigation system in Chile, there is no official standard that regulates them, and there are
no scientific studies that demonstrate their effectiveness against blooms of ichthyotoxic
microalgae. Preliminarily, the results presented for objective 4 showed that HAB mitigation
by means of chemical-physical agents is species-dependent. Thus, some mitigating
agents, such as modified clays and hydrogen peroxide, can inactivate HAB species at
different exposure concentrations. Additionally, the application of these biocides can
sometimes enhance the cytotoxic effects by transforming them in others. On the other

hand, it is necessary to incorporate in situ pilot experiments since the experiments carried
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out in the laboratory often do not include important variables that occur in the field. Finally,
this final report complements objectives 3 and 4, and synthesizes all the experimental
information developed during the project. Through meetings with the maritime authority,
SUBPESCA and SERNAPESCA, it was possible to determine gaps in the selection
processes of HAB mitigation methods in our country. Additionally, based on the results
obtained in this project, a ranking of the most effective and applicable mitigation systems

was made according to environmental and aquaculture conditions in the Patagonian fjords.
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6. ANTECEDENTES

Las Floraciones Algales Nocivas (FANs) y sus toxinas son uno de los principales factores
que limitan la produccién de proteina animal en ambientes acuaticos en el mundo y
especialmente en nuestro pais. Chile al ser uno de los lideres mundiales en la produccién
de mitilidos y salménidos para exportacion, cualquier evento de FANs en las regiones
acuicolas de Chile puede crear importantes cambios en la oferta-demanda y en el precio
del mercado de estos productos a nivel global. En verano de 2016 en las Regiones de Los
Lagos y Aysén, dos eventos de FANs produjeron una de las mayores catastrofes
ecologicas y sociales de las que se tengan precedentes en el mundo (Mardones et al.,
2020). En una primera floracion, la dictiofita Pseudochattonella verruculosa produjo en el
Seno de Reloncavi una mortalidad de 40.000 toneladas de salmon equivalentes a 800
millones de dodlares. Una subsecuente floracion, esta vez del dinoflagelado Alexandrium
catenella, afectd a 200 centros de cultivo de mitilidos y produjo el cierre cautelar por veneno
paralizante de mariscos (VPM) por 4 meses. Se estima que las pérdidas econdmicas para
la industria mitilicultora alcanzaron los 2 millones de dolares (~15% en reduccion de
cosecha comparado con 2015) y dejo sin empleo a mas de 1.700 personas (Mardones et
al., 2020). Ambos eventos produjeron revueltas sociales por mas de 3 semanas en el sur
de Chile (Trainer et al., 2019).

Las FANs son eventos naturales altamente complejos, por lo que su prevencién, control
y/o mitigacion requiere de aproximaciones multidisciplinarias. Actualmente, los sistemas
de monitoreo de fitoplancton mediante microscopia son la principal herramienta a nivel
global para la prevencién de los efectos deletéreos de las FANs en las zonas de cultivo.
Debido al enorme esfuerzo logistico que el monitoreo implica, nuevas herramientas como
la percepcion remota y los modelos predictivos estan siendo exploradas para predecir la
ocurrencia de las FANs. Por otra parte, acciones indirectas de planificacién acuicola como,
por ejemplo, considerar logisticamente el emplazamiento de los centros de cultivo y
minimizar los riesgos de transportes de microalgas toxicas desde una zona con FANs a

una libre de FANs, pueden disminuir de manera considerable los impactos en la produccion
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acuicola. Cuando estas estrategias de prevencion no son suficientes para anticipar y evitar
el impacto de un evento FAN, se deben poner en practica acciones de control y/o
mitigacion. En la literatura se definen tres categorias de mitigacion de las FANSs: i) planes
espaciales y temporales de las operaciones de acuicultura para evitar o minimizar el riesgo
de ocurrencia de una FAN (lineas base), ii) opciones de manejo ambiental holistico para
minimizar el riesgo de FANs en las inmediaciones de los centros de cultivo (ej., Acuicultura
multitréfica integrada; IMTA de sus siglas en inglés), e iii) intervenciones directas para
controlar la presencia o abundancia de especies de microalgas toxicas (controles fisicos,
quimicos o biolégicos). De estas tres categorias, las intervenciones directas mediante
controles fisicos, quimicos y biologicos son las que mayor interés cientifico han atraido
debido a su utilizacién durante emergencias sanitarias y para el control del transporte de
especies plagas. Estos métodos han sido utilizados exitosamente en sistemas cerrados
como estanques y aguas lastre de barcos mercantiles (Chorus and Bartram, 1999). Sin
embargo, los métodos que funcionan en pequefios estanques o embarcaciones de
transporte maritimo son practicamente inviables en condiciones de floraciones en el
océano abierto debido a su limitada efectividad, altos costos y potencial impacto ambiental.
De esta manera, los sistemas directos de control de las FANs o de inactivacidn celular han
sido estudiados y evaluados en sistemas cerrados vy ii) sistemas abiertos o de ambiente

natural.

6.1. Sistemas de mitigacion de FANs en sistemas cerrados

Una gran variedad de aditivos quimicos ha sido probada para el control y mitigacion de las
FANs. Los aditivos mas comunmente empleados incluyen alumbre, cloro (hipoclorito de
sodio), sulfato de cobre (CuSQa4), cloruro de amonio, permanganato de potasio (K2MnQ4)
y perdxido de hidrogeno (H202) con diversos grados de éxito y potenciales problemas
ambientales. Los compuestos se afiaden generalmente a sistemas cerrados, ya que la
dilucion reduce rapidamente los niveles de estos biocidas a concentraciones no
inhibidoras. Guardiola et al. (2012) ofrece una lista de otros biocidas acuicolas y sus

limitaciones. De particular interés son los compuestos quimicos extraidos de vegetales
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terrestres y bacterias debido a su potencial bajo impacto en el ambiente. Por ejemplo,
extractos de Sorgo o Zaina de la familia de las gramineas puede inhibir el crecimiento de
cianobacterias como Anabaena affinis y Microcystis aeruginosa (Uddin et al., 2012).
Extractos de ajo también han sido efectivos en inhibir el crecimiento de dinoflagelados del
género Alexandrium y Scrippsiella (Zhou et al., 2008). Por otra parte, varios péptidos
antimicrobianos obtenidos de la bacteria Helicobacter pylori son efectivos en destruir
células de las rafidoficea Heterosigma y Chattonella y dinoflagelados de los géneros
Cochlodinium 'y Prorocentrum, pero sin efecto en diatomeas (Park et al., 2011).

Asimismo, otros tratamientos basados en el deterioro fisico de las células han sido
probados exitosamente. Por ejemplo, la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) produce
en la mayoria de los microorganismos autotrofos dafio en los organelos celulares
nucleares. Sin embargo, este tratamiento solo ha sido operado en sistemas cerrados con
escasas operaciones en ambientes naturales (Yang et al., 2015). Por otra parte, la
cavitacion hidraulica que produce microburbujas es capaz de destruir células de
microalgas luego de la desintegracion de la burbuja. Este tipo de método ha sido utilizado
en aguas de lastre con 6ptimos resultados, pero solo en sistemas muy pequeios (Gregg
et al., 2009). El ultrasonido, como una alternativa medioambiental amigable, también ha
mostrado buenos resultados en la eliminacion de especies de microalgas toxicas. Wu et
al. (2011) han demostrado que el ultrasonido es capaz de controlar cianobacterias en
conjunto con sus toxinas disueltas. Alternativamente, la electrolisis has sido evaluada
como método fisico ya que el paso de la corriente eléctrica produce la generacion de
radicales libres oxidativos que son letales para organismos planctonicos. Sin embargo,
esta técnica ha mostrado una modesta eficiencia/eficacia ya que es bastante selectiva
entre las diferentes especies de microalgas (Gregg et al., 2009). Por ultimo, se ha evaluado
la mitigacion de las FANs usando algun tipo de control biolégico, como por ejemplo
utilizando el dinoflagelado parasito Amoebophyra, virus, bacterias y depredadores
planctonicos (Turner, 2006). La mayoria de estos tratamientos han resultado
impracticables en ambientes naturales debido a la gran escala de las FANs y porque

requieren de gran infraestructura, ademas de que existe un gran riesgo al introducir estas
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especies como estrategia de control ya que podrian afectar la biologia de otros organismos

en el agua.

En Chile, existen muy pocos estudios que hayan evaluado los métodos de mitigacién de
microalgas toxicas y casi su totalidad han sido financiados por las mismas empresas que
proveen estos servicios (Seguel et al., 2018a, 2018b). Los escasos estudios efectuados
en Chile han probado la exitosa eficacia del peréxido de hidrogeno, dioxido de cloro,
radiacion ultravioleta y técnicas electroquimicas en la inactivacion celular de microalgas
téxicas en condiciones de laboratorio, pero hasta el momento solo han sido probadas en
el dinoflagelado productor de toxinas paralizantes Alexandrium catenella debido a su
pertinencia con el vigente Reglamento de Plagas Hidrobiologicas (REPLA) D.S.
(MINECOM) N° 345 de 2005. Estas metodologias de inactivacion celular fisicas y quimicas
se logran en ambientes reducidos y controlados, como lo son las aguas transportadas por
los wellboats que operan en el sur de Chile para el transporte de salmoénidos de cultivo.
Por lo tanto, su utilizacién en el océano abierto, con la finalidad de evitar la contaminacion
de moluscos bivalvos con toxina paralizante, es totalmente inviable. De esta manera, la
utilizaciéon de estos métodos en los wellboats solo garantiza una disminucion de las
probabilidades de dispersion de estas especies de microalgas toxicas a areas libres de
FANs.

Actualmente, la totalidad de los wellboats poseen un tratamiento de aguas mediante
radiacion UV (M. Labra - Patagonia Wellboat, Com. Per.) que originalmente fue instaurado
para la eliminacion del virus ISA segun el RESA (Reglamento Sanitario para las especies
hidrobioldgicas). Si bien esta tecnologia muestra una eficacia en la eliminacion o
inactivacion de Alexandrium catenella a una intensidad de 170 mJ cm-2 en condiciones de
laboratorio (Seguel et al., 2018a), su eficiencia en otras microalgas toxicas como Karenia,
Heterosigma o Pseudochattonella no ha sido probada. Por otra parte, se desconoce la
eficiencia de los tratamientos quimicos en la inactivacion de especies que producen FAN,
ademas de A. catenella, como asi también se desconocen los impactos ambientales que

pueden producir en el entorno cercano. Como antecedente, no existen estudios en Chile
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acerca de la inactivacion de quistes de resistencia de A. catenella o de otra microalga

toxica.

6.2 Sistemas de mitigacion de FANs en sistemas abiertos

En la mayoria de los casos, los sistemas de mitigacion de FANs en ambientes abiertos
estan enfocados a combatir cianobacterias en cuerpos de agua continentales, y en el caso
de Chile, para el control de microalgas ictiotéxicas y/o nocivas en la industria del salmon.
La mitigacion de eventos de FAN en los centros de cultivo de salmonidos no es de prioridad
en una region determinada hasta que un fuerte evento toxico ocurre. Cuando estos eventos
suceden por primera vez, se produce cierto caos en las salmoniculturas, plantas de
proceso, agencias gubernamentales y servicios de salud. Actualmente, es de amplio
conocimiento que los mecanismos microalgales que producen mortalidades de salmones
de cultivo difieren ampliamente de los mecanismos téxicos que afectan a la industria
mitilicultora (Mardones et al., 2016). La mortalidad de peces, tanto en cautiverio como
salvajes/en el ambiente natural, ha sido en muchas ocasiones asociada con el crecimiento
explosivo de microalgas toxicas y/o nocivas, pero también a especies inocuas. Esto se
debe a que biomasas elevadas de microalgas en su fase terminal de crecimiento pueden
producir una disminucion en la concentracion de Oxigeno Disuelto (OD) en la columna de
agua, producto de la degradacion bacteriana, provocando asi la muerte de peces y otros
organismos por asfixia. Sin embargo, algunas especies de microalgas pueden generar
mortalidad de peces en muy bajas concentraciones celulares, evidenciando un efecto
directo nocivo a nivel branquial. Los principales mecanismos atribuidos al dafio branquial
por parte de este selecto grupo de microalgas son dos: i) dafio mecanico de los tejidos
debido a la presencia de microestructuras punzantes y/o cortantes, y ii) produccion de
ictiotoxinas (Mardones et al., 2016).

Para mitigar las FANs que afectan salmonidos en ambientes naturales, varios métodos
han sido probados, por ejemplo:



1. Sistemas de aireacion desde profundidad para generar surgencia de masas de agua
libres de células ictiotdxicas y asi diluir la concentracion celular en superficie.

2. Cortinas de burbujas para evitar el ingreso horizontal de microalgas toxicas a los
modulos de cultivo, potencialmente mediante la destruccion celular en la barrera de
aireacion.

Faldones perimetrales para evitar el ingreso de microalgas a las balsas jaula.
Transportar de peces a jaulas a lugares libres de FANs.

Detencion del proceso de alimentacion de peces para disminuir el metabolismo basal.

Durante la gran floracion de la dictiofita Pseudochattonella verruculosa en 2016, varios de
estos métodos de mitigacion fueron utilizados, siendo el (4) y el (5) los unicos que
presentaron cierto grado de efectividad, aunque no pudieron evitar la mortalidad masiva
de peces. Transportar las jaulas de salmones a lugares libres de microalgas toxicas
conlleva el riesgo de escape de peces, ademas que complica la logistica de alimentacion
de los peces. Es de particular interés que los sistemas de mitigacion mas vendidos en
Chile, (1) aireacion y (2) cortinas de burbujas, no presentaron efectividad contra P.

verruculosa durante la floracion de verano del 2016 (Mardones et al., 2020).

Consecuentemente, es vital explorar nuevas alternativas para la mitigacion directa de
FANs que puedan afectar a la salmonicultura del sur de Chile. Las nuevas alternativas de
mitigacion a investigar deben considerar un bajo o casi nulo efecto en el ambiente. Una
metodologia que ha mostrado alta efectividad en eliminar microalgas ictiotoxicas, y
ademas a sus respectivas toxinas disueltas en el agua, son las arcillas modificadas (Seger
et al., 2017). Esta arcilla modificada i) forma una especie de red que atrapa a las microalgas
debido a su carga ‘positiva’ generada de manera artificia y las hace flocular al fondo del
océano, inhibe el crecimiento de las microalgas luego de su aplicacion e iii) incrementa los
niveles de oxigeno en el agua. Sin embargo, su grado de efectividad es especie-especifico
y es afectada por el pH del sistema acuatico en el que se aplican, por lo que su eficacia en
los sistemas estuarinos de Chile es uno de los principales temas a investigar. A pesar de

que el origen de las arcillas es natural, se desconoce el efecto en la fauna bentonica y
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pelagica residente en la zona de aplicacion, por lo que este es otro tema prioritario para la
investigacion. Sin embargo, queda abierta la posibilidad de evaluar el efecto mitigador de
arcillas obtenidas en fiordos chilenos con el propdsito de evaluar su efectividad contra las
FANs sin tratamientos modificadores. Otro método de mitigacion con mucho potencial
debido a un esperado efecto nulo en el ambiente es la acuicultura multitréfica integrado —
IMTA (Chopin et al., 2001). En particular, las macroalgas cultivadas en las inmediaciones
de los centros de cultivos de salmdnidos y mitilidos tienen el potencial de reciclar los
nutrientes (ej., amonio, urea) generados por estos cultivos (pellets no consumidos, fecas y
pseudo-fecas) los cuales pueden estimular el crecimiento de las FANs. Paralelamente, las
macroalgas producen compuestos alelopaticos que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de un gran numero de especies de microalgas téxicas (Zerrifi et al., 2018).
Especies de macroalgas que crecen naturalmente en el sur de Chile como Macrocystis
pyrifera, Ulva sp., y Agarophyton chilensis, podrian producir sustancias alelopaticas con el
poder de inhibir el crecimiento de ciertas especies que producen.



OBJETIVO GENERAL

Analizar diferentes sistemas utilizados a nivel mundial para evitar la dispersion de FAN por

causas antropicas y sistemas para el control de floraciones algales nocivas en el medio

natural, evaluando en condiciones controladas, y con cepas téxicas chilenas la efectividad

de los sistemas seleccionados, asi como sus posibles impactos mediante técnicas in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Describir y comparar los sistemas de mitigacion o inactivacion de células de
microalgas toxicas a nivel mundial para evitar su dispersion y efectos nocivos y/o
toxicos en ambientes naturales con el fin de seleccionar los métodos que pudieran

adaptarse a las necesidades nacionales.

Realizar experimentos multifactoriales in vitro con al menos tres sistemas de control
diferentes, utilizando al menos tres microalgas toxicas chilenas, para cuantificar el

efecto sobre las microalgas y sobre la concentracion de toxinas en el agua.

Evaluar la peligrosidad de los productos y sub-productos que se generan de la
aplicacion de los métodos de mitigacion o inactivaciéon celular en diferentes

condiciones y escalas de tiempo.

Identificar brechas normativas y hacer recomendaciones de las condiciones para la

utilizacion y fiscalizacion de los sistemas de eliminacion en sistemas cerrados y del
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correcto uso de los sistemas de control en el medio natural, incluyendo una

evaluacion de volumenes y costos.



METODOLOGIA

La metodologia a utilizada en el presente informe se detalla de acuerdo con los objetivos

especificos establecidos:

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1 Describir y comparar los sistemas de mitigacién o
inactivacion de células de microalgas toxicas a nivel
mundial para evitar su dispersion y efectos nocivos y/o
toxicos en ambientes naturales con el fin de
seleccionar los métodos que pudieran adaptarse a las

necesidades nacionales.

7.1 Recopilacion de informacién

Para el desarrollo de este objetivo, se realizara una revision de la informacion bibliografica
nacional e internacional disponible, recopilando los antecedentes sobre medidas
preventivas para el control de las FANs, describiendo cada una de estas medidas, y
evaluando en lo posible su nivel de efectividad. La recopilacién de informacion se enfocara
en sistemas de control de microalgas toxicas y/o nocivas en sistemas cerrados, incluidos
los desarrollados para aguas de lastre, como aquellos destinados a ser utilizados en el
ambiente natural, realizando una seleccion de articulos cientificos relevantes sobre los

distintos sistemas y experiencias de uso.

Como metodologia de recopilacion de informacion se revisaran las bases de datos como
EBSCO, Web of Science (WoS), Scopus, PubMed de la National Library of Medicine
National Institute of Health de Estados Unidos de Norteamérica (EEUU) y ScienceDirect,
como también, se utilizara el motor de busqueda Google académico. La metodologia de

busqueda se realizara consultando las bases de datos disponibles en linea, utilizando
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‘palabras claves” 6 “key words” - del inglés que identifican investigaciones cientificas
referidas a la materia de estudio. Por otra parte, se considerara informacion derivada de
tesis de grado nacionales e internacionales que puedan contener informacién novedosa
y/o en vias de desarrollo. Para este propdsito se realizara una busqueda en las bases de
datos de diferentes universidades a nivel internacional que realicen investigaciones

marines asociadas al tema de mitigacion de FANs.

7.2 Confeccion de Fichas

La informacion recopilada se sistematizara en fichas detalladas explicando el mecanismo
de accidn, funcionamiento, condiciones de uso, efectividad, especies de microalgas sobre
las que se han utilizado, ventajas, desventajas y posibles impactos ambientales de cada
uno de los sistemas de mitigacion investigados. Todas las referencias bibliograficas
utilizadas para la confeccion de las fichas han sido compiladas dentro de un archivo Excel,
anexo1, donde a cada referencia se le ha asignado un numero para hacer mas facil y

resumida la presentacién de la informacion.

7.3 Comparacion sistemas de mitigacion

Con la informacion recopilada se compararan los sistemas de mitigacion y/o inactivacion
celular en términos de efectividad, costos, capacidad de tratamiento e impacto ambiental
a corto, mediano y largo plazo. Esto dependera de la informacion cientifica disponible
acerca del tema.

7.4 Seleccion de sistemas

En base a la informacidén recopilada, se realizara una seleccion de los sistemas que
pudieran adaptarse mejor a embarcaciones tipo wellboats y efluentes de estructuras mas
pequefias que requieran eliminar microalgas, considerando las caracteristicas de las

aguas presentes en Chile y la relacion tiempo volumen de descarga. La seleccién de los
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sistemas se realizara de manera consensuada con la contraparte técnica en una reunién
presencial o virtual, en la cual integrantes de este proyecto en propuesta expondran los
resultados obtenidos del analisis comparativo de los sistemas y posibles criterios de

seleccion.

7.5 Sistematizacion de normativa

Se recopilara y sistematizara la normativa nacional e internacional de un selecto grupo de

paises que permita y regule el uso de los sistemas de tratamientos seleccionados.

Objetivo especifico 2 Realizar experimentos multifactoriales in vitro con al
menos tres sistemas de control diferentes, utilizando al
menos tres microalgas toxicas chilenas, para cuantificar el
efecto sobre las microalgas y sobre la concentracién de

toxinas en el agua.

7.6 Cultivo y mantenciéon de microalgas

Las especies Alexandrium catenella (CREAN_AC16), Karenia selliformis (CREAN_KS02)
y Pseudochattonella verruculosa (CREAN_PVO01), fueron aisladas desde el sistema marino
de fiordos y canales del sur de Chile, perteneciendo en la actualidad a la coleccion de
microalgas CREAN-IFOP. Los monocultivos se mantuvieron con agua de mar filtrada
estéril (Filtro de membrana Whatman GF/F con un tamafio 45 mm y de poro de 0,22 pym),
a salinidades de 25 y 33 con temperaturas de 12 y 18 °C. Todos los cultivos fueron
enriquecidos con medio L1 (Guillard y Ryther, 1962) con luz fria a una intensidad de 100

umol foton m2s'y un fotoperiodo de 16:8 h (luz/oscuridad).
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7.6.1 Analisis previo de los umbrales de deteccién de las técnicas propuestas

Preliminarmente, se evalu6 el umbral de deteccion de la eficiencia fotosintética. Para esto
se utilizé un fluorometro que se basa en el método FRRF - Rapida Tasa de Repeticion
Fluorometrica en el tiempo (siglas en inglés Fast Repetition Rate Fluorometry) modelo
Fast-Ocean de Chelsea Technologies, UK, que permite realizar estimaciones instantaneas
de la productividad primaria bruta.

Para estimar el umbral de deteccion del método FRRF, se realizaron diluciones desde la
densidad celular mas alta (1000 céls/mL) a la mas baja (10 céls/mL) en un volumen final
de 40 mL, para cada especie. Para la evaluacion del método, se extrajeron 5 ml desde los
frascos de cultivos. El contenido fue dispuesto en un tubo de ensayo transparente
dispuesto en el interior de un fluiorometro y se realizaron 30 mediciones por densidad

celular.

7.6.2 Medicion de fotosintesis mediante fluorescencia de altas tasas de repeticion
(FRRF)

Esta estimacion de la eficiencia fotosintética se realiza con el calculo de Fv/Fm (1), este
corresponde al valor ajustado tras la extrapolacion de la curva frente a un flujo de fotones,
lo cual refleja la operatividad maxima adaptativa a la oscuridad del fotosistema Il y el
parametro de saturacion de la luz en una muestra de fitoplancton. Por lo cual, para el
calculo de esto se asume que no solo a la biomasa, sino también, el estado fisiolégico de
las microalgas dentro de los cultivos (o en la columna de agua) deberian mostrar una
distribucion homogénea (sin influencia de algun quimico). La eficiencia fotosintética se

describe a continuacion:

Eficiencia fotosintética= (Fm- Fo) / (Fm’) = Fv/Fm

Donde Fo es la Fluorescencia basal, Fm la Fluorescencia maxima, Fv la Fluorescencia
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variable (Fm-Fo) y el Fv/Fm corresponde a la division de la fluorescencia variable por la

fluorescencia maxima (Figura 1).

Los valores para la eficiencia fotosintética representan una razén con rangos entre 0 a 1,
considerando como optimo los valores cercanos a 0,5, los cuales evidencian un buen
rendimiento fotosintético de las microalgas. Conjuntamente, se midi6 la eficiencia
fotosintética en agua de mar filtrada y estéril a 25 y 33 de salinidad (blancos) para estimar

el error estandar de lectura del fluiorometro para los experimentos.

Fluorescencia
maxima

Fluorescencia
basal

Fo

Q - Pulso de saturacion

emitido por el FRRf

Luz

Figura 1: Representacion esquematica de los parametros de fluorescencia medidos. Adaptacion
de Salazar et al. 2016.

7.6.3 Evaluacion de la viabilidad celular con rojo neutro
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Se utiliz6 la tincidn rojo neutro para evaluar la viabilidad celular de las microalgas en cada
técnica mitigacion. Esta tincion es un colorante cationico soluble en agua capaz de
atravesar la membrana plasmatica de las células intactas y se concentra en los lisosomas

de las células viables. Se utiliz6 el protocolo de Oniji et al., 2000 con modificaciones.

Se disolvié 0,5 g del reactivo rojo neutro (Sigma-Aldrich) en un tubo falcon de 50 mL con
etanol al 95% (concentracion final del stock fue del 1% m/v), se filtr6 0,22 mm y se guardo
a 4 °C. Previo a su uso, se diluyo el stock en un tubo Eppendorf de 2 mL con agua de mar
filtrada estéril (0,22 mm) y aclimatada a temperatura ambiente, en una relacion 1:5
(concentracion final de 0,2% m/v). A los 60 min del experimento, se obtuvo un inoculo de
1,8 mL de cada tratamiento de las especies A. catenella (Ac), y K. selliformis (Ks) a estas

se anadio 0,2 mL de rojo neutro (dilucién 10:1 respectivamente) y se incubo en temperatura

ambiente durante 20 min.

Figura 2. Imagenes de microscopia de luz de la tincion rojo neutro en A. catenella (Ac). (A) células
de A. catenella (Ac) con tincién en rojo (viva) y sin tincion (muertas) a 20x. (B) Célula sin tincion
(muerta) 40x. (C) Célula con tincion (viva) 40x.

Para la especie P. verruculosa, se obtuvo un inoculo de 1,9 mL de cada tratamiento, se le

anadi6 0,067 mL de rojo neutro (dilucion 30:1) y se incubo a temperatura ambiente durante
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15 min. Se homogenizo el cultivo tefido y se agregd 1 mL a una camara Sedgwick Rafter
para los experimentos realizados con las especies Alexandrium catenella y Karenia
selliformis. Posteriormente, se contabilizaron las células tefiidas (visualizacién de la
tincion, Figura 2 y Figura 3) y 0,02 mL a una camara Fuch-Rosenthal para la especie P.
verruculosa (visualizacién de la tincion, Figura 4). El recuento de células en la camara
Fuch-Rosenthal es minimo de 312,5 céls/mL, por lo que, solo se realizaron experimentos

en esas densidades celulares para la especie P. verruculosa.

Figura 3. Imagenes de microscopia de luz de la tincién rojo neutro en K. selliformis (Ks). (A) células
de K. selliformis tefida (viva) y sin tincion (muertas) a 20x. (B) Célula sin tincion (muerta) 40x. (C)
Célula con tincién roja (viva) 40x.

Figura 4. Imagenes de microscopia de luz de la tincidon rojo neutro en P. verruculosa (PV), (A)
células de P. verruculosa tefida (viva) en 40x (B) Célula sin tincion (muerta) en 40x.
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7.6.4 Evaluacion de la viabilidad celular con FDA

Se utilizo la tincion diacetato de fluoresceina (FDA, Invitrogen™) para evaluar la viabilidad
celular de la microalga Alexandrium catenella en mitigacion de sistemas abiertos (arcillas
modificadas y macroalgas). Mediante la hidrolisis, el FDA se observa de color verde
fluorescente cuando las células estan vivas, y de color rojo cuando las células tienen dafo
a nivel de membrana (sefial de muerte celular). Para estas mediciones se utilizé el

protocolo de Oniji et al., 2000 con modificaciones.

El FDA fue disuelto en Dimetilsulféxido (DMSO) en una concentracion final de 5 mg/mL y
guardado a 4°C. A cada muestra se le afiadié 1uL/mL de tincion y se incub6 por 10 min a
temperatura ambiente y con luz. Se homogenizo el cultivo tefiido y se agreg6é 1 mL a una
camara Sedgwick-Rafter para cuantificacion de la especie Alexandrium catenella en un
microscopio de epifluorescencia (Filtros de excitacion 450-490 nm y emision 515 nm)

(Figura 5).

Figura 5: Imagen de microscopia de epifluorescencia de la tincion FDA en A. catenella (Ac). (A)
células de A. catenella verde fluorescente (viva) en 10x (B) Célula color rojo (muerta) en 10x.
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7.7 Cultivo y mantencion de lineas celulares branquiales RTgill-W1

La linea celular RTgill-W1, proviene de una aislacion de filamentos branquiales de trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss (Bols et al., 1994), la cual fue adquirida de la American Type
Culture Collection (CRL- 2523, ATCC). Estas células se cultivaron a 19 °C en oscuridad
con medio L-15 de Leibovitz (L1518 Sigma), suplementado con suero fetal bovino al 10%
(v/v) (FBS, 12003C, Sigma) y con una solucion antibiotico- antimicética (A5955, Sigma;
con estreptomicina (10 mg/mL), anfotericina B (25 mg/mL) y penicilina (10,000
unidades/mL). Los cultivos se mantienen en frascos EasYFlask de 40 mL (Thermo
Scientific™ Nunc™) tratados para cultivos celular y se cambia el medio L-15 de Leibovitz
dos veces por semana (Figura 6).

|

Figura 6: Crecimiento de las lineas celulares RTgill-W1 (Oncorhynchus mykiss). (A) Crecimiento
de las lineas celulares al dia 2 de ser repicadas; (B) Crecimiento de las lineas celulares al dia 4;
(C) Crecimiento de las lineas celulares al dia 10.

7.8 Experimento con lineas celulares de RT gill-W1

Los cultivos de células branquiales confluentes (80-90%) se tripsinizaron para su
desprendimiento del frasco, se contaron con una camara de Fuch-Rosenthal y se ajusto
con medio L-15 a una concentracion de 1-2 x 10° células mL™'. Posteriormente, las células
branquiales se siembran por cuadruplicado en microplacas de 96 pocillos utilizando un
volumen de 100 uL por pocillo. Las placas sembradas se incubaron durante 2 dias a 19 °C
en la oscuridad. Se descarté el medio L-15, se lavd las células con PBS y se exponen a
100 pL de los tratamientos experimentales durante 2h a 19 °C. Finalmente se descarto el
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contenido y se afiade 100 pL de la tincion de alamarBlue al 5 % (DAL1025, Invitrogen)
durante 1 hora. Se midi6 la viabilidad celular usando un lector de microplacas (FLUOstar
Omega, BMG Labtech 415-2871), el cual detecta la fluorescencia de la tincién con filtros
de excitacion y emision de 540 y 590 nm, respectivamente. La viabilidad de las células
branquiales se expreso en porcentaje de respuesta de los tratamientos en relacion con el

control solo con agua de mar (% de control) (Figura 7).
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Figura 7: Bio-ensayo con lineas branquiales RTgill-W1 (Oncorhynchus mykiss) para determinar
sustancias téxicas en el medio disuelto liberado por microalgas toxicas, ademas para determinar
la toxicidad de los métodos de mitigacion utilizados (ilustrado de Mardones et al., 2015).

7.9 Sistemas de mitigacién cerrados

7.9.1 Peréxido de hidrégeno

Experimentos con monocultivos

La fase experimental tiene como propdsito determinar la eficiencia del perdxido de
hidrégeno a 30% (H202) (Sigma Adrich - Merck, Chile) a distintas concentraciones y su

efecto como alguicida sobre las tres microalgas solicitadas en la propuesta.
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El disefio experimental consistid en inocular 6 concentraciones de H-O2 (0, 50, 100, 200,
500 y 1000 ppm) a dos densidades celulares (100 y 1000 céls/mL) para las especies A.
catenella (Ac) y K. selliformis (Ks) y en una densidad celular de 1000 céls/mL en P.
verruculosa (Pv). En un volumen final de experimentacién para todas las especies de
microalga fue de 40 mL con agua de mar filtrada, esterilizada y en triplicado. Se evalu¢ la
fotosintesis durante periodos de 0, 30 y 60 min (Etapa 2). Al terminar el periodo de
experimentacion (60 min), se cuantifico la viabilidad celular de las microalgas mediante
tincion de metabolismo celular (Rojo Neutro) y la citotoxicidad mediante la viabilidad de
lineas celulares branquiales RTgill-W1 (Etapa 3; Figura 8).
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Figura 8: Esquema de trabajo experimental con perdxido de hidrégeno (H20-) y microalgas toxicas
fitoplanctonica. Etapa 1, cultivos monoclonales. Etapa 2, desarrollo experimental con 6
concentraciones de H20; (0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm) a dos densidades celulares (100 y
1000 céls/mL). Color azul representa el control, color amarillo 100 ppm y color verde 500 ppm de

peroxido de hidrogeno). Etapa 3, validacion de los datos obtenido con diversas técnicas analiticas.
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2) Experimentos de monocultivos con fitoplancton

La fase experimental tuvo como propésito evaluar la efectividad del método de mitigacion
con peroéxido de hidrogeno a 30% (H20:2) (Sigma Adrich), mediante su evaluacion a varias
concentraciones experimentales mezclando una comunidad fitoplancténica con las
microalgas téxicas objetivo de este estudio.

Los experimentos realizados contemplaron la utilizacion de fitoplancton extraido en las
cercanias del Seno de Reloncavi (Region de Los Lagos). La comunidad fitoplanctonica fue
dominada principalmente por los géneros Chaetoceros, Eucampia, Guinardia, Paralia,
Protoperidinum, Rhizosolenia y Tripos. Esta comunidad se mantuvo en cultivo con medio
L1 enriquecido con Si (silice, especialmente para diatomeas) (Guillard y Ryther, 1962), a
una salinidad de 33 y a una temperatura de 18 °C. Ademas, se aclimat6 la comunidad a
una de fluorescencia de 100 pmol fotéon m=2s-! con un fotoperiodo de 16:8 h (luz/oscuridad),
por 2 dias.

En la etapa de experimentacion, a cada uno de los tratamientos se le incorporé una
abundancia similar de fitoplancton para realizar una mezcla en proporciones de 1:1. Donde
la densidad celular tanto para el monocultivo como para el fitoplancton fue de 1000
céls/mL. El disefio experimental consistio en inocular 3 concentraciones de H202 (0, 100 y
500 ppm). En un volumen final de experimentacidn para todas las especies de microalga
fue de 40 mL con agua de mar filtrada, esterilizada y en triplicado. Se evalud la fotosintesis
durante periodos de 0, 30 y 60 min (Etapa 2). Al terminar el periodo de experimentacion
(60 min), se cuantifico la viabilidad celular de las microalgas mediante tincion de
metabolismo celular (Rojo neutro) y la citotoxicidad mediante la viabilidad de lineas
celulares branquiales RTgill-W1. (Figura 9)
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Figura 9: Esquema de trabajo experimental con peréxido de hidrogeno (H-O.) y comunidad
fitoplanctonica. Etapa 1, cultivos monoclonales y aclimatacion del fitoplancton. Etapa 2, desarrollo
de cultivos heterogéneos con abundancias en razones 1:1 (Color azul representa el control, color
amarillo 100 ppm y color verde 500 ppm de perdxido de hidrogeno). Etapa 3, validacion de los
datos obtenido con diversas técnicas analiticas.

Experimentos en terreno con mesocosmos

La fase experimental tuvo como propésito evaluar la efectividad del método de mitigacion
con peréxido de hidrégeno a 30% (H202) en un mesocosmos natural, extraidos con una
red de fitoplancton de 23 um en el fiordo Comau. Se evaluaron a varias concentraciones

experimentales en una comunidad planctonica.

Los experimentos realizados se realizaron con mesocosmos extraido en el fiordo Comau
(Region de Los Lagos). El experimento se realizé a las mismas condiciones de salinidad y
temperatura que se encontraron los organismos (23 de salinidad y 15 °C). Ademas, se

realizd el experimento a una de fluorescencia de 100 pmol foton m=2s-'.
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En la etapa de experimentacion, a cada uno de los tratamientos se le incorporé una
abundancia de 2000 céls/mL de fitoplancton. El disefio experimental consistio en inocular
3 concentraciones de H202 (0, 10 y 25 ppm). El volumen final de experimentacion para
todos los tratamientos fue de 200 mL con agua de mar filtrada y en triplicado. Se evalué la
fotosintesis durante periodos de 1 y 3h. Al terminar el periodo de experimentacion (120
min), se cuantifico la viabilidad celular de las microalgas mediante tincion de metabolismo

celular, rojo neutro (Figura 10).
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Figura 10: Esquema de trabajo experimental con perdxido de hidrogeno (H.02) y mesocosmos del
fiordo Comau. Etapa 1, obtencién de mesocosmos. Etapa 2, Color azul representa el control, color
amarillo 10 ppm y color verde 25 ppm de peroxido de hidrégeno). Etapa 3, validacion de los datos

obtenido con diversas técnicas analiticas.

7.9.2 Dioxido de cloro

Experimentos de monocultivos

La fase experimental tiene como propdsito determinar la eficiencia del Dioxido de cloro
(CIO2) (Winkler, Chile) a distintas concentraciones y su efecto como alguicida sobre las
tres microalgas solicitadas en la propuesta.

El disefio experimental consistio en inocular 6 concentraciones de CIO2 (0, 1, 10, 20, 50 y
23
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100 ppm) en una densidad celular (100 céls/mL) para la especie K. selliformis (Ks). Los
experimentos se realizaron con un volumen final de 40 mL con agua de mar filtrada,

esterilizada y en triplicado. Se evalu¢ la fotosintesis durante periodos de 0, 30 y 60 min

(Figura 11).
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Figura 11. Esquema de trabajo experimental para diéxido de cloro (CIO2). Etapa 1:
concentraciones celulares de cultivos monoclonales (céls/mL). Etapa 2: Tratamientos utilizados -
Color azul representa el control y amarillo a rojo, concentraciones experimentales utilizados (1 a
1000 ppm). Etapa 3: validacién de los datos obtenido con diversas técnicas.

Determinacion de la dosis de experimentacion

El disefio experimental consistié en inocular a seis concentraciones (0, 1, 10, 100, 1000 y
10000 ppm) en una densidad celular de 1000 céls/mL para las especies A. catenella, K.
selliformis y P. verruculosa (Etapa 1). Los experimentos se realizaron con un volumen final
de 40 mL con agua de mar filtrada, esterilizada y en triplicado. Se evalud la fotosintesis

durante periodos de 0, 30 y 60 min (Etapa 2) (Figura 12)
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Figura 12. Esquema de trabajo experimental para diéxido de cloro (CIO2). Etapa 1:
concentraciones celulares de cultivos monoclonales (céls/mL). Etapa 2: Tratamientos utilizados -
Color azul representa el control y amarillo a rojo, concentraciones experimentales utilizados (1 a
1000 ppm). Etapa 3: validacion de los datos obtenido con diversas técnicas FRRfy lineas celulares.

7.9.3 Radiacién ultravioleta (UV)

La fase experimental tuvo como propdésito determinar la efectividad de la radiacion
ultravioleta (UV) como agente de mitigacion de floraciones algales nocivas. Para ello, se
sostuvieron reuniones con la empresa Atlantium’s Hydro-Optic, encargada de proporcionar
e instalar este sistema en wellboat y piscicultura en la region de los Lagos. Se realizaron
una serie de visitas técnicas a las instalaciones, donde el proveedor entrego indicaciones
para poder utilizar el equipo con el rendimiento minimo y maximo de operatividad. Al mismo
tiempo, se realiz6 una reunion con empresa Patagonia Wellboat, y se gestiond un

experimento in situ a bordo de un wellboat.

Durante marzo del afio en curso, se utilizé el sistema de radiacién ultravioleta (UV) Hydro-
Optic, a bordo del wellboat Patagonia 6 (Figura 13A). El grupo de trabajo participé durante

este periodo, en el proceso de instalacidn, calibracion y operacion de las lamparas UV,
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situadas en el sistema depuracion de los almacenes transporte de la embarcaciéon. Durante
72 h se probaron los efectos del UV sobre los organismos fitoplancténicos presente en el
sistema marino entre Dalcahue y el fiordo Comau, periodo y area en el cual una floracién

del dinoflagelado in6bcuo Prorocentrum micans.

Se realizaron tres experimentos: (1) Evaluacién de la dosis normal que se utiliza en los
well boats (Dosis de 10010 mJ/cm?), midiendo a los 0, 30 y 60 minutos posterior a la
exposicion con UV; (2) Comparacion del efecto de una dosis baja (103 mJ/cm?) y una dosis
alta (337 mJ/cm?) de UV, midiendo a los 0 y 60 minutos posterior a la exposicion. En estos
dos experimentos se evaluo la eficiencia fotosintética y viabilidad celular del fitoplancton.
Y un tercer experimento (3) evaluando el aumento gradual de la dosis de UV hasta el
maximo permitido por el equipo. Estas intensidades de UV fueron entre 100 y 450 mJ/cm?
(Subiendo en rangos de 50 mJ/cm?). Los efectos de estas intensidades de UV sobre el
fitoplancton se midi6 a los 0, 24 y 48 horas posterior a la exposicion. Los tres experimentos
fueron medidos antes y después de haber estado en contacto con la lampara UV (Figura
13B).
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Figura 13: (A) Sistema de radiacion ultravioleta (UV) Atlantium’s Hydro-Optic. (B) Modelo
experimental de lugares donde se obtuvieron las muestras. 1) Sin UV, obtencién previo al
contacto con la lampara UV. 2) Con UV, obtencion posterior al contacto con la lampara
uVv.

8.1 Sistemas de mitigacion abiertos

8.1.1 Arcillas modificadas

Experimentos de monocultivos

La fase experimental tuvo como propdsito determinar la eficiencia de las arcillas
modificadas a distintas concentraciones y su efecto como alguicida sobre los tres cultivos
monoclonales, solicitados en la propuesta.

El disefio experimental consistio en inocular frascos, con una densidad celular para las tres
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especies (1000 céls/mL). A cada uno de los frascos con microalgas se le agregaron 3
distintas concentraciones de arcillas modificadas (0,1 — 0,5y 1 g/L) (Etapa 1, Figura 14).
Los experimentos se realizaron para cada especie con agua de mar filtrada y esterilizada
hasta complementar un volumen final de 40 mL y por triplicado. Se evalud la eficiencia
fotosintética durante un periodo de 120 min (Etapa 2, Figura 14). Este procedimiento se

realizé para los dos tipos de arcilla modifica (tipo 1y tipo 2).

Al terminar el periodo de experimentacion (120 min), se midié la eficiencia fotosintética y
el pH a cada tratamiento con las distintas arcillas modificadas (tipo 1 y tipo 2) y se cuantifico
la viabilidad celular mediante tincion de metabolismo celular (Rojo Neutro) para las
especies P. verruculosa y K. selliformis y la tincion FDA para la especie A. catenella.
Ademas, se determiné la existencia de subproductos téxicos realizando un ensayo de

citotoxicidad utilizando la linea celular branquial RTgill-W1 (Etapa 3, Figura 14).
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Figura 14: Esquema de trabajo experimental para arcillas modificadas (Tipo 1 y Tipo 2). Etapa 1:
concentraciones celulares cultivos monoclonales (céls/mL) y preparacion de solucion de arcillas en
recipientes. Etapa 2: Tratamientos utilizados - Color azul representa el control de microalgas y
amarillo, verde y naranjo representan las concentraciones experimentales utilizadas (0,1 - 0,5y 1
g/L) para cada uno de los tipos de arcillas. Etapa 3: validacién de los datos obtenido con diversas
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técnicas de analisis.

Experimentos de monocultivos con fitoplancton

La fase experimental tuvo como proposito determinar la eficiencia de las arcillas
modificadas a distintas concentraciones, mediante su evaluacidn a varias concentraciones
experimentales mezclando una comunidad fitoplanctonica con las microalgas toxicas

objetivo de este estudio.

Los experimentos realizados contemplaron la utilizacion de fitoplancton extraido en las
cercanias del Seno de Reloncavi (Region de Los Lagos). La comunidad fitoplanctonica fue
dominada principalmente por los géneros Chaetoceros, Eucampia, Guinardia, Paralia,
Protoperidinum, Rhizosolenia y Tripos. Esta comunidad se mantuvo en cultivo con medio
L1 enriquecido con Si (silice, especialmente para diatomeas) (Guillard y Ryther, 1962), a
una salinidad de 33 y a una temperatura de 18 °C. Ademas, se aclimat6 la comunidad a
una intensidad luminica de 100 pmol foton m?s' con un fotoperiodo de 16:8 h
(luz/oscuridad), por 2 dias.

El disefio experimental se realizd6 como se explica a continuacion : las tres especies
objetivo y la comunidad fitoplancténica se ajustaron a una densidad celular de 1000
céls/mL y fueron expuestas a 2 arcillas modificadas diferentes (tipo 1 y tipo 2) a una
concentracion de arcilla de 0,5 g/L. Los experimentos se realizaron para cada especie con
agua de mar filtrada y esterilizada hasta complementar un volumen final de 40 mL y por
triplicado. Al finalizar el periodo de 120 min, se evaluo la eficiencia fotosintética y el pH, y
se cuantifico la viabilidad celular mediante tincion de metabolismo celular (Rojo Neutro)
para las especies P. verruculosa (Pv) y K. selliformis (Ks) y la tincién FDA para la especie
A. catenella (Ac). Ademas, se determino la existencia de subproductos toxicos realizando
un ensayo de citotoxicidad utilizando la linea celular branquial RTgill-W1 (Figura 15).
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Figura 15: Esquema de trabajo experimental para arcillas modificadas (Tipo 1 y Tipo 2) )y
comunidad fitoplancténica. Etapa 1, cultivos monoclonales, aclimatacion del fitoplancton y
preparacion de solucion de arcillas en recipientes. Etapa 2: Tratamientos utilizados - Color azul
representa el control de microalgas y naranjo, morado y rojo representan las concentraciones
experimentales utilizadas (0,1 , 0,5 y 1 g/L) para cada uno de los tipos de arcillas. Etapa 3:
validacion de los datos obtenido con diversas técnicas de analisis.

Experimentos en terreno con mesocosmos

La fase experimental tuvo como proposito determinar la eficiencia de las arcillas
modificadas en un mesocosmos natural, extraidos con una red de fitoplancton de 23 ym
en el fiordo Comau. El experimento se realizé con mesocosmos extraido en el fiordo
Comau (Region de Los Lagos). Se replicaron las mismas condiciones de salinidad que se
encontraron los organismos (25 de salinidad). Este experimento se realizé en un sistema
cerrado, en condiciones de movimiento de mareas y de temperatura del fiordo (Figura 16)
El disefio experimental consistio que a una densidad celular de fitoplancton de 2000
céls/mL se le anadieron 2 arcillas diferentes (tipo 1 y tipo 2) a una de 0,5 g/L. Los
experimentos se realizaron con agua de mar filtrada y esterilizada hasta complementar un
volumen final de 6 L y por triplicado. Al finalizar el periodo de 120 min, se evalud la
eficiencia fotosintética, y se cuantifico la viabilidad celular mediante tincion de metabolismo
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celular (Rojo Neutro) para el fitoplancton. La comunidad fitoplanctdnica se dividié en dos
grandes grupos (dinoflagelados y diatomeas) como microalgas centinelas y que pueden
generar floraciones algales nocivas en el sistema (ej., Pseudo-nitzschia sp.) (Figura 16).
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Figura 16: Esquema de trabajo experimental de mesocosmos para arcilla. Etapa 1: comunidad de
fitoplancton colectado en el area del fiordo Comau (Estacion Cientifica Huinay). Etapa 2:
Tratamientos utilizados - Color blanco representa el control y rojo y amarillo, concentraciones
experimentales utilizados (0,5 g/L). Etapa 3: validacién de los datos obtenido con diversas técnicas.

8.1.2 Macroalgas

1) Experimento de mesocosmos

La fase experimental tuvo como propdsito evidenciar si las macroalgas producen
compuestos alelopaticos en respuesta a la presencia de otros organismos en un sistema
de cultivos, y si estos compuestos son capaces de afectar a las microalgas de una zona

determinada.
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El disefio experimental consistiéo en evaluar la produccion de compuestos alelopaticos de
las macroalgas sobre las microalgas del fiordo Comau (Regién de Los Lagos). Para esto
se obtuvo una macroalga del fiordo, Macrocystis pyrifera y un mesocosmos de microalgas
del fiordo extraidos con una red de fitoplancton de 23 ym. Se agregaron 25 g de macroalga
a un envase de 6L junto a una densidad celular de fitoplancton de 2000 céls/mL y se evaluo
el efecto a las 24 h. Cada mesocosmos a 23 de salinidad, fue instalado en el muelle de la
Fundacioln Huinay (Fiordo Comau) exponiéndose a condiciones ambientales de
movimiento de mareas, temperatura ambiental del fiordo y radiacion. Se midi6 a las 24 h
la eficiencia fotosintética, el pH y la viabilidad celular de los tratamientos. La identificacion
de fitoplancton fue agrupada en dos grandes grupos (dinoflagelados y diatomeas), y se
buscaron especies centinelas que tuvieran el potencial de generar floraciones algales

nocivas en el sistema (gj., Pseudo-nitzschia sp.) (Figura 17).
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Figura 17: Esquema de trabajo experimental para compuestos alelopaticos desarrollado por
macroalgas. Etapa 1: concentraciones celulares de cultivos de mesocosmos (2000 céls/mL) y
cultivos de macroalgas en recipientes (produccion de metabolitos secundarios o exudados). Etapa
2: validacion de los datos obtenido con diversas técnicas analiticas.
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2) Experimentos de monocultivo en un sistema de flujo continuo

La fase experimental tuvo como propdosito evidenciar si las macroalgas desarrollan
compuestos alelopaticos en respuesta a la presencia de otros organismos en un sistema
de cultivos, y si estos compuestos son capaces de afectar a las microalgas toxicas objetivo

de este estudio durante un evento de FAN.

El disefio experimental, consistio en evaluar la respuesta y producciéon de compuestos
alelopaticos de las macroalgas sobre las microalgas. Para esto se elaboraron dos cultivos:
1) Macroalgas individuales (Macrocystis pyrifera, Agarophyton chilense y Ulva sp.) y las 3
especies de microalgas objetivo. Tanto las macroalgas como las microalgas fueron
situadas en el mismo acuario de 3 L sin contacto directo, para lo cual el cultivo de
microalgas fue situado en frascos de 50 mL dentro del acuario. Los frascos conteniendo
las microalgas fueron confeccionados con insertos con filtro para permitir el intercambio de
compuestos. Los frascos conteniendo A. catenella (Ac) y K. selliformis (Ks) fueron
confeccionados con filtros de 10 ym y con filtros de 5 ym para los cultivos de P. verruculosa
(Pv). El experimento se realizd con flujo continuo de 4-6 mL/min durante 24 h, en
condiciones de 33 de salinidad, 14 + 2 °C y luz de 100 umol foton m2s™" con un fotoperiodo
de 16:8 h (luz/oscuridad).

Cada especie de microalga fue sometida a las 3 especies de macroalgas y a un tratamiento
sin macroalgas (control). Se midio la eficiencia fotosinténtica y el pH de los tratamientos a
las 4, 20 y 24 h y la viabilidad celular se analizé a los 4 y 24 h. Al final del experimento se
determind la existencia de subproductos toxicos realizando un ensayo de citotoxicidad
utilizando la linea celular branquial RTgill-W1 (Figura 18 y 19).
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Figura 18: Experimento de co-cultivo de macro-microalgas en un sistema de flujo continuo.(A)

Esquema. (B) El sistema original.
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Figura 19: Esquema de trabajo experimental del co-cultivo de micro-macroalgas con flujo
continuo. Etapa 1: concentraciones celulares de cultivos de 1000céls/mL y los cultivos de
macroalgas en recipientes (produccién de metabolitos secundarios o exudados). Etapa 2:
validacion de los datos obtenido con diversas técnicas analiticas.
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8.1.3 Cortina de Burbujas

La fase experimental tuvo como propésito evaluar la efectividad del método de mitigacion
de cercos perimetrales de burbujas, durante los meses de verano a otofio entre los afios
2021 — 2022 (enero - abril). Las areas estudios se localizaron 1) El Centro Caleta Soledad
(CERMAQ - 2021), fiordo Comau (42°22°01.59”S — 72°29°'18.72”0) y 2) el Centro Caleta
el Manzano (CERMAQ), en el mar interior de Chiloé (42°02'35.04”S — 72°38'43.40"0O)
(Figura 20). Durante estos periodos, se evaluo la efectividad y mecanismos de accion de
las cortinas de burbuja para 1) bloquear la difusion celular horizontal y 2) si el sistema
produce ruptura celular de los fitoplancton presente en el sistema, lo que potencialmente
podria liberar sustancias liticas al medio acuatico.

Para realizar las mediciones, se seleccionaron tres puntos de muestreo; 1) fuera de la
cortina de burbujas; 2) sobre la cortina de burbujas y 3) en el interior de la cortina de
burbujas (Figura 21). En el primer periodo de estudio en 2021, se caracterizo la columna
de agua con un CTD-O-F SEIVAS Hydrometrie y se medio de la eficiencia fotosintética del
fitoplancton con el equipo FRRF3. En el segundo periodo de estudio en 2022, se
colectaron muestras discretas de fitoplancton (desde 0 a 15 m), se determinaron las
caracteristicas de la columna de agua con un CTD-O SeaBird 19Plus y se midi6 la
eficiencia fotosintética con equipo FRRF3 (Figura 22).

Tanto en 2021 como en 2022, se trabajo en los 3 puntos de monitoreo con el sistema de
cortinas de burbujas apagado (to), y posteriormente se encendieron y se mantuvieron
activas por un periodo superior a las 60 min antes de realizar un nuevo muestreo (t1). El
sistema de burbujeo se mantuvo encendido por todo el periodo de muestreo en t; (Figura
22).
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2022 - P. micans

2021 - H. akashiwo

Figura 20: Area de estudio, centro de cultivo de salménidos A) Caleta el Manzano (2022), B) Caleta
Soledad (2021), ambos de la empresa Cermagq, Chile.
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Figura 21: Esquemas que representan el posicionamiento y eficiencia de las cortinas de burbujas
A) vista area, B) vista vertical de la columna de agua.
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Figura 22: Centro Caleta Soledad (A), con un sistema de cortinas de burbujas (B) y equipo FRRF3
para medir la eficiencia fotosintética de los organismos fitoplancténicos (C).
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Figura 23: Visualizacion de las estaciones de muestreo utilizadas en centro de salmonicultura de
la empresa Cermaq en 2022.

Objetivo especifico 3 Evaluar la peligrosidad de los productos y sub-
productos que se generan de la aplicacion de los
métodos de mitigacidn o inactivacion celular en

diferentes condiciones y escalas de tiempo.
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Metodologia

Para determinar la peligrosidad de los productos y sub-productos que se generan
de la aplicacion de los métodos de mitigacidn o inactivacion de FANs, se recopilo
informacion sobre la peligrosidad, normas de emision y bases internacionales de los
productos utilizados, se revisaron bases de datos como EBSCO, Scopus, Web of Science
(WoS), ScienceDirect, PubMed y el motor de busqueda de Google. La metodologia de
recopilacion de informacion se realizd mediante parabras “clave” que identifican

investigaciones cientificas referidas a la materia de estudio.

Objetivo especifico 4 Identificar brechas normativas y hacer
recomendaciones de las condiciones para la
utilizacion vy fiscalizacion de los sistemas de
eliminacién en sistemas cerrados y del correcto uso
de los sistemas de control en el medio natural,

incluyendo una evaluacion de volumenes y costos.

Metodologia

Condiciones de aplicacién de métodos de mitigacion:

Establecer condiciones ambientales minimas en las que los tratamientos seleccionados
podrian ser aplicados para asegurar su eficacia y bajo impacto ambiental.

Para cumplir con esta actividad, se resumiran los resultados obtenidos en los experimentos
que evaluaron los efectos de los biocidas: Luz ultravioleta (UV), peroxido de hidrogeno y
didxido de cloro sobre la viabilidad celular de especies FANSs, viabilidad de lineas celulares
branquiales y eficiencia fotosintética. Este resumen nos permitira conocer las dosis
necesarias de los biocidas para ser aplicados. Adicionalmente, estos resultados se
contrastaran con las fichas confeccionadas en el objetivo 1 para cada biocida.
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Recomendacién de utilizacion de métodos:

Efectuar recomendaciones de utilizacion de los sistemas seleccionados, considerando
aspectos operativos, de salud y de proteccion al medio ambiente. Este objetivo sera
desarrollado en profundidad hacia el final del proyecto cuando se tenga toda la informacién

obtenida de las actividades experimentales y su comparacién con la literatura disponible.
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RESULTADOS

9.1 Objetivo especifico 1 Describir y comparar los sistemas de mitigacion o
inactivacion de células de microalgas toxicas a nivel
mundial para evitar su dispersion y efectos nocivos y/o
toxicos en ambientes naturales con el fin de seleccionar
los métodos que pudieran adaptarse a las necesidades

nacionales.

9.1.1 Confeccion de fichas

Para la confeccion de las fichas comparativas se revisaron las bases de datos que agrupan
todas las revistas cientificas indexadas mediante el buscador de la Web of Science (WoS,
ex ISl), EBSCO, ScienceDirect y también del motor de busquedas de Google Académico.
Para la busqueda de articulos, informes se utilizé una serie de palabras y/o frases clave

para poder filtrar la informacion. Dentro de las palabras claves utilizadas tenemos:

Harmful Algal Bloom

Mitigation + Harmful Algal Bloom
Harmful Algal Bloom + Chile
HABs Mitigation

Modifed Clay + phytoplankton
Modifed Clay + HAB

Hydrogen peroxide + HAB
Chlorine dioxide + Phytoplankton

Chlorine dioxide + HAB

Ademas de busquedas genéricas en Google que incluian estas “key words” mas los
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nombres cientificos de las microalgas de interés para el presente estudio.

Una vez realizadas las busquedas, se procedio a evaluar si los articulos encontrados eran
atingentes a la problematica estudiada, para eso se eliminaron todos aquellos escritos que
trataran sobre investigaciones en microalgas de agua dulce, revisiones bibliograficas que
no aportaran informacion nueva y articulos o notas de prensa sin referencias bibliograficas.
En el archivo Excel, anexo 1.xls, que se encuentra en la carpeta de informacion adjunta,
se incluye la lista de todos los articulos considerados para la elaboracion de las fichas. Las
referencias bibliograficas utilizadas en cada ficha se encuentran asignadas a un numero

de cita contenido en el anexo 1.

A partir de la base de datos de Web of Science (WoS) se generaron graficos especificos
para cada motor de busqueda (palabras claves). En donde se observa que en los ultimos
30 afos el numero de publicaciones y citas sobre la tematica “Harmful Algal Bloom™ ha ido
en aumento, alcanzando solo en el 2020 un numero de 700 publicaciones y mas de 22000
(Figura 24). Mientras que el numero de citas y de publicaciones en la tematica “Harmful
Algal Bloom + Chile” tiene la misma tendencia de crecimiento a lo largo de los afnos,
alcanzando en el afio 2020 11 publicaciones y mas de 200 citas (Figura 25).

Por otro lado, en el motor de busqueda “Mitigation + Harmful Algal Bloom” y “HABs
Mitigation” se observa un crecimiento de las publicaciones y citas en esta tematica a lo
largo de los afos (Figura 26 y 27). Tan solo el afilo 2020 se publicaron cerca de 40 y 20

estudios, y se citd mas de 1300 y 500 publicaciones, respectivamente.

Posteriormente, se enfoco la busqueda en el tipo de mitigacidn de arcillas modificadas. Se
observa un aumento en el afio 2016 de las publicaciones asociados a la tematica “Modified
Clay + Phytoplankton”y el numero de citas desde ese afio a la actualidad ha variado en el
rango de 70-100 citas (Figura 28). Por otro lado, en la tematica “Modified Clay + HAB” se
observa un crecimiento de las citas desde el 2016 a la actualidad (Figura 29).
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Figura 24: Numero de citas y publicaciones del tema “Harmful Algal Blooms” desde el afio 1992.
Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en topico.
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Figura 25: Numero de publicaciones y citas del tema “Harmful Algal Blooms + Chile” desde el
afno 2000. Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en tépico.

42



5 20
15

Figura 26: Numero de citas del tema “Mitigation + Harmful Algal Blooms” desde el afio 1994.
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Figura 27: Numero de citas y publicaciones del tema “HABs Mitigation” desde el afio 1999.
Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en topico.
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Figura 28: Numero de citas y publicaciones del tema “Modified Clay + Phytoplankton” desde el
afno 1991. Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en tépico.
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Figura 29: Numero de citas y publicaciones del tema “Modified Clay + HAB” desde el afio 2010.
Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en topico.
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Figura 30: Numero de citas y publicaciones del tema “Hydrogen peroxide + HAB” desde el afio
2000. Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en tépico.
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Figura 31: Numero de citas y publicaciones del tema “Chlorine dioxide + Phytoplankton” desde el
afno 2004. Grafico obtenido desde Web of Science (WoS), utilizando busqueda en tépico.
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Finalmente, se enfoco la busqueda en los sistemas de mitigaciéon quimicos, tales como
peréxido de hidrogeno y dioxido de cloro, donde se observa que tanto en la busqueda de
“‘Hydrogen peroxide + HAB” como para “Chlorine dioxide + Phytoplankton” tienden a
aumentar las citas y publicaciones en los ultimos 5 afios, llegando a su maximo con mas
de 45 y 40 citas, respectivamente, el afio 2020 (Figura 30 y 31). Por otro lado, el tema de
busqueda de “Chlorine dioxide + HAB” solo generd resultados de una publicacion con seis

citas acumuladas desde el 2018 a la fecha.

9.1.2 Patentes

Para la busqueda de patentes, sea tanto de tipo para productos, como de procedimientos
(metodologia de aplicacion) y/o prototipos (herramientas electromecanicas, dispositivos),
se utilizé el motor de busquedas de “Google Patents” (https://patents.google.com/).

La busqueda de informacion dentro de esta herramienta después de ingresar los criterios
de busqueda puede filtrarse segun la Oficina donde se formalizé el tramite de la patente
(se entiende como pais), el idioma en el cual fue ingresa la patente, el estatus de esta
(concedida o de aplicacion), el tipo (patente o disefio) e incluso si hay asociadas
litigaciones al respecto que permitan indicar si dicha patente pudriera estar en alguna
disputa legal. Para el motor de patentes los términos de busqueda utilizados fueron:

Harmful Algal Bloom

Modified clay + Harmful algal Bloom

Hydrogen peroxide + Harmful algal bloom

Chlorine dioxide + Harmful algal Bloom

Una vez realizadas las busquedas los resultados indican que bajo el criterio de “Harmful
algal Bloom”, se encuentran asociadas un total de 39.037 resultados, de los cuales 11.692

patentes se encuentran a la fecha con estado de concedidas (granted segun su

terminologia en inglés), y de estas patentes concedidas, la mayoria ha sido ingresada en
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idioma ingles (9.344), y un numero no menor se encuentran ingresadas en idioma Chino
(767). Estas ultimas no permiten analisis de ningun tipo dado que los traductores online de
chino no son del todo asertivos. El resto de las patentes se encuentra ingresada en otros
idiomas.

Al utilizar los criterios de busqueda que incluian algun tratamiento, resalta entre todos la
cantidad de patentes encontradas para las arcillas modificadas, para este criterio
(“modified clay + harmful algal Bloom”) encontramos un total de 3.920 patentes, de las
cuales aproximadamente un tercio (1.243) tiene un estado de concedidas, siendo el
meétodo de mitigacién con mayor cantidad de patentes existentes. Dado que el perdxido de
hidrogeno es un compuesto utilizado en numeros procesos industriales, y ademas puede
generarse producto del estrés oxidativo en las células, es que no se hizo posible incluir
ese criterio de busqueda como resultado, de hecho, la cantidad de patentes asociadas a
este término es varias veces superior que cuando se utiliza por si solo el término “Harmful
algal Bloom”. De la misma forma, tampoco es posible utilizar los resultados de busqueda
para el dioxido de cloro, dado que ocurre lo mismo que lo ya explicado para el peréxido de
hidrégeno.

Ahora, al analizar los resultados mas de cerca, se puede observar que el motor de
busqueda de patentes de Google es altamente inespecifico, incluso incluyendo dentro de
los resultados patentes que ni siquiera contienen ninguno de los términos de busqueda
dentro de titulo, sino que incluso aquellos contenidos en la documentacién de cada
patente, no permitiendo sacar conclusiones inmediatas. Un analisis posterior, luego de
descargar el listado completo de busqueda segun el criterio “Harmful Algal Bloom” permitié
filtrar los datos para aquellas patentes que contengan en el titulo mismo de la patente

(nombre de la patente) alguno de los siguientes términos:

Harmful Algal Bloom
Algal

Clay
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Phytoplankton
Bloom

Tide

La sub-busqueda nos permitid encontrar que unicamente existen 473 patentes que se
encuentran asociadas a estos términos especificos de busqueda respecto del nombre bajo
el cual la patente ha sido ingresada, de las cuales solo 177 (Tabla 1) se encuentran
actualmente con el estatus de concedida (“granted”). Cabe destacar que, de todas las
patentes concedidas, la propiedad intelectual esta fuertemente agrupada en solo 3 paises
que concentran la mayoria de las inscripciones, estos son China, Corea y EE.UU., con
104, 44 y 19 patentes respectivamente, el resto de las patentes se las dividen Australia,
Europa (inscritas en la oficina de patentes Europeas), Espafia, Japon y Rusia con 2, 4, 1,
2, 1 respectivamente.

Finalmente es importante mencionar que, para poder filtrar correctamente los datos, al
utilizar el criterio “tide”, luego se tuvieron que eliminar las entradas que contuvieran los
términos peptide, polypeptide y nucleotide que no guardaran relacién con la tematica de
las FAN.

Tabla 1. Listado completo de patentes encontradas y analizadas, para distinguir al pais de origen
se debe prestar atencién a las primeras dos letras del cédigo de cada patente. AU = Australia; CN
= China; EP = Europa; ES = Espafia; JP = Japon; KR = Corea; RU = Rusia; US = Estados Unidos.
Como referencia en la ultima columna esta el afo en el cual la patente fue concedida al solicitante.

Continua en las paginas consecutivas.

Fecha de

Cadigo Titulo concesion

Method and device for building river diatom bloom

AU-2020103356-A | L1 o el

1/21/21

AU-783112-B2 Algal toxin 9/22/05
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Method for preventing and controlling eutrophic

CN-100384757-C |\ ater bloom in drinking water source 4/30/08
) ) Aerogenic enteric bacilli secreting alga-dissolving
CN-100402641-C substance and its uses in myxophyceae algal tufa 7/16/08
) ) Method for processing red tide with sulphuric acid
CN-100519438-C free radical 7/29/09
) ) Method for obtaining free amino acid by the
CN-100581380-C hydrolyzation of water bloom blue algae 1720110
) Method for treating freshwater bloom by magnetic
CN-101134615-B control modified coal ash and flocculating agent 9/22110
CN-101219828-B Blue algae water bloom bioflocculation agent and 6/23/10
production
) ) Apparatus for treating algae blooming by using clay
CN-101229933-8 and method of use thereof 09/08/10
Assembly type water bloom or red current treatment
CN-101234804-B workbench 08/08/12
) ) Novel finishing agent for removing algal tufa and
CN-101289240-B treatment method 3/16/11
CN-101337758-B Method for anaerobic fermentation of bloom blue 9/14/11
algae
) ) Culture method of golden algae and application
CN-101358172-B thereof in controlling water-bloom algae aspect 11/09/11
Algal bloom pretreatment technology method
CN-101362612-B |through rare-earth magnetic disc in water-supply | 12/22/10
plant
CN-101456603-B | Method for treating eutrophication reservoir bloom 12/08/10
) ) Method for preventing and controlling water bloom
CN-101591040-B pollution organisms in eutrophicated water body 02/09/11
Method for in-situ pillared modification of bentonite
CN-101653719-B | g algal-removing water purifying agent 1125112
CN-101717132-B | All-around ultrasonic wave algal removal floater 5/25/11
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Method for forming cyanophytamicrocystis water

CN-104429910-B 1 oms with tap water as initial water source 05/03/17
A kind of flavones is sustained the preparation
CN-104839158-B |\ othod of algal control preparation 6237
Application of the quinolinones compound in algal
CN-104844507-B |grown is suppressed and the algicide for| 26/12/17
suppressing algal grown
) A method of utilizing lake blue algae wawter bloom
CN-105112338-B culture planktonic green algae 1122119
Preparation method of modified alga flocculating
CN-105129951-B | agent, and application of alga flocculating agent in| 3/22/17
treatment of cyanobacterial bloom
CN-105198568-B A method of artificial soil is synthesized based on 17/18/18
algal gel
CN-105236539-B A kir_1d of efficient modification clay for eliminating 7/20/18
red tide
CN-105381641-B Intelligent water bloom removing system and 05/03/17
method suitable for bend water body
) ) application of nitric oxide gas in controlling
CN-105502600-B cyanobacterial bloom 12/13/19
) ) Beach river crab cultivation pond blue-green alga
CN-105766776-B bloom salvages machine automatically 04/10/2018
) ) Method for culturing photosynthetic bacteria by
CN-105907687-B using water bloom algae as matrix 2/18/20
CN-106047786-B | A kind of method of quick raising algal cysts yield 4/30/19
) ) The method extracted algistatic activity ingredient
CN-106577790-B from purslane and be used for algal control 03/08/19
CN-106745574-B | Slow-release algal control control algae agent 10/15/19
) ) Method for cultivating chlorella phytoplankton by
CN-106754385-B using cyanobacterial bloom as raw material 05/05/20
Method and its algal control application that
CN-107047626-B | algistatic activity ingredient prepares algae-inhibiting| 7/19/19

agent are extracted from semen abutili
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Modified clay system for controlling harmful algal

CN-107986412-B 1) oms in aquaculture water 11/03/20
Ultrasonic modification method for improving
CN-108128867-B |efficiency of clay in treatment of harmful algal| 4/27/21
blooms
i ) Method for controlling whole process of blue algae
CN-108675454-8 bloom development in large shallow lake 10/30720
Green tide outbreak environment simulation method
CN-109164208-B and device 3/31/20
) ) Method for determining burst probability of
CN-109657200-B cyanobacterial bloom in lake reservoir 10/23/20
Culture method for growth of diatom in
CN-109735455-B cyanobacterial microcystis bloom 8/25/20
CN-110328072-B Sg;?t/ing device for harmful algal bloom removing 29/1/21
Magnetic composite carbon prepared from harmful
CN-111204817-B |algal bloom and plastic and preparation method| 06/01/21
thereof
Composite active carbon prepared from harmful
CN-111232974-B |algal bloom and tire powder and preparation method | 03/05/21
thereof
CN-1164504-C Method for treatment of sea red tides and freshwater 09/01/04
bloom
Microbe capable of degradation removing
CN-1206174-C microcystin from water bloom 6/15/05
CN-1241841-C Technique for ha_rnessilng water blqom and bed mud 2/15/06
secondary pollution using lake sediment
CN-201315152-Y Energy trans_ducer structure for ultrasonic algal 9/23/09
removing device
CN-201358186-Y |Algal-phase adjustment device 12/09/09
CN-201569904-U Real-time monitoring device for cyanobacterial 09/01/10
bloom
CN-201615902-U |Bloom warning system 10/27/10
CN-201777893-U |Layer-breaking water bloom eliminator 3/30/11
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Device for treating red tide with oxygen active

CN-201907997-U particles 7/27/11
) ) Device capable of preventing and controlling water
CN-202576162-U intake algal bloom in water source area 12/05/12
Water bloom alga vertical migration simulation
CN-202583160-U experiment device 12/05/13
CN-202870073-U | Algal bloom early warning buoy system 04/10/13
CN-203612991-U | Algal bloom controller 5/28/14
Device for eliminating algal toxins in waters with
CN-203613015-U | itraviolet light microozone technology 5/28/14
CN-203613060-U | Device for eliminating algal toxins in water bodies 5/28/14
CN-203860188-U | Green tide enclosure experimental device 10/08/14
The treatment system of a kind of algae blooms
CN-204111536-U water source water 1/21/15
) ) A kind of device being applicable to clay method
CN-204689698-U improvement algal tufa 10/07/15
CN-205106054-U |Clear away device of pond wawter bloom 3/30/16
CN-205475149-U | Two boat form wawter bloom clearing devices 8/17/16
Algal tufa early warning device based on chla
CN-205620400-U concentration 10/05/16
Beach river crab cultivation pond blue-green alga
CN-205671266-U bloom salvages machine automatically 11/09/16
CN-205786237-U Algal tufa on-line monitoring system based on flow 12/07/16
cytometry
) ) A kind of for preventing the water quality detecting
CN-205861667-U device of the green tide of reservoir 01/04/17
CN-205974061-U A pipe -line system for but, microalgal culture's make 2/92/17

full use of water resource
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Portable water phytoplankton migration rate

CN-206557193-U determines device 10/13/17
CN-206720795-U | Wawter bloom governing system 12/08/17
Algae flusher is killed in a kind of wawter bloom
CN-206872496-U | control for adapting to large-sized deep water water| 01/12/18
body
CN-207877316-U | A kind of processing unit of cyanobacterial bloom 9/18/18
) ) A kind of phytoplankton high-efficiency
CN-208212712-U sedimentation device 12/11/18
CN-208251043-U A k?nd of double-boat type wawter bloom remove 12/18/18
device
) ) Phytoplankton & Suspension red tide and its toxicity
CN-208334198-U detection optics home position sensing 01/04/18
) A kind of water body algal tufa emergency
CN-208511983-U cancellation element 211919
) ) The quick defeated shifting disposal plant of water
CN-208577998-U temperature delamination reservoir bloom 03/05/19
) ) Experimental provision for field algal culture and
CN-208588727-U water sampling 03/05/19
CN-208803069-U Green tide breaks out environment simulator and 4/30/19
system
CN-209210552-U A kind of filter algae fluidic device administered for 08/06/19
wawter bloom
CN-209858471-U tI?oec\llsi/ce for on-line monitoring algal bloom in water 12/27/19
CN-210825525-U Device and system for preventing and treating water 6/23/20
bloom
Water bloom treatment device combining ultrasonic
CN-211226459-U |, 2ve and micro-bubble air flotation 08/11/20
CN-212476280-U | Algal bloom suppression device 02/05/21
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Gathering device for blue algae bloom early warning

CN-212484569-U in lake reservoir 02/05/22
i i UV controlling device for preventing 'water bloom'’
CN-2583080-Y and 'red tide' 10/29/03
i i Process to prevent microorganisms blooming in an
EP-1250292-B1 aquatic system 13/03/03
i i Integrated coal to liquids process and system with
EP-2663614-B1 co2 mitigation using algal biomass 08/07/19
EP-3068732-B1 Method for controlling algal bloom 11/29/17
EP-3331367-B1 Non-bloom comestible product 11/04/20
Microcapsules and emulsions containing low Bloom
ES-2445623-T3 gelatin and methods for manufacturing and using| 03/04/14
them
JP-3516548-B2 Methods to control and remove water bloom 04/05/04
JP-3841336-B2 How to use phytoplankton 11/01/06
KR-100248911-B1 M(?thod of destroying redtide generating plankton by 15/03/00
using alpha-mannosidase
System for automatically alarming of arrival of
KR-100252381-B1 | harmful algal blooms and for preventing incoming of | 4/15/00
the sea water thereafter
KR-100317889-B1 | Agent for preventing red-tide 12/22/01
Method for making red tide killing solutions with acid
KR-100341799-B1 |water or a mixture of acid water and alkali water from| 6/26/02
electrolyzed sea water with loess
KR-100413628-B1 Metal peroxide composition for removal and 12/31/03

prevention of green tide
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KR-100460024-B1

Red Tide Organism Removal Reagent Containing
Active Agent in Zeolite Powders

12/14/04

KR-100495271-B1

The algicidal effect of red pigment produced by
Hahella chejuensis 96CJ10356 strain and a method
for production of red pigment having algalcidal effect
therefrom

6/14/05

KR-100500651-B1

A Apparatus for Growing Red-tide Organisms and
Heterotrophic Protistan Grazers in Large Scales

07/12/05

KR-100543747-B1

Fermented solution ijsd for green tide extermination
using chasnomeles speciosa fruits

1/23/06

KR-100610527-B1

Products of complex materials for the prevention of
cyanobacterial bloom

08/09/06

KR-100636999-B1

The red tide, green tide, water and soil improvement
agent and it's manufacturing method

10/20/06

KR-100651007-B1

New material for mitigation of harmful algal blooms
by using rock powder and organo~#bentonite

11/29/06

KR-100903691-B1

Cultivation apparatus of living organism to cause
retide and its predator

6/18/09

KR-101338038-B1

Apparatus for monitoring red tide and green tide
occurrence

12/06/13

KR-101338039-B1

Process for remote monitoring red tide and green
tide occurrence

12/06/13

KR-101384971-B1

Early warning, forecasting and removal of blue-
green algal blooming apparatus and method

4/16/14

KR-101410698-B1

an apparatus for removing phosphor and using in
preventing algae blooming

6/24/14

KR-101446037-B1

Remote monitoring system of water temperature per
depth, red and green tide occurrence with lidar and
process for monitoring thereof

10/01/14
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Remote monitoring system of red and green tide

KR-101504044-B1 |occurrence with high power lazer assembly and| 3/24/15
cooling system thereof
KR-101517728-B1 Apparatus for monitoring red tide and green tide 5/15/15
occurrence
KR-101562652-B1 the water turns over device for removing algae and 10/30/15
the algae bloom control method using thereof
KR-101617833-B1 the water turns over device for removing algae and 05/03/16
the algae bloom control method using thereof
) ) Algal homogenization apparatus and method for
KR-101618625-B1 operating thereof 05/12/17
KR-101619777-B1 |Removing agent of green tides and red tides 05/12/18
KR-101629202-B1 | Ship for removing green or red tides using plasma 05/10/19
KR-101657171-B1 compositioq for removing red tld_e anc_i green algae, 9/19/16
method for improving water quality using the same
) ) Marine bacteria having excellent algicidal activity
KR-101675320-B1 and method for removing red tide using the same 11714116
) ) Removing agent of green tides and manufacturing
KR-101699631-B1 the same 1/24/17
KR-101701092-B1 |Red tide removal materials 1/31/17
Environment-friendly water-bloom adsorbent using
KR-101703850-B1 |heat-treated wood and manufacturing method| 02/08/17
thereof
KR-101737354-B1 Method and system for detection of algal patches 5/19/17

floating on sea surface using satellite imagery
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Red tides and water bloom Remedial Method

KR-101742789-B1 | utilizing salvation substance Consisting of ocherand | 6/27/17
cockle shell in accordance with algal concentration
Microalgal compositions for controlling red tides
KR-101830586-B1 |comprising Takayama genus and Method of using| 2/21/18
the same
KR-101855591-B1 |water bloom apparatus 05/08/18
System for mapping river water-bloom map using
KR-101863123-B1 |automatic driving unmanned air vehicle and| 06/01/18
unmanned floating body of moving type
River water storaging system having dredged soill
KR-101929232-B1 |scattering equipment for pondage insurance and| 12/14/18
water-bloom management
KR-101929755-B1 |water-bloom removal system 12/17/18
KR-101941575-B1 rl:ﬂaerfgod for removal of algal bloom using copper 04/12/19
KR-101971508-B1 | Portable tool for diagnosis algal-bloom 4/23/19
KR-102119276-B1 Device and method for predicting harmful algal 06/05/20
bloom
KR-102143114-B1 FiIterin_g type water treatme_nt apparatus for 08/12/20
removing algal bloom and organic pollutant
Composition for controlling red tide comprising
KR-102186238-B1 |Cyclo (Ala-Gly) as effective component and uses| 12/03/20
thereof
KR-102190912-B1 _Real time wa_ter-bloom measurement system-based 12/15/20
internet of things
KR-102247482-B1 Removal apparatus for water-bloom and floating 05/03/21
waste
RU-2370458-C2 Method of water cyanobacteriae bloom control 10/20/09
US-10488344-B2 System for rapid assessment of water quality and 11/26/19

harmful algal bloom toxins
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Biocatalyst comprising photoautotrophic organisms

US-10787489-B2 |producing recombinant enzyme for degradation of| 9/29/20
harmful algal bloom toxins
US-10822258-B2 ngme anq .method for treating harmful algal blooms 11/03/20
using modified clay
Systems and methods for reducing algae blooms
US-10906827-B2 |and microbial growth by phosphorus removal from| 02/02/21
aqueous systems
US-4595505-A Method for suppressing algal growth in solar ponds | 6/17/86
US-5352709-A Algal plastics 10/04/94
US-6297193-B1 Algal growth or microbial proliferation inhibitors and 10/02/01
use thereof
Virus capable of specifically infecting, growing
within, and lysing red tide plankton; a method and an
US-6544928-B2 agent for preventing red tide using the virus; a| 04/08/03
method for isolating the virus; and a method for
subculturing the virus
US-6969530-B1 Mlcrqcapsules and emuIS|or_1$ contalnl_ng low bloom 11/29/05
gelatin and methods of making and using thereof
US-7236248-B2 Optical phytoplankton discriminator 6/26/07
Composite material and method for removing
US-7758752-B2 harmful algal blooms and turning them into| 7/20/10
submerged macrophytes
US-7797109-B2 Methoc! for determining and reporting the presence 9/14/10
of red tide at beaches
US-8003778-B1 Deteg’gon_ of red tide organisms by nucleic acid 8/23/11
amplification
i ) Control of harmful algal blooms by induction of
US-8476196-B2 programmed cell death 07/02/13
US-8685888-B2 Method and agent for the remediation of algal 04/01/14

blooms
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Lipid-based wax compositions substantially free of

US-9458411-B2 fat bloom and methods of making

10/04/16

Systems and apparatus for removal of harmful algae
US-9624116-B2 blooms (HAB) and transparent exopolymer particles | 4/18/17
(TEP)

Hydrodynamic separation (HDS) for removing protist

US-9969968-B2 predators from algal crops

5/15/18

9.1.3 Sistemas de mitigaciéon

Las medidas de mitigacidn son utilizadas una vez que ya inicio un evento de FAN, y estas
se utilizan con el fin de minimizar el posible impacto de este, reduciendo el numero de
microalgas toxicas o removiendo el organismo con su toxina del medio. Para esto existen
diversos tipos de control los cuales se clasifican en dos grupos, los controles directos
(fisico, quimico y bioldgico) implica que son utilizados directamente en contra de la especie
FANs, mientras que el indirecto (medidas de evasion) son medidas para disminuir el
posible impacto del evento al cultivo, evitando su contacto con la especie FANSs.
Controles fisicos

Los métodos fisicos de control son aquellos que pueden remover o eliminar fisicamente
las células algales de la columna de agua o generar una barrera fisica para limitar el paso
de las células algales. Entre estos sistemas se encuentran las arcillas, el UV, floculantes,
sistemas de aireacion, entre otros (Tabla 2). Los mecanismos de control de estos sistemas
son la resuspension de sedimentos, dafio estructural celular, mezcla de la columna de
agua, floculacion, entre otros.

Controles quimicos

Los métodos quimicos de control son aquellos que utilizan reactivos que impactan en el
crecimiento celular, inhiben la fotosintesis o degradan estructuras celulares provocando
lisis celular. Entre estos controles se encuentra el peréxido de hidrogeno, el cloro (Clo),
diéxido de cloro (ClO2), metabolitos secundarios provenientes de macroalgas, entre otros

(Tabla 2). Hasta ahora, muchos de estos alguicidas se han descrito eficientes en
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laboratorio, sin embargo, se han registrado pocos usos de estos en sistemas marinos
abiertos (Rounsefell and Evans, 1958; Burson et al., 2014).

Controles biolégicos

Los métodos biolégicos de control son aquellos que utilizan agentes biolégicos para
remover especies FANs o inhibir su crecimiento. Se han descrito diversos organismos
como control biolégico contra las microalgas, tales como, virus, bacterias, hongos, peces,
IMTA (sigla en inglés acuicultura multitrofica integrada) (Tabla 2). Estas mitigaciones
suelen ser especie-especificas (ej. Pastoreo; Alelopatia) y no generan contaminacion

secundaria, por lo que, se consideran como soluciones de bajo impacto ambiental.

Medidas de evasion

A diferencia de los métodos directos de mitigacidn, las medidas de evasién no son con
control activo de la abundancia o crecimiento de las especies FANs. Estas son medidas
para minimizar el potencial impacto sobre los cultivos acuicolas, por lo que, se evade el
contacto del cultivo con las microalgas (Tabla 2).

Tabla 2. Lista resumen de los sistemas de mitigacion de especies FANs.

Directos Indirectos
Fisicos Medidas de evasion
Arcillas Floculantes Faldones perimetrales Inmersion de Jaulas

Jaulas con redes profundas suspension de
la alimentacion

Traslado de jaulas/peces a zonas libres de
FANs

Polimeros sintéticos Centrifugacion

uv

Aireacion Sonicaciéon Temperatura
Quimicos

Peroxido de hidrogeno Didxido de Cloro
Cloro Ozono

60



Fitoquimicos (metabolitos secundarios de
plantas)

Biolégicos

Virus Bacterias Plancton IMTA

9.1.4 Fichas

Control Fisico

Arcillas

Dentro de las medidas de mitigacion utilizadas y probadas tanto en experiencias piloto, de
laboratorio como durante un evento FAN real, resalta la alternativa que involucre emplear
arcillas para combatir este proceso. Las arcillas, incluyendo a las arcillas modificadas, son
el método mas probado, del que existe mas informacidén y mas alternativas de productos
a la fecha. Actualmente las arcillas son utilizadas como una medida de mitigacion in situ
para procesos FAN en gran parte de Asia, siendo China el principal productor de arcillas

modificadas. y toxinas desde la columna de agua hacia el fondo (Figura 32).
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Figura 32: Foto de dispersién de arcillas para la supresion de una floracion activa de fitoplancton
ictiotéxico en Korea del Sur (fotografia de H. Kim en referencia N°. 97).

Por otro lado, para disminuir la cantidad total de arcilla a utilizar, se ha expandido el uso
de arcillas modificadas, que tienen efectividades mucho mas altas respecto de la
floculacion para con el fitoplancton, pudiendo aplicarse mas diluidas que las arcillas
naturales (Anderson, 2009). La principal modificacion tiene relacion con la polaridad de la
particula, haciendo que las arcillas modificadas tengan una atraccién electroquimica mas
altas con las células de fitoplancton, haciéndolas flocular rapidamente. Este cambio fisico

en la arcilla modificada también genera una mayor eficiencia en la remocién de nutrientes.

62



Ficha 1. Ficha resumen del método de mitigacién de arcillas.

Funcionamiento
Fisico

Mecanismo de accidén

-Floculacién

-Inhibicion de la fotosintesis (fotoinhibicion)
-Disminucion tasas de crecimiento

-Reduccion de la actividad enzimatica antioxidante
-Induccion de la muerte celular

Especies

- Amphidinium carterae - Alexandrium tamarense - Aureococcus anophagefferens

- Chatonella antiqua - Chattonella marina - Chlorella vulgaris - Cochlodinium polykrikoides
- Cylindrotheca closterium - Gymnodinium breve - Gynmodinium sp. - Gyrodinium sp.
- Heterocapsa circularisquama - Heterocapsa triquetra - Heterosigma akashiwo

- Isochrysis galbana - Karenia brevis - Karenia mikimotoi - Mesodinium rubrum

- Microcystis aeruginosa - Nitzschia closterium - Noctiluca scientillans

- Phaeocystis globosa - Prorocentrum minimum - Prorocentrum micans

- Prorocentrum donghaiense - Phaeocystis globosa - Phaeodactylum tricornutum

- Pseudo-nitzschia pungens - Rhizosolenia fragilissima - Scrippsiella trochoidea

- Skeletonema costatum - Thalassiosira sp. - Thalassiosira subtilis

- Cianobacterias del tipo Microcystis sp. - Propagulos microscopicos de Ulva prolifera

Efectividad

-Efectividad especie-especifica depende de la cantidad de arcilla aplicada, en general se
han reportado efectividad de remocion de entre 80 — 95% utilizando concentraciones de
10g/L

Condiciones de uso

Debe utilizarse solo en presencia de una floracion activa.

La dispersion de la arcilla se debe realizar mezclada con agua en embarcaciones con
grandes tanques de acumulacion de agua (para poder dosificar entre 100 a 400 g/m?) y
sistemas hidraulicos de bombeo para disparar el agua a altas presiones
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Ventajas

Efectivo en eliminar células de la columna de agua Rapida tasa de sedimentacion en el
agua

Bajo costo del material

Condiciones de almacenamiento no especificas No toxico ni reactivo con ninguna sustancia
Desventajas

No es especie especifica

Causa anomalias en comportamiento de peces Disminucion de nutrientes

Alto costo de aplicacion

No se puede aplicar de forma preventiva

Impacto ambiental
No se descompone con el agua, se acumula en el fondo y se ha descrito que no tiene

efectos ambientales en el agua. No es especie-especifica, se ha descrito fuerte impacto
en el zooplancton, pero poco impacto en macroinvertebrados y peces.

Genera una disminucion en las concentraciones de nutrientes en el agua.

Puede generar acumulacion de otros componentes, como las toxinas del fitoplancton en los|

fondos.

Referencias: 1, 10, 18, 19, 21, 30, 32, 33, 35, 37, 38, 40-50, 53, 58, 61-66, 69-72, 75, 80, 87, 89-96,
98, 100, 103

Otros métodos fisicos: Floculantes, polimeros sintéticos, centrifugacién, sonicacion

y temperatura.

Si bien algunos métodos que implican la utilizacion de polimeros sintéticos y/o
centrifugacion han reportado ser efectivos y eficientes en la remocion de fitoplancton, sus
limitaciones tecnologicas (centrifugacion) y de toxicidad para con el medio ambiente
(polimeros sintéticos) no permiten que estas metodologias se hayan probado a escala real

o in situ durante el desarrollo de un evento FAN.
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Ficha 2. Ficha resumen de otros métodos de mitigacion fisicos para floculacion, polimeros
sintéticos y centrifugacion.

Funcionamiento
Fisico
Mecanismo de accion

Floculacién y polimeros sintéticos:
-PSAS (Polisilicato-aluminio sulfato).
-AS (Sulfato de aluminio).

-PAC (Cloruro de polialuminio).

Centrifugacion:
-Flujo del agua del estanque por medio de un separador que utiliza el movimiento
centrifugo, generando la separacion de todas las particulas en el agua, resultando un

sobrenadante que contiene casi la totalidad del plancton contenido en el agua.

Especies

Floculacién y polimeros sintéticos

-Chattonella marina -Skeletonema costatum — Thalassiosira subtilis — Heterosigma
akashiwo — Euglena sp.

Centrifugacion

-Cochodinium polykrikoides.
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Efectividad:

Floculacién y polimeros sintéticos:

- Arenas, tierra y otros compuestos, de baja efectividad para compuestos no tratados|
(estandarizados en base a tamafno de particula), a media efectividad con material tratado,
(arenas molidas).

- Polimeros sintéticos han demostrado alta efectividad en experiencias de laboratorio,
alcanzando tasas de remocion celular de entre 20-90% y una reduccion de la clorofila total
de entre 75-93%.

Centrifugacion:

- A pequefia escala, el método tiene una efectividad de remocion del 93% del total de

células de fitoplancton.

Condiciones de uso:

Floculacién y polimeros sintéticos:

- Aplicacion en estanques cerrados y a modo experimental. No aplicable en condiciones
reales.

Centrifugacion:

- El agua debe pasar por un sistema de flujo continuo donde se encuentre en medio el

dispositivo que separa las particulas por medio de la centrifugacion.
Ventajas:

- Floculacion y polimeros sintéticos:

- Efectivo en eliminar células de la columna de agua.
Rapida tasa de sedimentacion en el agua

Condiciones de almacenamiento no especificas Centrifugacion:

- Aplicable a pequefia escala para cultivos experimentales
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Rapida tasa de sedimentacion en el agua
Condiciones de almacenamiento no especificas Centrifugacion:

- Aplicable a pequefia escala para cultivos experimentales

Desventajas:
- Floculacion y polimeros sintéticos: No es especie especifica
- Causa anomalias en comportamiento de peces No se descompone en el agua de mar

- Debe ser utilizado en tanques contenidos para evitar contaminacion como efluentes.

Centrifugacion:
-Alto costo del sistema y tratamiento del sobrenadante son un obstaculo para su aplicacion.

Impacto ambiental:

Floculacién y polimeros sintéticos:

Los polimeros sintéticos actualmente estan prohibidos y no hay pais que implemente un
uso de estos, dado a la alta toxicidad de estos, especialmente con otros organismos

acuaticos.

Centrifugacion:
El sobrenadante debe ser recolectado, almacenado y enviar a un posterior tratamiento de
desechos toxicos, lo que tiene un alto costo econdmico e impacto ambiental.

Referencias: 97.
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Sistemas de mitigaciéon en base a aireacion

Aireacion por surgencia

Los sistemas de aireacion corresponden a un sistema de mitigacion de tipo fisico. Esta
tecnologia, que permite entre otras cosas mezclar la superficie del agua, puede ser
instalada en centros de cultivo de salmoénidos y/o mitilidos creando condiciones que
favorecen el rapido crecimiento de diatomeas no méviles en lugar de especies FANs que

tienden a crecer en sistemas lénticos y altamente estratificados.

Cuando ocurre una floracion de microalgas nocivas y/o téxicas, comienza en bombeo de
aire desde la profundidad y da como resultado una sobrevivencia significativamente mejor
que en las jaulas no tratadas. No hay estudios cientificos publicados o informes técnicos
que detallen como este sistema puede ser efectivo, pero el hecho de que ha sido utilizado
por grandes empresas piscicultoras en Canada durante muchos afios indica que debe
tener cierto grado de eficacia. Es posible que las burbujas arrastren horizontalmente las
células de H. akashiwo en la superficie mediante agua libre de células desde una mayor
profundidad, evitando la exposicion de los peces al alga. Las células de Heterosigma son
altamente delicadas y es posible que la turbulencia haga que las células se rompan. Este
meétodo puede no ser efectivo con otras especies que son mas robustas, que tienen toxinas
mas persistentes o que se concentran en altas densidades celulares en zonas

subsuperficiales de la columna de agua (ej., ‘capas finas’ de P. verruculosa).

10.2.2 Cortinas de burbujas

Similar a la aireacion por surgencia, este método utiliza tubos porosos con un peso de
plomo flexible para contrarrestar la flotabilidad. En lugar de estar debajo del centro de cada
jaula, los tubos se colocan alrededor del perimetro inferior de cada jaula. Al menos una
empresa salmonicultura ha usado esta tecnologia en B. Columbia, Canada donde se

producen floraciones frecuentes de la rafidoficea H. Akashiwo.
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Las cortinas de burbujas son ampliamente utilizadas en Chile. En la tabla 3, se detallan las
especificaciones técnicas del funcionamiento de las cortinas de burbujas de 3 proveedores
en Chile. Dos de las mayores empresas prestadoras de este servicio reportan alrededor
de 800 proyectos actualmente en ejecucion (data a marzo de 2021). A pesar de que esta
tecnologia es ampliamente utilizada, la busqueda sistematica evidencido escasa
informacion cientifica que respalde su uso en acuicultura, y mucho menos demostrando
su eficiencia en el control de FANs. De hecho, la utilizacion de esta tecnologia durante la
masiva muerte de salmones en otofio de 2016 evidencié la baja efectividad de esta
metodologia para el control de la microalga ictiotoxica P. verruculosa (Mardones et al.,
2020) (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen especificaciones técnicas sobre cortinas de burbujas ofrecidas por

proveedores chilenos.

. Profundidad de p Tamaiio burbuja: Tamaiio Presionde  Movimiento
Empresa Equipos . .. Perforaciones Caudal . . . Gas .,
instalacién (m) origen burbuja: salida operacién (bar)  de agua
No hay burbujas
Difusor de 3 6000/metrode 1000 lpm Microburbuja 50- (Ox‘l',ge:o sue] Oxigeno 1
i i 250

A oxigeno manguera aire 50 um absorbe) puro

Difusor de Microburbuja

- < 3 z 1m3/s
surgencia (cms)
Anillo de . . .
: 600 Ipm Desconocido Desconocido Aire 8a10

surgencia

B -
Cortina . : A
. 18 - - Desconocido Desconocido Aire

perimetral

Cortinas de 25-30 : 1,5-31/h 0,6 mn'} Se mant:ene Alr'e ) Fa
c bloqueo promedio tamarfio comprimido

Discos de

surgencia
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Ficha 2. Ficha resumen de métodos de mitigacion en base a aireacion.

Funcionamiento:

Liberacién de aire comprimido desde profundidad hacia la superficie.

Mecanismo de accién:
Dilucion de la masa de agua superficial (aireacion por surgencias) / activacion de barrera

de ingreso de microalgas de forma horizontal (cortinas de burbujas).

Especies:
Cochlodinium polykrikoides (100), Heterosigma akashiwo (103), Pseudochattonella

verruculosa (131)

Efectividad:

La efectividad de este método aun no ha sido comprobada, por lo que no existe literatura
publicada actualmente. Solo existen reportes informales que indican una mejora en la
condicion de los peces en solo algunos casos puntuales (ej., blooms de H. akashiwo en
British Columbia, Canada)

Condiciones de uso:
Es necesario que exista la suficiente profundidad en el sitio para asegurar agua libre de

microalgas.

A segurar que la capa profunda no esté con: una importante baja de OD, rica en nutrientes
o rica en acido sulfhidrico (H2S) debido a la acumulacion de material organico desde la

produccion acuicola.
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Ventajas:
Reduce la estratificacion vertical el cual es el escenario ideal para el crecimiento de las
especies FANs que afectan el cultivo de peces; incrementa los niveles de OD cuando

estos disminuyen debido al metabolismo bacteriano.

Desventajas:
Si las aguas profundas poseen bajos niveles de OD, esto podria generar una disminucion
de OD en la capa superficial de la columna de agua al producirse la mezcla.

Si la capa profunda cercana al fondo marino es rica en H2S, esto podria ‘envenenar’ la

capa superficial donde se realiza el cultivo de peces.

Si la capa profunda es rica en nutrientes (N, P) esto podria estimular aun mas el
crecimiento de las especies FANs que estan afectando la capa superficial de la columna

de agua.

Impacto ambiental:
Nulo impacto ambiental si los sistemas mecanicos estan operando correctamente

evitando la liberacién de combustibles y/o aceites.
Referencia: 100, 103 y 131

10.3 La radiacion UV

La radiacion UV o luz UV (200-280 nm) es una promisoria aproximacion para prevenir las
FANSs a través de la supresién del crecimiento. Esto se debe a que la luz UV puede afectar
a las especies FANs a distintos niveles celulares que van desde la generacion de
mutaciones a nivel genético hasta la degradaciéon de membrana plasmatica de la célula.

Esta es una técnica ampliamente usada en la desafeccion y esterilizacion de agua tanto
marina como dulce. Puede matar virus, bacterias, hogos, fitoplancton etc. Adicionalmente,
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esta es una técnica que puede ser instalada en distintos lugares como en plantas de
procesos y wellboats. Sin embargo, el uso de esta técnica para la mitigacién y prevencion
de FANs debe ser evaluada para cada especie y considerando las condiciones de uso en
condiciones naturales. Esto se debe a que distintas especies pueden ser eliminadas con

uso de diferentes dosis de UV.

Ficha 3. Ficha resumen de mitigacion por radiacion ultravioleta (UV).

Funcionamiento:

Efecto de luz ultravioleta (UV)

Mecanismo de accion: Daio del acido nucleico.

- Afecta la captacion de la luz, transferencia de electrones y transporte. Afecta la
asimilacion y fijacion de nitrégeno.

- Afecta la sintesis de toxinas.

- Afecta la capacidad antioxidativa e integridad de la membrana celular. Afecta la

gravedad especifica y velocidad de sedimentacion.

Especies: Muestras de campo

- Fitoplancton (23).

- Isochrysis galbana - Pyrocystis Ilunula, Prorocenfrum micans (23), Amphora
coffeaeformis - Tetraselmis suecica

Aguas lastre (74).

- Scripsiella trochoidea - Alexandrium catenella.

Efectividad:

(23) La concentracion de las muestras de campo no vari6 significativamente comparada

con el control (dosis: 200 y 500 mWs cm-2). No obstante, el fitoplancton no fue capaz de
volver a crecer particularmente cuando las muestras fueron tratadas con 500 m\Ws cm-
2.

(23, 36) El efecto de luz UV depende de la especie.
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(56, 57) Bajas dosis de 100 y 200 mJ/cm2 no causaron la inmediata inactivacion de

células. No obstante, dosis = 400mJ/cm2 las inactivan permanentemente.

(74) El uso de reactores de UV de baja presion (254 nm), en combinacion con filtros,
mostré un patron de disminucion de fitoplancton, seguido de un incremento del

crecimiento.

(104) dosis entre 9 y 122 mJ/cm2 suprimen de manera parcial el crecimiento. Dosis de

160 y 172 afectan severamente el crecimiento de A. catenella (Ac).

(109). Luego de 10 segundos de irradiacién el UV (7,72 mW cm-2) aparentemente
inactivo las células, pero una subsecuente foto-reactivacion de las células fue observada.
No obstante, se encontré que la combinacion de métodos UV/O3 y UV/H20: inhibe la

foto-reactivacion.

Condiciones de uso:

En sistemas cerrados, debe ser empleado en flujos controlados para alcanzar la dosis

Ventajas:

Se ha evaluado el efecto del UV en varias microalgas las que muestran una positiva
correlacion entre incremento de la dosis y la supresion del crecimiento. Los efectos del
UV son en varios niveles del organismo, que incluyen desde la disminucidén de la
integridad celular hasta los acidos nucleicos. Los avances tecnologicos hacen prever que
esta tecnologia sera mejorada.

Desventajas:
El efecto de la luz UV (supresion del crecimiento de microalgas) pude ser afectado por
variables ambientales (salinidad, pH), por lo que éstas deben ser consideradas al
momento de evaluarlas y aplicarlas. A pesar de que a bajas dosis de UV se genera una

supresion del crecimiento, luego de un tiempo las células pueden comenzar a dividirse.
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Impacto ambiental:
Bajo impacto ambiental si su uso es localizado. Hay que considerar que puede afectar a

especies no objetivo como larvas.

Referencia: 23, 36, 56, 57, 74, 104 y 109.

Control Quimico:

Peréxido de hidrégeno

El quimico perdxido de hidrogeno es un fuerte oxidador, el cual ha sido utilizado como
mitigacion quimica frente a las microalgas, pues puede generar dafo y degradacion en
sus estructuras celulares, inhibir la fotosintesis de estas e induce muerte celular. Ademas,
este reactivo tiene una corta vida util en medio acuatico, por lo que, en poco tiempo pierde

sus propiedades nocivas.

Este quimico ha mostrado tener un gran potencial para controlar las FANs y de degradar
sus toxinas, en los cuales se ha descrito que es efectivo en clases como Cyanophyceae,
Dinophyceae, Bacillariophyceae, entre otros. Tanto en experimentos en laboratorio como
in situ, a bajas concentraciones de peréxido de hidrégeno es posible remover especies
FANs. Sin embargo, esta técnica quimica genera un aumento de nutrientes de la columna
de agua, lo que puede generar crecimiento exacerbados de otros organismos, ademas
que es tdxico para organismos no objetivo de mitigar como otras especies de fitoplancton,

zooplancton y/o macrofauna.

Esta técnica suele ser utilizada en sistemas cerrados, por ejemplo, agua de lastre de
embarcaciones, pero también ha sido utilizada en sistemas abiertos, por ejemplo, en el
estuario de Ouwerkerkse en Holanda frente a una floracion de Alexandrium ostenfeldii el
2012 (Burson et al., 2014).
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Ficha 4. Ficha resumen de mitigacién por peréxido de hidrégeno (H20).

Funcionamiento:

Quimico

Mecanismo de accion:
- Dafio en estructuras celulares.
- Inhibicidon de la fotosintesis.

- Induccién de la muerte celular.

Especies:

Microcystis aeruginosa (112) - Alexandrium ostenfeldii (113) - Polykrikos schwartzi 97,
Quistes de Alexandrium catenella (97, 114) y Scripsiella trochoidea (109).

Efectividad:

En la concentracion de 1.7x10° céls/L Microcystis aeruginosa se observa que en dosis de

60 uM a 300 uM a las 2h existe una disminucidn significativa de la actividad del fotosistema

II. Desde las 8h en concentraciones de 300 uM no se observa actividad del fotosistema II.

Se observo in situ que disminuyo el 99.8% de células vegetativas como quistes de la
floracion de Alexandrium ostenfeldii a concentracion de 50 mg/L en 48h (97). Eliminacion
de Polykrikos schwartzi a concentracion de 100 ppm en 24h (97). Eliminacion de quistes
Alexandrium catenella a concentracion de 50 ppm en 48h (109).

Inactivacion del 87.2% en Scripsiella trochoidea a una concentracion de 100 mgL™" en 5 min.

104). A. catenella fue completamente destruida en concentraciones de 200 ppm en 30 min.
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Condiciones de uso:
Potencialmente disponible para utilizar en sistema cerrado.

No se encontraron condiciones de uso para aplicaciones in situ.

Ventajas:

-Efectivo en eliminar células y quistes Degradable rapidamente en el agua Bajo costo del
reactivo.

Desventajas:

- No es especie especifica.

- No es suficiente para mitigar en aguas de lastres, se debe mezclar con otra mitigacidon
para que sea realmente efectivo.

- Causa anomalias en comportamiento de peces.

- Mortalidad en zooplancton, invertebrados y en algunos peces Aumento de los nutrientes.

- Inflamable.
-Alto costo de aplicacion.

Impacto ambiental:

Se descompone rapidamente en el agua y se ha descrito que no tiene efectos ambientales
en el agua.

No es especie-especifica, se ha descrito fuerte impacto en el zooplancton, pero poco
impacto en macroinvertebrados y peces.

Genera un aumento en las concentraciones de nutrientes en el agua.

Referencia: 97,104, 109,112, 113

Di6éxido de cloro y cloro

El dioxido de cloro y el cloro son desinfectantes comunmente utilizados para esterilizar
aguas en Europa y EEUU. Estos biocidas de fuerte oxidacion afectan el crecimiento de
diferentes organismos como, Cyanophyceae, Dinophyceae, Bacillariophyceae, entre otros.
De estos, el didxido de cloro tiene una mayor capacidad de oxidacion que el cloro, lo que
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lo hace mas eficiente en remover microalgas, ademas de ser menos toxico para especies

no objetivo, ya que, no reacciona con el agua generando moléculas THM (trihalometanos).

Estos quimicos pueden generar una reduccion de la actividad primaria (ej. disminucion de
la fotosintesis y de la autofluorecencia de la clorofila a), reduce la actividad enzimatica de
esterasa, lo que lo hace una potencial alternativa para controlar especies FANs. Estos son
utilizados en sistemas cerrados, tales como centrales eléctricas. Sin embargo, a la
actualidad no ha sido utilizado en sistemas abiertos y pocos de los estudios con estos

quimicos evaluan el impacto sobre los organismos marinos no objetivo.

Ficha 5. Ficha resumen de mitigacion por didxido de cloro y cloro.

Funcionamiento:
Quimico

Mecanismo de accién:

- Reduccion de la actividad primaria y la autofluorecencia de clorofila a
- Reduccion de actividad esterasa

- Degradacion de la membrana resultando en lisis celular

Especies:
Alexandrium catenella (104) - Phaeoecystis globosa (122) - Tetraselmis marina (23) A
Isochrysis galbana (23) - Prorocentrum micans (23) - Pyrocystis ltunula (23), Cocconeis
scutellum (123, 124) - Chlorella salina (125) - Chaetoceros lorenzianus (17) - Chaetoceros
wighami (124) - Amphiprora palludosa (124) y Amphora coffeaeformis (124, 23).
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Efectividad:

17. Todas las concentraciones generan algun efecto en la viabilidad de Chaetoceros
lorenzianus, tanto de cloro como el didxido de cloro a concentraciones 0.05-2 mg/L y desde
la concentracion 1 mg/L disminuye la viabilidad a menos del 50% a los 30 min. Se observa
un efecto toxico a los 0.2 mg/L CIO2 y 0.5 mg/L. Se recomienda una concentracion de
0.2mg/L para disminuir el impacto a especies no objetivo.

122.* El diéxido de cloro en concentraciones mayores de 2.96 x 10-2 mmol/L es eficaz en
eliminar a la especie Phaeoecystis globosa en densidades celulares de 2.35 x 10°
células/mL a las 96 h.

Las células de Cocconeis scutellum disminuyen su metabolismo celular desde una
concentracion de clorina de 1.0 mg/L. Desde los 5 a 60 min de exposicion donde hay una
mayor disminucién de su metabolismo a los 60 min.

El efecto toxico de Cloro en las especies Chaetoceros wighami, Amphiprora palludosa,
Amphora coffeaeformis y Cocconeis scutellum es mayor a bajas densidades celulares del
organismo. En dosis de 3 mg/L de cloro reduce de 80- 91% la produccion primaria posterior]
a 48 h.

Las células de Chlorella salina disminuyen su metabolismo celular desde una concentracion
de cloro de 1.0 mg/L. Desde los 5 a 60 min de exposicion donde hay una mayor disminucion
de su metabolismo a los 60 min.

23. En el cultivo de mezcla de las 5 especies (Tetraselmis marina, Isochrysis galbana,
Prorocentrum micans, Pyrocystis lunula' y Amphora coffeaeformis), se observé efecto que
en las dosis de 5 y 10 ppm hay una disminucion significativa de la eficiencia fotoquimica del
cultivo y una disminucion de la concentracion de ATP.

104. En concentraciones de 20, 30, 50y 75 ppm a los 2.5 y 5 min hay un efecto significativo
en la disminucion de la viabilidad celular (tasa de crecimiento negativa) en la especie
Alexandrium catenella.

Condiciones de uso:

Potencialmente disponible para utilizar en sistema cerrado.

No se encontraron condiciones de uso para aplicaciones in situ No existen actualmente
condiciones de uso para estas mitigaciones para aplicaciones in situ.

Ventajas: Bajo costo Degradable

Desventajas: Mortalidad de organismos de no interés, bacterias, fitoplancton y
zooplancton. En Chile su uso a nivel de laboratorio y en terreno no ha sido evaluado hasta
el momento
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Impacto ambiental:
Los impactos al ecosistema son desconocidos

Referencia:
17,23,104, 122,123, 124,125.

Otros quimicos: Fitoquimicos y Ozono.

Algunos bioquimicos extraidos desde plantas pueden afectar el crecimiento de especies
que generan FANs. Estas moléculas se conocen como fitoquimicos y son parte del
metabolismo secundario. Los fotoquimicos se extraen de plantas que muchas veces son
consideradas plagas y/o invasivas y que tienen un alto capacidad competitiva para excluir
a plantas nativas o endémicas. Esta alta capacidad competitiva esta relacionada con las
potentes sustancias alelopaticas que pueden generar. En la literatura existen varios
trabajos en laboratorio que muestran la capacidad de los extractos de estas plantas de
actuar como biocidas no obstante su uso a escala piloto o real ha sido pobremente

evaluado.

Por su parte, el ozono también ha sido probado para la eliminacion de algunas especies
que generan FANs a nivel de laboratorio. Se ha observado que el agua de mar ozonizada
puede ser efectiva para inactivar toxinas asociadas a dinoflagelados, asi como reducir los
niveles de estas en mariscos. Cuando el ozono entra en contacto con los constituyentes
del agua de mar, reacciona con los bromuros para formar acido hipobromoso e ion
hipobromito. Una mayor ozonizacion puede resultar en la formacion de bromoformo y en
presencia de una fuente de nitrogeno, se puede formar bromaminas las que influencian la
oxidacion de toxinas. No obstante, algunos de estos productos que se forman pueden ser
potencialmente cancerigenos para humanos (BrO3). Adicionalmente como el ozono es una
molécula inestable en el agua, puede generar radicales hidroxilos (OH") que afectan la

membrana de las células.
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Ficha 6. Ficha resumen de mitigacién por fitoquimicos y ozono (Os).

Funcionamiento:
Otros quimicos: Fitoquimicos y Ozono.

Mecanismo de accién: Fitoquimico

-Inhibicion de la fotosintesis.

-Afecta la integridad celular Ozono

-Afecta la integridad celular.

-Oxida toxinas.

-Dafo oxidativo de la célula.

-La formacion de acido hipobromoso contribuye a la inactivacion celular.

Especies:
Fitoquimico: Heterosigma akashiwo, Chattonella marina, Alexandrium tamarense, Phaeocystis
globosa.

Ozono: Karenia brevis, Cochlodinium polykrikoides.

Efectividad:

Fitoquimico

- El crecimiento de las especies FANs fue inhibo por la adicién de extractos de Spartina alterniflora
(planta terrestre invasiva). Aunque la magnitud del efecto fue especie dependiente.

- Flavonoides, lo que pueden ser extraidos desde plantas, inhiben significativamente el crecimiento.

Ozono

- La exposicion de K. brevis por 10 minuto a 135 mg de ozono puede reducir la concentracién de
toxinas. No obstante, esta es una dosis muy alta para ser manejada en ambiente natural.

- Reduce la viabilidad celular rapidamente y la densidad. No obstante, la temperatura y el PH del
agua pueden disminuir la eficacia del ozono.

Condiciones de uso:

Fitoquimicos: No existen condiciones de uso ya que hasta el momento se han evaluado en
laboratorio. Ozono

No existen condiciones de uso ya que hasta el momento se han evaluado en laboratorio.

Ventajas: Fitoquimico

Son considerado como una promisoria técnica biocida debido a que potencialmente son
ecolégicamente seguros.

Desventajas

Fitoquimico:

Solo se ha probado a nivel de laboratorio.

Ozono:

-La formacién de BrOs como un subproducto cancerigeno es preocupante para la ozonizacién del
agua de mar. El uso de ozono menos de 1mg/L produce cantidades de despreciables de BrOs. Sin
embargo, el incremento de la dosis de ozono conduce a un incremento exponencial del BrOs.

Impacto ambiental: Fitoquimico: No ha sido evaluado a nivel real, pero podria ser bajo.
Ozono: En altas concentraciones puede generar moléculas potencialmente cancerigenas.

Referencia: 86, 134, 140, 141
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Control biolégico:

IMTA (Siglas en inglés de -Integrated Multitrophic Aquaculture)

Los desechos del cultivo intensivo provenientes de la acuicultura de peces y/o mariscos
como excreciones pueden aportar una gran cantidad de nutrientes que potencialmente
pueden promover la generacion de FANs. No obstante, la adicion de cultivos como los de
macroalgas puede ser beneficiosos no solo para el ambiente sino también para mitigar o
prevenir FANs. Este tipo de sistemas que considera el cultivo de peces/mariscos junto a
macroalgas se conoce como IMTA por su acrénimo en inglés “Integrated multitrofic
aquaculture”. El beneficio que pueden generar las macroalgas en este sistema es que son

capaces de remover los nutrientes desde el ambiente los que utiliza para crecer.

La remocidén de nutrientes desde el ambiente es importante para que estos no queden
disponibles para las especies que generan FANs, disminuyendo asi la posibilidad de
generar eventos nocivos. Adicionalmente, existen estudios que demuestran que las
macroalgas pueden generar efectos alelopaticos los que inhiben el crecimiento de las
especies FANs o generan su muerte. A medida que las macroalgas crecen en un sistema
IMTA podrian ir generando un aumento de PH, condiciones en que el crecimiento del
fitoplancton se ve inhibido. Si bien existen trabajos que demuestran que el IMTA puede
tener varios efectos positivos en el ambiente, estos han sido realizados a nivel de

laboratorio y piloto, y hay muy pocas experiencias a nivel real.

Ficha 7. Ficha resumen de mitigacion por medio de la aproximacion IMTA.

Funcionamiento:
Sistemas de cultivo multitroficos integrados.
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Mecanismo de accion:

-Efectos alelopatico.

-Competencia por nutrientes entre macroalgas y microalgas.
-Incremento del PH (>9) inhibe crecimiento de fitoplancton.

-Posibles efectos de bacterias asociadas a macroalgas

Especies:

Alexandrium catenella 114, Heterosigma akashiwo 115, Alexandrium tamarense
Prorocentrum micans 116, Heterosigma akashiwo 117, Skeletonema costatum
Tetraselmis subcordiformis 117, Nitzschia closterium 117, Chaetoceros gracile
Chroomonas placoidea 117, Isochrysis galbana 117, Alexandrium tamarense
Heterosigma akashiwo 118, Alexandrium tamarense 118, Skeletonema costatum

Alexandrium tamarense 121, Amphidinium carterae 121, Scrippsiella trocoide 121.

Aureococcus anophagefferens 119Chattonella marina 119, Cochlodinium polykrikoides 119,
Karlodinium veneficum 119, Karenia brevis 119, Prorocentrum minimum 119, Pseudo-
Nitzschia multiseries 119, Prorocentrum donghaiense 120, Prorocentrum donghaiense 121,

115,
117,
117,
117,
118,
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Efectividad

A. catenella expuesta a concentraciones ambientales reales de macroalgas como Saccharina
latissima 'y Ulva sp, con excepcion de bajos niveles de Chondrus crispus, causaron lisis celular
y reduccion significativa de las densidades (17-74% en 2-3 dias y 42-96% en un mes). S.
latissima disminuyo significativamente la acumulacion de STX en Mytilus edulis llegando a
valores bajo el limite de cierre de 80 mg STX 100g-1.

El crecimiento de H. akashiwo y A. tamarense expuesta a tejido vivo y seco pulverizado de
Ulva pertusa fue inhibido. El filtrado del cultivo de U. pertusa aparentemente no inhibi6 el
crecimiento de las microalgas nocivas.

El crecimiento de Prorocentrum micans fue inhibido por la adicion de tejido fresco y seco
pulverizado de Ulva pertusa y Ulva linza. Extractos acuosos y con metanol de ambas algas
tienen un fuerte efecto inhibitorio del crecimiento. Por el contrario, extractos con acetona, éter
y cloroformo no tienen un efecto aparente.

El crecimiento de ocho microalgas (nocivas y no nocivas) cultivadas junto a Ulva pertusa
fueron inhibidas por sustancias alelopaticas. Existié variacion entre las microalgas en los
niveles de inhibicion.

El crecimiento de Heterosigma akashiwo, Alexandrium tamarense, Skeletonema costatum fue
inhibido significativamente por la adicion de tejido fresco de Ulva lactuca. No obstante, existid
variacion entre las especies en los niveles de inhibicidn. Ademas, los resultados sugieren que
los compuestos alelopaticos son rapidamente degradables y una inhibicion del crecimiento a
largo plazo necesita la adicion continua de los compuestos originados de la macroalga.

El tejido fresco de Ulva lactuca adicionada en niveles ambientalmente reales (mg/L) fue capaz
de lisar e inhibir fuertemente el crecimiento de 7 especies FAN, de forma dosis dependiente.
Durante los experimentos, se mantuvieron los niveles de nutrientes, bajos niveles de bacteria
y un pH similar entre los tratamientos. El dramatico efecto alelopatico de U. lactuca seca vy
pulverizada, con y sin tratamientos de post extraccion, en las especies FAN demuestra que
tiene aleloquimicos estables al calor que pueden jugar un mayor rol en los efectos alelopaticos
observados. 121. El tejido fresco de Ulva pertusa o Gracilaria lemaneiformis inhibio
significativamente el crecimiento de cuatro microalgas que producen FAN, o causaron
mortalidad al final del experimento. Sin embargo, los efectos de los filtrados macroalgales en
el crecimiento de las microalgas fue especie-especifico.

El crecimiento de P. donghaiense fue afectado por el tejido fresco y seco pulverizado de las
macroalgas: Ulva linza, Corallina pilulifera' y Sargassum thunbergii.

Condiciones de uso

Cultivo de macroalgas asociado al cultivo de peces y/o mariscos.
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Ventajas

mariscos y peces.

Desventajas
En Chile su uso a nivel de laboratorio, piloto y real no ha sido evaluado hasta el momento.

La integracion de macroalgas con centros de acuicultura se debe considerar como una medidal
de mitigacion no invasiva, ambientalmente amigable y potencialmente rentable para mitigarn
especies que producen FAN. Estas especies causan dafio a la industria de acuicultura de

Impacto ambiental

Bajo impacto ambiental.

Referencia: 114-121.

Otros biolégicos:

Existen diversos organismos que juegan un rol importante en la regulacion de la biomasa
de fitoplancton en ambientes acuaticos, por lo que, en los ultimos afios ha tomado gran
interés utilizar organismos como virus, bacterias, fitoplancton, zooplancton, hongos, entre

otros, como sistema biolégico de mitigacion frente a FANSs.

Se ha considerado que los controles bioldégicos de FANs son una opcién econdmica y
amigable con el medio ambiente, ya que, no generan contaminacién secundaria y la
interaccidn es especie especifica. Estos organismos tienen diferentes mecanismos de
accion que permiten la remocion y/o disminucion de la microalga objetivo, tales como,
secrecion de metabolitos que inhiben la fotosintesis, actividad enzimatica o que inducen
muerte celular; “pastoreo” y/o biofloculacion.

Sin embargo, la utilizacion de sistemas de mitigacion biolégicas implica una serie de
problematicas como la competencia del organismo mitigante con otros depredadores
ambientales, la sobrevivencia en el depredador en el ambiente, el aumento poblacional
descontrolado del organismo mitigante, liberacion de toxinas debido al sistema de

mitigacion, entre otros.
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Hasta ahora la extrapolacion de los experimentos realizados en terreno no ha tenido el
éxito de lo reportado en los experimentos de laboratorio. Ademas, que pocos de los
reportes de los controles biolégicos estudian el posible impacto ambiental a mediano y
largo plazo de la mitigacion.

Ficha 8. Ficha resumen de mitigacidon por otros medios bioldgicos.

Funcionamiento: Bioldgico

Mecanismo de accién

Bacterias:

Secrecion de metabolitos secundarios que inhiben la fotosintesis y actividad enzimatica
Biofloculacion

Lisis celular Virus/fagos:

Lisis celular especie-especie Zooplancton:

“Pastoreo”

Fungis

Ataque directo a la microalga
Especies

Microcystis aeruginosa (128,130,132), Phaeocystis globosa, A. catenella (126),
Synechococcus, Microcystis flosaquae (132), Alexandrium tamarense (127), Heterosigma
Akashiwo (127), Prorocentrum dentatum (127) y Lyngbya majuscula (128).
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Efectividad:

Bacterias

-Brachybacterium sp. YS-3 es efectivo en remover A. catenella (Ac), produce un
metabolito secundario (1-acetyl-3- carboline) el cual en 9 h muere el 90% del cultivo de
microalga.

- Pseudomonas fluorescens inhibe el crecimiento celular y lisis de las células de H.
Akashiwo. Ademas, la actividad algalitica de esta bacteria frente a las especies A.
tamarense, Cochlodinium polykrikoides y Prorocentrum dentatum fue de 71%, 68, y 44%
respectivamente.

- La bacteria Halobacillus sp., mostré6 una alta tasa de floculaciéon de la especie M.
aeruginosa, a una concentracion de 5 % de la bacteria. Esta removio densidades mayores
a 5x107 céls/mL en 2h. Ademads, que posterior a la biofloculacion no se detectd

microcistina.

Virus:

Cyanofago genera un rapido decaimiento del crecimiento y la fotosintesis de L. majuscula.

Zooplancton:
Copépodo Eudiaptomus gracilis se alimenta de M. aeruginosa, controlando el crecimiento

de esta.

Fungi
132. El co-cultivo de especies Microcystis flosaquae, Microcystis aeruginosa con la cepa
fungica Trichaptum abietinum, genera muerte celular de las especies de microalgas

debidas al patogeno.

Condiciones de uso

No existen actualmente condiciones de uso para estas mitigaciones.
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Ventajas eco- friendly
Libre de contaminacion Altamente eficiente y especifico Desventajas.
No se pueden utilizar en ambiente con baja concentraciéon de oxigeno Crecimiento

descontrolado de la especie utilizada para la mitigacion.

Impacto ambiental
No existen estudios en terreno del impacto de estas técnicas. Se sugiere que es amigable
con el medio ambiente, pero existe la posibilidad de un crecimiento descontrolado del

organismo mitigador.

Referencia:
126, 127, 128, 129, 130,132

Medidas de Evasion

Las medidas de evasion de FANs son técnicas logisticas utilizadas por los salmonicultores
para evitar mortalidades masivas de peces sin atacar directamente a las microalgas
ictiotoxicas, por esto son conocidas también como ‘medidas de mitigacion indirectas’.

Faldones perimetrales

En el pasado, los sistemas de aireacion por surgencia han sido utilizados
complementariamente con faldones perimetrales confeccionados con telas o lonas de una
determinada abertura de malla. Estos faldones estan suspendidos verticalmente desde la
superficie alrededor de las balsas jaulas. Estos se han utilizado principalmente en algunos
lugares de Noruega y en British Columbia, Canada. Una de las principales ventajas de
esta técnica es que es menos probable que el agua que ha sido llevada a la superficie por
bombeo de surgencia sea contaminada con agua con una alta abundancia de microalgas
toxicas circundando la balsa jaula. Los faldones perimetrales han funcionado bien con
floraciones de H. akashiwo en el mar de Salish en la costa Oeste de Estados Unidos ya
que esta especie a menudo se concentra en la capa superficial de la columna de agua.

Estos faldones han sido menos eficientes con floraciones del dinoflagelado Cochlodinium
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sp., ya que esta especie tiene una migracion vertical mas profunda (hasta 25 m), sin
embargo, una estrategia de levantar las lonas por las noches para eliminar células
residuales para luego bajar las lonas cuando la densidad celular incremente durante las

ultimas horas de la mafiana ha resultado ser util (Whyte et al., 2001).

Los faldones perimetrales pueden requerir un gran esfuerzo de instalacion, despliegue
cuando sea necesario y limpieza, y pueden producir una fuerte resistencia hidrodinamica
lo que significa una tension para las jaulas y redes, especialmente en zonas de alta
dinamica de corrientes. Los faldones perimetrales se enrollan a lo largo de las jaulas y
pueden retener agua salada volviéndose bio-incrustantes y pueden interferir con las
practicas normales de manejo. En otros casos, estos faldones son utilizados para efectuar
tratamientos para la salud de los peces, como, por ejemplo, bafios con agua dulce para
tratar enfermedades relacionadas con amebas que afectan las branquias de los peces, por
lo tanto, pueden tener doble propdésito.

Inmersion de Jaulas

En los primeros afios de la piscicultura, generalmente no se recomendaba sumergir las
jaulas con peces para evitar las FANs porque era técnicamente dificil con los disefios
existentes que no estaban equipados para lidiar con tensiones estructurales y problemas
de contencion de peces. Ademas, los peces fiséstomos, como los salmonidos, deben
ocasionalmente tomar aire para que sus vejigas flotantes se mantengan neutrales a flote,
lo que no seria posible durante una inmersidn continua. Los peces fisoclistos que carecen
de conexion entre la vejiga gaseosa y el tracto gastrointestinal generalmente no tienen
esta complicacion, excepto cuando son juveniles. Al momento, solo se han desarrollado y
confeccionado jaulas a gran escala para inmersion en entornos oceanicos (ej., jaulas

SeaStation, AquaPod y OCAT disefiadas por InnovaSea Systems, Inc.) (Figura 33).
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A) Sea Station™

C) OCAT

Sistema de jaulas para cultivo de peces en océano abierto. A) modelo Sea Station, B) AquaPod y
C) OCAT disenadas por la compania InnovaSea system.

Jaulas con redes profundas

Algunas empresas que tienen estructuras de jaulas superficiales normales las han
equipado con redes mas profundas como un medio para aumentar la biomasa de cultivo,
reducir la densidad de poblacion y para evitar problemas con FANs. Esto se practicaba en
el pasado en British Columbia, Canada con el salmén Chinook, pero la mayor parte de la
produccién ahora se realiza con salmén del Atlantico (Nash, 2001). No hay evidencia de
que los peces en cultivo busquen refugio deliberadamente en aguas mas profundas

durante una FAN. Generalmente, peces en cultivo que sufren estrés o problemas
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ambientales, incluidos las FANs, a menudo se orientan en la superficie del agua. Estos
peces permanecen en la superficie a pesar de tener acceso a aguas mas profundas.

Suspension de la alimentacién

La alimentacion de los peces debe suspenderse si no se dispone de otro método de
mitigacion razonablemente eficaz. La demanda de oxigeno de los peces aumenta después
de la alimentacion y la ventilacion de los peces podria ser dificil si las branquias se dafian
por la exposicion a microalgas ictiotoxicas y/o nocivas, ya que el daio branquial es comun
durante muchos d estos eventos de FANs (Mardones et al., 2015). Durante periodos
prolongados de varias semanas, la suspension de la alimentacion provoca un mayor estrés
fisiologico, incluida la reduccion del glucogeno hepatico, el catabolismo de los tejidos con
pérdida de peso asociada y una mayor susceptibilidad a enfermedades cronicas como la
enfermedad renal bacteriana, todo lo cual puede poner en peligro la supervivencia de los
peces. Los peces que no se alimentan durante los eventos de FANs, suelen estar
orientados hacia la superficie del agua cuando los humanos estan presentes, ya que
pueden estar condicionados a esperar alimento cuando los humanos caminan por una
jaula individual, si la alimentacion no se controla automaticamente. Por lo tanto, los
trabajadores deben mantenerse alejados de los peces tanto como sea posible durante las
floraciones algales nocivas para evitar que los peces reaccionen a la actividad humana.
En resumen, la retencién del alimento no es un método muy satisfactorio y no garantiza la

supervivencia de los peces, pero se recomienda para eventos de corto plazo.

Traslado de jaulas/peces a zonas libres de FANs

Remolcar las jaulas o trasladar los peces desde un area afectada por una FAN hasta un
area de refugio conocida puede ser una medida de mitigacién efectiva y es un método
preferido en algunas regiones (Anderson et al., 2001; Rensel y Whyte, 2003). Sin
embargo, presenta un riesgo y un gasto considerable, aunque una compaiiia de seguros

puede compensar parte del gasto. El remolque implica los riesgos de dafios estructurales
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a las instalaciones, escapes de peces y mortalidad de peces por apifiamiento y estrés
cuando las partes inferiores de las jaulas colapsan con las corrientes si no se remolcan
correctamente. Para ser utilizado de manera efectiva, se debe disefiar un plan de
contingencia de remolque con anticipacién que incluya protocolos para abordar los
sistemas de anclaje, el momento del movimiento con respecto de las mareas y la
aprobacion de las agencias gubernamentales si es necesario. El remolque de jaulas ha
sido utilizado para prevenir mortalidades masivas de peces debido a floraciones de H.
akashiwo en Puget Sound, estado de Washington y British Columbia (Horner et al., 1997;
Whyte, 1997), asi como el dinoflagelado téxico Karenia mikimotoi (como Gymnodinium
aureolum) en Noruega, y Chattonella antiqua en el mar interior de Seto en Japon y Hong
Kong (Anderson et al., 2001). Los reconocimientos aéreos por aeronaves pequefias o
artefactos no tripulados (ej., drones) pueden ser utiles para detectar posibles areas de
refugio, particularmente cuando se realizan por la manana antes de que las brisas
terrestres puedan dispersar las células de microalgas toxicas de las aguas superficiales.
Para las especies de microalgas ictiotoxicas que matan peces en bajas concentraciones
celulares o que se concentran en capas sub- superficiales (ej., capas finas), es posible que
no sea factible utilizar estudios aéreos para encontrar un area de refugio real. En tales
casos (ej., Pseudochattonella), otra estrategia es examinar las distribuciones celulares
verticales (a través de recuentos celulares o fluorometria) en posibles areas de refugio
donde una fuerte mezcla vertical inhibe el crecimiento y diluye las concentraciones
superficiales de las especies que producen FANs. En Chile, la normativa vigente no
permite transportar las balsas jaulas a otros sectores ni a otros centros de cultivo (D.S
Minecon N°319 del 2001).Sin embargo, en pre-alerta y alerta acuicola, el Sernapesca
puede autorizar el traslado de ejemplares vivos para prevenir la mortalidad, a travées

enmbarcaciones (Minecon N°320 del 2001).
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Ficha 9. Ficha resumen de mitigacion utilizando estrategias de evasion.

Funcionamiento:
Evitar mortalidades masivas de peces sin atacar directamente a las microalgas ictiotoxicas,

y/0 nocivas.

Mecanismo de accién:
-Retiro de la biomasa de peces de la proximidad de especies FANs (Faldones perimetrales,

inmersion de jaulas, jaulas con redes profundas, traslado de peces)

Especies:
H. akashiwo, Cochlodinium polykrikoides, Karenia mikimotoi, Chattonella antiqua

Efectividad:

- Faldones perimetrales: Esta metodologia ha mostrado efectividad con floraciones de H.
akashiwo en el mar de Salish en la costa Oeste de Estados Unidos 133.

- Inmersion de jaulas: En peces fiséstomos como los salmones su efectividad es reducida ya
que las jaulas no pueden sumergirse por tiempos muy prolongados.

- Jaulas con redes profundas: Se ha evidenciado que los peces tienden a agruparse en la
superficie de la columna de agua, aunque tengan la posibilidad de migrar a mayor profundidad
por lo que este tipo de instalaciones tiene una efectividad reducida en la mitigacion de FANs
138.

- Retencion del alimento: Es un procedimiento efectivo sélo si el periodo de ayuno de los
peces es por periodos cortos 131. Traslado de peces: Es el método mas efectivo actualmente,

aunque su logistica vincula altos costos de operacion 135, 136, 137, 139.

Condiciones de uso:

- Deteccion de zonas libres de especies de microalgas toxicas y/o nocivas (santuarios).

- Conocimiento de la distribucion vertical de las microalgas toxicas y/o nocivas en la columna
de agua.

- Sitios de cultivo con profundidad suficiente para maniobrar.
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Ventajas

- No involucra la adicion de algun producto quimico 6 bioldgico al sistema acuatico.
Desventajas.

- Algunas operaciones logisticas pueden ser costosas y pueden generar escapes de peces.
- Se necesita un alto conocimiento de la ecologia y toxicologia de la microalga ictiotéxica y/o

nociva objetivo.

Impacto ambiental:
Nulo impacto ambiental, excepto si las maniobras generan escapes de peces en cultivo.
Referencia: 131, 133, 135, 136, 137, 138, 139

9.1.5. Comparacion entre sistemas de mitigacion

La revision bibliografica permitio identificar una gran variedad de métodos de mitigacioén de
especies que producen FANs los que incluyen aproximaciones fisicas, quimicas,
bioldgicas, etc. Estos sistemas pueden ser clasificados en directos, los cuales que son
adicionados al ambiente, o son activados cuando se produce una FANs. A su vez, algunos
pueden ser utilizados como biocidas que permitan asegurar que procesos, como la
descarga de riles de plantas de procesos, o la toma de agua y posterior descarga por parte
de wellboat, estén libres de especies nocivas. Por otro lado, existen aquellos métodos que
son indirectos y que pueden ser utilizados como medidas de evasion, es decir, mover
sistemas de cultivo a lugares libres de FANs o aislarlos de estas. Es importante mencionar
que muchas de las medidas de mitigacion identificadas han sido probadas a nivel de
laboratorio o piloto, y en menor medida han sido evaluadas a escala real.

Si bien en la literatura se puede encontrar informacién respecto a la efectividad, capacidad
de tratamiento e impacto ambiental de las medidas de mitigacién, la informacion respecto

a los costos no existe o es imprecisa. Esto se debe a que, por ejemplo:

La evaluacién de algunos sistemas de mitigacion se hace a nivel de laboratorio, por lo que
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no es posible obtener referencias del costo que podria tener si es que la técnica se aplicara

a nivel real.

Aun cuando se podria hacer una extrapolacién de costos desde una medida de mitigacion
aplicada a nivel de laboratorio hacia una real, esta podria estar sub o sobrestimada. Esto
se debe a que la proyeccién econdmica del escalamiento de técnicas incluye costos que

muchas veces no son considerados en laboratorio.

Los costos de mitigacion son particulares para la magnitud de la floracion y las areas que
se pretenden mitigar. Asi, por ejemplo, una FAN puede ocurrir a nivel local o abarcar una
gran extension geografica, como la que generd A. catenella en el 2016 que se extendio

aproximadamente desde la Region de Aysén hasta la Region de Los Rios.

Los costos de mitigacion son particulares para los procesos o cultivos que se quieren
salvaguardar. Por ejemplo, el proceso de mitigacion en un wellboat puede depender de la
envergadura de la embarcacion y de las veces que se va a ocupar el método de mitigacion.
Estas mismas complejidades ocurren al momento de estimar costos de mitigacion en

plantas de procesos y centros de cultivo.

Finalmente, los métodos de mitigacion muchas veces son proporcionados por distintos
proveedores o empresas que ofrecen distintos costos.

Por estas razones en la comparacion de los sistemas de mitigacion que mostramos a
continuacion no se incluye informacidn respecto a los costos. Ademas, las comparaciones
se realizaron solo para las especies objetivo de estudio, incluidas en la propuesta (Tabla
4,5y 6).
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Tabla 4. Comparacion de sistemas para Alexandrium catenella.

Arcillas uv c;J:::;:: H,0, cio, IMTA
Elimina célulasa
concentracion de
200 ppm aplicada Sin
Potencialmente por 30 minutos en . . - .
puedeeliminar entre condicién de Concentracio nes  |informacion a nivel real.
20-95% dela Inactiva células a dosis laboratorio. sobre los 20 ppm _
poblacién en mayor a 172 muem?  |sin datos genera inhibicion del|-En cocultivos algunas

condiciénde floracion,
aplicando 10 g/L de

en laboratorio.

Para A. ostenfeldii
en floracion una

crecimiento en
condiciones de

macroalgas pueden
inhibirel crecimiento

Capacidad de
tratamiento
(Aplicabilid ad)

. L. laboratorio de A. catenella

arcilla. concentracion de (Ilaboratorio)
50mg/L puede ’
eliminar el 99.8% de
la poblacion.

eaplica mezclado -
:rcilfa con agua. Se Altz'a verlslatllldad (.je . Se aplica cercando o
aplicabilidad debidoa |Se aplicaria cercando |Preferentemente para|Preferentemente

necesitan sistemas
hidraulicos y grandes
estanques barcos para
lanzarla hacia la
floracion.

que este sistema de
mitigacion puede ser
instalado en welboats,
plantas, etc.

un sistema de cultivo
con una barrera de
burbujas.

ser aplicado en
sistemas cerrados o
semicerrados.

para ser aplicado en
sistemas cerrados
o semi- cerrados.

colocando lineas de
cultivo de macroalgas
alrededor de cultivos
de peces/mariscos.

Impacto ambiental
(corto, mediano y
largo plazo)

Alto impacto ambiental
a corto y mediano
plazo. Se desconoce
efecto de acumulacion
a largo plazo.

Bajo impacto ambiental
a corto, medianoy
largo plazo si la
mitigacion es
direccionada

Potencialmente, nulo
impacto ambiental.

Bajo impacto debido
a que se
descompone en el
ambiente. Aunque
eventualmente puede
afectar otras
especies ya que no
es especifico.

Sin datos

Bajo impacto impacto
ambiental
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Tabla 5. Comparacion de sistemas para Karenia selliformis.

Cortina de

largo plazo)

desconoce efecto de
acumulacién a largo
plazo.

plazo si la mitigacion
es direccionada

impacto ambiental.

puede afectar
ofras especies ya
que no es
especifico.

Arcill uv H,0. clo IMTA
refas Burbujas 2-2 2
Elimina célulasa
concentracion de
200 ppm aplicada Sin informacion a
Potencialmente por 30 minutos en . nivel real.
uedeeliminar entre condicion de Concentracio nes
p o Inactiva células a ) sobre los 20 ppm .
20-95% dela - laboratorio. TR -En cocultivos
. ., dosis mayor a 172 . genera inhibicion
Efectividad poblacién en ol Sin datos del crecimiento en algunas macroalgas
condicionde floracion, Imb cm e_n Para A. ostenfeldii condiciones de pueden inhibirel
aplicando 10 g/L de aboratorio. en floracion una . crecimiento de A.
: s laboratorio
arcilla. concentracion de catenella
50mg/L puede (laboratorio).
eliminar el 99.8%
de la poblacién.
Seaplica mezclado |Alta versatilidad de
arcilla con agua. Se |aplicabilidad debido s Preferentemente Preferentemente |Se aplica cercando o
. . ) . Se aplicaria ) . .
Capacidad de necesitan sistemas |a que este sistema ) para ser aplicado |para ser aplicado |colocando lineas de
. - I cercando un sistema . ) -
tratamiento hidraulicos y grandes |de mitigacién puede ) en sistemas en sistemas cultivo de macroalgas
- . de cultivo conuna . ;
(Aplicabilid ad) estanques barcos serinstalado en . cerrados o cerrados o semi- |alrededor de cultivos
. barrera de burbujas. ; .
para lanzarla hacia la |welboats, plantas, semicerrados. cerrados. de peces/mariscos.
floracion. etc.
Bajo impacto
Alto impacto o debido a que se
. ambiental a corto y Bajo impacto descompone enel
Impacto ambiental mediano plazo. Se ambiental a corto, Potencialmente, nulo ambiente. Aunque Bajo impacto
(corto, mediano y plazo. medianoy largo ’ eventualmente Sin datos ! P

impacto ambiental
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Tabla 6. Comparacion de sistemas para Pseudochattonella verruculosa.

floracion.

etc.

. Cortina de
Arcillas uv Burbujas H,O, CIlO, IMTA
Se ha probado
en esta especie,
Efectividad Sin datos. Sin datos. pero efectividad |Sin datos. Sin datos. Sin datos.
no ha sido
evaluada.
Potencialmente, Se |Potencialme, alta Potencialme nte
aplicaria mezclado |versatilidad de . Preferentemen | Preferenteme |se aplicaria
. R Se aplica
arcilla con agua. Se |aplicabilidad te para ser nte para ser |cercando o
. . ; . cercando un . . .
Capacidad de |necesitan sistemas |debido a que . aplicado en |aplicado en colocando lineas
. - . sistema de . h .
tratamiento hidraulicos y sistema de . sistemas sistemas de cultivo de
L e, cultivo con una
(Aplicabilidad) |grandes estanques |mitigacion puede barrera de cerrados o cerrados o macroalgas
y barcos para serinstalado en : semi- semi- alrededor de
. burbujas. .
lanzarla hacia la |welboats, plantas, cerrados. cerrados. cultivos de

peces/mariscos.

Impacto
ambiental
(corto, mediano
y largo plazo)

Potencialme nte,
bajo impacto
ambiental a
corto, mediano y
largo plazo si la
mitigacion es
direccionada

Potencialmente,
nulo impacto
ambiental.

Bajo impacto
ambiental.

9.1.6. Seleccion de sistemas de mitigacién

Basado en la bibliografia revisada, y de forma preliminar, podemos seleccionar dos

sistemas de mitigacion los cuales son: aplicacidon de luz UV y el sistema de burbujeo por

surgencia. No obstante, ambos sistemas tienen ventajas y desventajas. Asi, esperamos

que, hacia el final de este proyecto, y luego de haber realizado las evaluaciones en

laboratorio y en el campo, podamos entregar una seleccion de sistemas de mitigacion con

una mayor cantidad de antecedentes.

Ventajas del sistema UV

-Se ha evaluado el efecto del UV en varias microalgas las que muestran una positiva

correlacion entre incremento de la dosis y la supresion del crecimiento.

-Los efectos del UV son en varios niveles del organismo, que incluyen desde la disminucién
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de la integridad celular hasta degradacion/mutacion de acidos nucleicos.

-Los avances tecnologicos hacen prever que esta tecnologia sera mejorada.

Desventajas del sistema UV
-El efecto de la luz UV (supresion del crecimiento de microalgas) pude ser afectado por
variables ambientales (salinidad, PH), por lo que éstas deben ser consideradas al

momento de evaluarlas y aplicarlas.

-A pesar de que a bajas dosis de UV se genera una supresion del crecimiento, luego de

un tiempo las células pueden comenzar a dividirse.

-Existen pocos estudios, tanto en condiciones de laboratorio como en el campo, que
evidencien el efecto de las dosis sobre la viabilidad y/o crecimiento de las especies objetivo
de esta propuesta i.e. Alexandrium catenella, Karenia selliformis y Pseudochattonella

verruculosa.

Ventajas del sistema de surgencia
-Es uno de los sistemas de mitigacion de mas amplio uso y aplicado hace varios afos en
Canada.

-Posiblemente las burbujas generadas desde el centro de la plataforma de cultivo

favorezcan el movimiento del agua horizontal arrastrando las células hacia afuera.

-Evaluaciones preliminares realizadas en este proyecto (Floracion de H. akashiwo)
muestran que la aplicacion de un sistema de cortina de burbujas no seria tan efectiva para
impedir el paso de células. No obstante, la generacion de burbujas desde el centro de la

plataforma de cultivo favoreceria la adveccién celular hacia fuera del centro de cultivo.
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Desventajas del sistema de surgencia
-Existen pocos antecedentes, tanto en condiciones de laboratorio como en el campo, que
evidencien el efecto de este sistema.

-En Chile no ha sido evaluado su efecto, por ejemplo, para las especies objetivo de esta
propuesta i.e. Alexandrium catenella, Karenia selliformis y Pseudochattonella verruculosa.

-La generacion de burbujas genera la mezcla de la columna de agua con consecuencias
en las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Por ejemplo, si las aguas profundas
poseen bajos niveles de oxigeno disuelto, esto podria generar una disminucion de oxigeno
disuelto en la capa superficial de la columna de agua al producirse la mezcla; Si la capa
profunda es rica en nutrientes, y por efecto del burbujeo suben, esto podria estimular aun
mas el crecimiento de las especies FANSs; Si las especies que generan FANs se distribuyen
en capas finas, el burbujeo podria generar que lleguen a la superficie donde estan los

peces en cultivo.
9.1.7. Sistematizacion de normativa

Para la sistematizacion de la normativa, se buscoé en aquellos paises donde se ha realizado
investigacion sobre sistemas de mitigacion de FAN, dentro de los cuales existen
principalmente normal-leyes que prohiben la adicion de cualquier elemento al agua. A
modo de resumen, en general el problema de generar normativas y leyes sobre control y
mitigacion de eventos FANs se hace de dificil solucion, dado que no es técnicamente
posible extrapolar soluciones y/o experiencias correctamente e incorporando las variables
del modo de empleo, la especie (o cepa) y las caracteristicas del lugar.

También se incluye informacion del reporte de la Comision Intergubernamental
Oceanografica de la UNESCO, sobre FANs y desalinizacion, que abarca la problematica
desde el punto de vista de cuerpos de agua marino-costeros (Anderson et al., 2017).

Por ejemplo, Para los siguientes paises-regiones se adjuntan las normas que regulan la

utilizacién de quimicos o métodos fisico-floculantes o quimicos en el medio ambiente en

99



cuerpos de agua.

Estados Unidos (EE.UU.)

En los Estados Unidos de Norte América existen 3 agencias responsables e involucradas
en el control de los eventos de FANSs: i) The Environmental Protection Agency (EPA, sigla
en inglés) ; ii) el Servicio Nacional de Pesquerias Marinas de la Administracion Nacional
Oceanica y Atmosférica del Departamento de Comercio de los Estados Unidos (NOAA
sigla en inglés); iii) el Departamento de Agricultura (USDA, sigla en inglés) estas son las
encargadas evaluar los diferentes métodos de mitigacion para remover especies FANs y

sus toxinas y que estas técnicas sean ambientalmente y socialmente aceptadas.

De estas 3 instituciones, la principal Agencia Federal que regula la aplicacion, control y
aplicacion de este tipo de tratamientos, es la EPA (Environmental Protection Agency), la
que dentro de las directrices legales que ha generado, cuenta ya desde el afio 1972 con
el “Acta de Aguas Limpias (CWA por su sigla en inglés)”, que es la principal ley que
establece la estructura para los marcos regulatorios sobre la descarga de contaminantes
a cuerpos de agua, luego en el afio 1976, con el “Acta de control de sustancias toxicas”,
que en el ano 2016 fue actualizada por el “Acta Frank R. Lautenberg de seguridad quimica
para el siglo 21”. Por otro lado, existe el “Acta de prevencion a la contaminacion” (Ley 42
U.S.C. 13101 et seq. De 1990), que también se refiere a las practicas que reducen el riesgo
de liberar al ambiente sustancias de distinto origen que puedan generar efectos
perjudiciales para con el medio ambiente, dentro de estos se encuentra una lista con los
elementos que tiene regulacién activa (en uso) y aquellos inactivos (no en uso), en este
listado se encuentra al perdxido de hidrogeno, por otro lado, el uso del diéxido de cloro
también esta regulado en base a estudios encargados a al Comité de toxicologia del
Concejo Nacional de Investigacion, quienes determinaron los niveles y la guia de uso en

aplicaciones agudas.

De los informes encargados para entregar mas informacién al respecto resalta un estudio
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solicitado por el Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Oficina ejecutiva del presidente
(2016), donde mediante el trabajo conjunto de diversas agencias se presentan las bases
de las estrategias a seguir por el pais para investigacion y acciones (como mitigacion). Al
respecto, se puede entender que uno de los factores que limita la aplicacion in situ de
floculantes, Arcillas modificadas u otros métodos que puedan generar la acumulacion de
toxinas y otros componentes en los fondos blandos y que por ende luego pueda ser
resuspendida, estan fuera de posibilidad de accion, por el riesgo que esto pueda generar
a futuro tanto para los recursos hidrobioldgicos de dichas areas, pero aun mas importante,
para la salud humana. Por lo mismo a la fecha, no existen informacion cientifica o de
reportes técnicos en la que, en EE.UU. haya alguna vez realizado una experiencia de
mitigacion de este tipo en ambientes abiertos, conclusiones similares existen en el report
NOAA-PCMHAB, donde los métodos que actuan mediante floculacién quedan excluidos
de se testeados por el posible riesgo asociado (Executive Office of the President of the
United States, 2016; NOAA, 2015).

Europa

En Europa, si bien cada pais tiene sus leyes y normativas, la comunidad europea ha
financiado el desarrollo de proyectos de investigacion para estudiar la factibilidad de
implementar alguna estrategia de mitigacion activa (in situ) que permita eliminar o reducir
y minimizar los efectos de los eventos FAN. Uno de estos es el reporte ASIMUTH (2013),
donde finalmente indican que las principales oportunidades de realizar acciones de
mitigacion existen en relacion con mejorar y masificar la implementacion de sistemas de
monitoreo y modelamiento en tiempo real de los eventos FAN, no asi en la implementacién
de mitigacion activa in situ, donde cualquiera sea la formula empleada (métodos fisicos o

quimicos), puede generar otros efectos para con el medio ambiente.

Distintos paises de la comunidad europea, como Alemania, han avanzado en generar
estrategias de manejo y mitigacion de eventos FAN, pero en este pais, solo existen

iniciativas a controlar las FAN en ambientes cerrados o cuerpos de agua dulce. De la
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misma forma, otros paises de Europa solo tienen normativas aplicables a cuerpos de agua
dulce, como Francia, Los Paises Bajos, Islandia entre otros (Chorus, 2012).

Resumen de normativa reporte UNESCO

A nivel, internacional, existen normativas mayoritariamente a establecer reglas respecto a
la presencia y control de toxinas solo en agua dulce, dirigida a lugares donde se realiza
captacion y procesamiento de agua potable, por lo mismo este reporte es el compendio
internacional de informacién mas actualizado a la fecha. De esta forma, el reporte titulado
“‘Harmful Algal Blooms (HABs) and desalination: A guide to impacts, monitoring, and
management” (en espafol: “Floraciones Algales Nocivas (FANs) y desalinizacion: Una
guia para el manejo, monitoreo e impactos”) provee de solo sugerencias y
recomendaciones de mitigacion y lista las normativas existentes en numeros paises, pero

todas estas son de uso exclusivo en sistemas de potabilizacion de agua.

Chile

Normativa para la vigilancia, deteccion y control de especies nocivas.

La generacién y aplicacion de las normativas que permite la vigilancia, deteccion y control
de especies nocivas por el Estado Chileno es realizada por parte de instituciones publicas,
las cuales en su ambito de experiencia contribuyen con conocimiento técnico,
administrativo y cientifico. En general, podemos mencionar las siguientes instituciones que

participan en esta tarea.

Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (SUBPESCA).
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA).

Direccion General del Territorio Maritimo y de Marina Mercante (DIRECTEMAR).
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En general, la normativa actual esta direccionada en la regulacion de Alexandrium
catenella. En el marco del Reglamento de Plagas Hidrobiologicas D.S. 345/2005, en 2009
la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (SUBPESCA) declaré plaga la microalga A.
catenella, en el area que comprende desde el paralelo 43°22’S y hasta los 55°S (limite sur
de la Region de Magallanes), por la Res. Ex. N° 177/2009.

El Sernapesca mantiene el Programa de Vigilancia, deteccion y control de Alexandrium
catenella (Res.Ex. N° 529/2009 y sus modificaciones, la ultima en data es la Res.Ex. N°
6004/2019), mediante el cual se verifica la presencia de esta microalga, en el 100% de las
embarcaciones que trasladan peces desde el area declarada FAN, al sur del paralelo
43°22”S hacia la Region de Los Lagos con el objetivo de evitar la dispersion de esta

especie.

Juntamente con esta medida, se monitorea también semanalmente la abundancia relativa
de esta especie, en una grilla de 4 estaciones cercanas al paralelo 43°22”S, como un
sistema monitoreo y alerta temprana de la floracion de esta microalga. Adicionalmente, el
Servicio vigila la abundancia de todas las especies de microalgas nocivas para peces (ver
lista a continuacion), incluido Alexandrium catenella a través de la Res. Ex. N° 2198/2017
mediante la cual, los titulares informan a Sernapesca cuando en sus monitoreos de rutina
las microalgas catalogadas como nocivas para peces, sobrepasan los limites establecidos

(http://www.sernapesca.cl/programas/programa-alexandrium-catenella).
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Tabla 7. Muestra lista especies incluidas en el monitoreo preventivo.

Microalga
Heterosigma akashiwo Leptocylindrus minimus
Dictyocha speculum Leptocylindrus danicus
Pseudochattonella cf. verruculosa Rhizosolenia aff. setigera
Alexandrium catenella Eucampia zodiacus
Karenia spp. Thalassiosira pseudonana
Karenia mikimotoi Gymnodinium spp.
Chaetocero convolutus Azadinium spp.
Chaetoceros cryophilus Haptophytas

Actualmente existen una serie de protocolos de muestreo asociados al programa de vigilancia y

control de A. catenella los que incluyen:

Protocolo muestreo Alexandrium catenella en bodegas de wellboat.

Protocolo muestreo de fitoplancton en contingencias por sospecha de FAN

Protocolo muestreo para validacion de sistemas inactivacion de Alexandrium catenella por UV en
wellboat.

Protocolo muestreo para validacion de sistemas de retencién inactivacién de Alexandrium catenella
en plantas de proceso.

La aplicaciéon de este protocolo ha permitido validar una serie de métodos fisicos y quimicos que
se muestran a continuacion:
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Tabla 8. Sistemas de inactivacion validados en condiciones controladas de laboratorio
(Sernapesca)

Solidos
Tipo Dosis Tiempo | Suspendidos | Transmitancia
Totales
Lamparas de baja 180 m)/cm2 - < 25 mg/L > 95%.
intensidad
Hiz Wiraviciets Lamparas de 160.3 m)/cm2 - < 25 mg/L > 95%.
mediana intensidad

Tiempo Dosis Solidos
de

Tipo Dosis Suspendidos
contacto | Tesidual | ™ oiales
Didxido de Cloro generado .
in situ %o':: szlrSlstema 10 ppm scnios 4 ppm <200mg/L.
Clorodos plus (diéxido de
cloro estabilizado al 5%) )
Diéxido de Cloro activado con activador 200 ppm minutos 80 ppm <200mg/L.
clorodos (Ac. Clorhidrico)
Tressaclor S00 Precursor
(dibxido de cloro .
establlizado al 5%) 10 ppm minutos 7 ppm <200mg/L.
activado con activador
Diox (Ac. Clorhidrico)
gré! xg Monge Properox 200 ppm mi 3& 06 - <200mg/L.
Reactor : 0.79

Tabla 9. Sistemas de inactivacion validados en condiciones reales a bordo de wellboats.

Dosis validada en Solidos
_ Tipo wellboats Tiempo | gy cpendidos Totales
Reactor Biolonix 6500y | 3,2 (Amperes/L*min)
Electroquimico 8500 c <200mg/L
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9.2 Objetivo especifico 2 Realizar experimentos multifactoriales in vitro con al
menos tres sistemas de control diferentes, utilizando al
menos tres microalgas téxicas chilenas, para cuantificar
el efecto sobre las microalgas y sobre la concentracion

de toxinas en el agua.

9.2.1. Analisis previo de los umbrales

Debido a que toda técnica de medicion esta limitada a ciertos rangos minimos de
deteccion, se realizaron pruebas preliminares para determinar los umbrales de deteccién
del sistema FRRf3 para los distintos cultivos de las especies de microalgas toxicas
objetivo. La determinacidn de los umbrales permitié corregir las abundancias celulares

minimas a utilizar en los distintos experimentos.

Se considerd una la relacion entre las curvas de fluorescencia activa para cada una de las
cepas evaluadas y las concentraciones minimas para obtener una respuesta discreta de
fluorescencia desde el fluordmetro. Se observé preliminarmente, que tanto 10 céls/mL de
A. catenella (cepa CREAN_AC16) y K. selliformis (CREAN_ KS02), como de 10 a 100
céls/mL de P. verruculosa no generan una respuesta fotosintética eficiente, por lo que los
valores de Fv/Fm tienden a superponerse con los valores de lectura de blancos (aprox.
0,06), lo que incurre en un error estandar de lectura. En cambio, las concentraciones de
100 y 1000 céls/mL para las cepas CREAN_AC16 y CREAN__ KS02 muestran valores altos
para la razéon Fv/Fm entre 0,4 a 0,5 (Figuras 34, 35 y 36).

106



0.6

0.5

04 } |
v HH

i

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Abundancia celular (Céls/mL)

FviFm
e
w
—e—i

0.0

Figura 34. Umbral de deteccion del método FRRf3 para cultivos de la especie Karenia selliformis
a distintas concentraciones celulares en base al stock empleado en los tratamientos.
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Figura 35. Umbral de deteccién del método FRRf3 para cultivos de la especie Alexandrium
catenella a distintas concentraciones celulares en base al stock empleado en los tratamientos.
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Figura 36. Umbral de deteccion del método FRRf3 para cultivos de la especie Pseudochattonella
verruculosa a distintas concentraciones celulares en base al stock empleado en los tratamientos.

9.2.2 Mitigacion para sistemas cerrados
9.2.2.1 Peréxido de Hidrégeno

1) Experimentos con monocultivos

Efecto del perdxido de hidrégeno en la respuesta fotosintética de Alexandrium catenella

(Ac), Karenia selliformis (Ks)y Pseudochattonella verruculosa (Pv).

Al aplicar los tratamientos de peréxido de hidrogeno a cada una de las especies objetivo
se observé una disminusién de la eficiencia fotosintetica en todas las condiciones, después

de 1 hora de exposicion.

En el caso de A. catenella a la condicion experimental de 25 psu y 100 céls/mL en las dos
condiciones de temperatura, en el To todas las concentraciones de peroxido de hidrégeno

disminuyo la eficiencia fotosintética (EF) respecto al control. Adicionamente, a lo largo del
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tiempo la EF disminuye gradualmente en todas las concentraciones (Figura 37). En K.

selliformis, lo obtenido en los cultivos expuestos a distintas concentraciones (50 a 1000

ppm), evidenciaron una disminucién en su EF desde T30 a Teo (Figura 37)
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Figura 37: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac) y K. selliformis (Ks) a 100 céls/mL a 25 psu
y dos temperaturas 12 - 18°C, expuestos a diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno

En la condicidon experimental de 25 psu, 12 °C y 1000 céls/mL, Alexandrium catenella en

en cada una de las concentraciones experimentales (desde 50 a 1000 ppm), se observo

una disminucion de la EF desde el Ty en adelante, evidenciando en el Tso una eficiencia

de 0 en los tratamientos 100-1000 ppm(Figura 38). Para K. selliformis, los tratamientos a

distintas concentraciones (50—-1000 ppm) mostraron una disminucion en su EF respecto al

control desde To (Figura 38). En el caso de P. verruculosa, en las distintas concentraciones

de H2O- se observé a medida que se incrementa el tiempo de exposicion (To a Teo), s€

reduce la EF de los cultivos, siendo un patron similar en todas la temperatura 18 °C para

todas las especies en estudio (Figura 38).
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Figura 38: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks)y P. verruculosa (Pv) a
1000 céls/mL a 25 psu y dos temperaturas 12 - 18°C, expuestos a diferentes concentraciones de
peréxido de hidrogeno durante un periodo tiempo de 60 min.

En la condicién experimental 33 psu, 12°C y 100 céls/mL, en A. catenella los tratamientos

de H20- (50 a 1000 ppm) disminuyeron su EF (Figura 39). En el caso de K. selliformis los

tratamientos con H>O., evidenciaron una baja en EF, a medida que aumentan las

concentraciones (50 a 1000 ppm) y el tiempo de exposicion (To a Teo) (Figura 39).Este

patron ocurre tambien a loas 18°C.
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Figura 39. Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), y K. selliformis (Ks) a 100 céls/mL a 33
psu y dos temperaturas 12 - 18°C, expuestos a diferentes concentraciones de peroxido de
hidrogeno durante un periodo tiempo de 60 min.

A. catenella a 33 psu, 12°C y 1000 céls/mL, se observo una disminucion de la EF a
medida que aumenta las concentraciones de H202, entre los tiempos Tz a Teo. El
tratamiento con 1000 ppm no registr6 EF para ninguno de los tiempos experimentales
(Figura 40). Caso similar se observo en K. selliformis, los tratamientos desde Toa Teo, se
observa una pérdida de la EF medida que se aumenta la concentracién H202 (Figura
40). El control de P. verruculosa presento en todos los tratamiento con H202, mostraron
una perdida de EF, disminuyendo a medida que aumentd el tiempo de exposicion al
quimico (Figura 40). En la temperatura 18°C, se observo el mismo patron de disminucion
que a 12°C , sin embargo, en el To la disminucién de la EF en las 3 especies fue mayor
respecto al control.
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Figura 40: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks) y P. verruculosa (Pv) a
1000 céls/mL a 33 psu y dos temperaturas 12 — 18 °C, expuestos a diferentes concentraciones de

peréxido de hidrogeno durante un periodo tiempo de 60 min.

Efecto del peréxido de hidrogeno en la viabilidad de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks)y

P. verruculosa (Pv).

La evaluacion de la viabilidad celular de A. catenella (Ac) a 100 y 1000 céls/mL, al ser
expuesta a 5 concentraciones de peroxido de hidrogeno, por 60 minutos, en condiciones
experimentales de 12°C temperatura, 25 de salinidad mostré valores mayoritariamente
cercanos a 0%. Por su parte, al ser expuestas a concentraciones de 500 y 1000 ppm y
salinidad de 33 se observaron valores cercanos al 0%, tanto para concentraciones
celulares de 100 y 1000 céls/mL. La viabilidad disminuyo cerca al 50 % cuando las células
fueron expuestas a concentraciones de 50 y 100 ppm en la concentracidn celular de 100
céls/mL. En tanto, la exposicion a 200 ppm en la concentracion celular de 1000 céls/mL,

la viabilidad fue cercana a 0%. A la misma concentracion celular utilizando concentraciones
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de 50 y 100 ppm, la viabilidad fue cercana al 25%. Al aumentar la temperatura a 18 °C y
exponer las células a concentraciones de 200, 500 y 1000 ppm de perodxido de hidrégeno,
tanto a 100 y 1000 céls/mL, y salinidad de 25 y 33, se observaron valores de viabilidad
celular de 0%. En las mismas condiciones, pero con concentraciones de 50 y 100 ppm se

observaron porcentajes de viabilidad cercanos al 15% (Figura 41).

La evaluacion de la viabilidad celular de K. selliformis (100 y 1000 céls/mL) al ser expuesta
a las diferentes concentraciones de perdxido de hidrogeno, por 60 minutos, en condiciones
experimentales de 12°C, 25 y 33 de salinidad, mostré valores de 0%. Similarmente, en la
temperatura 18 °C en las mismas condiciones experimentales mencionadas

anteriormente, la viabilidad fue de 0% (Figura 42).
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Figura 41: Porcentaje de la viabilidad celular de Alexandrium catenella luego de ser expuestas a
peréxido de hidrogeno en concentraciones de 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm por 60 minutos y a
diferentes condiciones experimentales de temperatura (12° y 18° C), salinidad (25 y 33 ) y densidad
celular (100 y 1000 céls/mL).
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Temperatura 12 grados Karenia selliformis
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Figura 42: Porcentaje de la viabilidad celular de Karenia selliformis luego de ser expuestas al
peréxido de hidrogeno en concentraciones de 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm por 60 minutos y a
diferentes condiciones experimentales de temperatura (12° y 18° C), salinidad (25 y 33) y densidad
celular (100 y 1000 céls/mL).

La viabilidad celular de P. verruculosa en condiciones de 12°C, 25 y 30 de salinidad, en
todas las concentraciones de peréxido de hidrogeno disminuy6 respecto al control. En
especifico en 200, 500 y 1000 ppm, en condiciones experimentales de 12°C, 25 y 30 de
salinidad, tuvo 0% de viabilidad. En tanto que, la exposicion de células a 50 ppm, utilizando
25y 33 de salinidad, generdé una viabilidad de aproximadamente 10%. A 100 ppm y 25 de
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salinidad la viabilidad fue de 0%. A la misma concentracion de peroxido de hidrégeno, pero
a 33 de salinidad, se observé un valor de 10%. A temperatura de 18 °C en las mismas
condiciones descritas anteriormente, las células de P. verruculosa desde los 100pp
tuvieron una viabilidad celular de 0%. No obstante, en la exposicion a 50 ppm se registraron
valores de viabilidad cercanos a 15% (Figura 43).
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Figura 43: Porcentaje de la viabilidad celular de P. verruculosa luego de ser expuestas al peroxido
de hidrogeno en concentraciones de 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm por 60 minutos y a diferentes
condiciones experimentales de temperatura (12° y 18° C) y salinidad (25 y 33).
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Viabilidad de lineas celulares branquiales de trucha frente a la exposicion de perdxido de
hidrogeno.

En la siguiente seccion se presentan resultados de la respuesta en viabilidad de lineas
celulares branquiales RTgill-W1 frente a diferentes concentraciones de peroxido de
hidrégeno y su sinergia con la presencia de microalgas nocivas y/o comunidad
fitoplanctonica. El peréxido de hidrogeno por si solo presenta una alta toxicidad a las lineas
celulares a minimas dosis de 50 ppm a las 0 y 4 horas de inoculado en el agua,
disminuyendo la viabilidad celular a menos del 50%. A las 24 horas, la viabilidad disminuye
levemente en los tratamientos 50, 100 y 200 ppm, sin embargo, en los tratamientos 500 y
1000 ppm la viabilidad es menor al 50 % (Figura 44). Cuando las lineas celulares son
expuestas a microalgas altamente citotoxicas como K. selliformis mas la adicion de
peréxido de hidrogeno (Figura 45), el efecto de diferentes temperaturas (12 y 18 °C) y
salinidades (25 y 33) del medio es menos evidente cuando las microalgas expuestas a
estas condiciones son menos citotdxicas (ej., A. catenella) (Figura 46). La adicion de
mayor biomasa microalgal en combinacion con microalgas toxicas, muestra un significativo
incremento de la citotoxicidad del medio experimental cuando se agrega peroxido de
hidrogeno. Este resultado sugiere un efecto sinérgico entre el perdxido de hidrégeno y los
lipidos presentes en las microalgas (lipoperoxidacion) (Figura 46 y 47).
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Figura 44: Efecto de diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno diluido (50 a 1000 ppm)
en agua de mar filtrada (0,22 uym) en la viabilidad de células branquiales (RTgill-W1) durante 120
min. Linea roja tiempo 0, linea verde 4 horas de peréxido anadido al agua de mar, linea azul 24
horas de peréxido afiadido al agua de mar. Las barras representan la media y la desviacion
estandar de la viabilidad celular de mediciones por cuadriplicado.
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Temperatura (Celsius) = 12 - 18
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Figura 45: Efecto de diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno diluido (50 a 1000 ppm)
en agua de mar filtrada (0,22 um) conteniendo 100 céls/mL y 1000 céls/mL de K. selliformis en la
viabilidad de células branquiales (RTgill-W1) durante 120 min a 12 y 18 °C. Las barras representan
la media y la desviacién estandar de la viabilidad celular de mediciones por cuadruplicado.
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Figura 46: Efecto de diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno diluido (0 a 1000 ppm)
en agua de mar filtrada (0.22 pym) conteniendo 100 céls/mL y 1000 céls/mL de A. catenella en la
viabilidad de células branquiales (RTgill-W1) durante 120 min a 12y 18 °C de temperatura 'y a 25
y 33 de salinidad. Las barras representan la media y la desviacion estandar de la viabilidad celular
de mediciones por cuadruplicado.
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Figura 47: Efecto de diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno diluido (0 a 1000 ppm)
en agua de mar filtrada (0,22 ym) conteniendo 1000 céls/mL de P. verruculosa en la viabilidad de
células branquiales (RTgill-W1) durante 120 min a 12 y 18 °C. Las barras representan la media y
la desviacién estandar de la viabilidad celular de mediciones por cuadruplicado.

2) Experimentos con monocultivos con fitoplancton

Efecto del peréxido de hidrégeno en la respuesta fotosintética de A. catenella (Ac), K.

selliformis (Ks) y P. verruculosa (Pv) con fitoplancton.

La condicién experimental consideré abundancia celular de 1000 céls/mL, a una salinidad
de 33 y temperatura de 18 °C, para cada monocultivo (controles - 0 ppm). Se evidencio
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una leve variabilidad de la eficiencia fotosintética para los controles, lo cual puede estar
asociado al tamafio celular (um) de las diferentes especies de interés que se analiza. Se
examino, la respuesta de los tratamientos a bajas (100 ppm) y altas (500 ppm)
concentraciones de peroxido de hidrogeno (H20:2) y a distintos tiempos de exposicion (0,
30 y 60 min). Se observo una disminucion de la eficiencia fotosintética (EF) de cada cultivo
en el tiempo. Los rangos de distribucion de las lecturas de EF fueron similares para los dos
tratamientos, ubicando la lectura del equipo FRRf bajo la linea de mortalidad (linea roja),
evidenciando la eficiencia del H202, como medio de mitigacidon sobre la comunidad
experimental (Figura 48).
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Figura 48. Eficiencia fotosintética (Fv/Fm) de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks) y P. verruculosa
(Pv) con una comunidad fitoplancton (1000 céls/mL), expuestas a dos tratamientos con distintas
concentraciones de peroxido de hidrogeno (0, 500 y 500 ppm) durante una hora.
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Efecto del peréxido de hidrogeno en la viabilidad de lineas celulares A. catenella v K.

selliformis con fitoplancton.

La evaluacién de la viabilidad de celular de la especie P. verruculosa con fitoplancton
expuesto a perdxido de hidrogeno 100 y 500 ppm presenté valores de 0% de viabilidad,
mientras tanto las especies A. catenella y K. selliformis con fitoplancton mostré una
viabilidad celular menor al 50 %, sin embargo, esto se puede deber a que la muestra fue
congelada previamente para exponerla en las lineas celulares y la congelacion pudo
generar que perdieran su toxicidad (Figura 49).
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Figura 49: Efecto del peroxido de hidrogeno sobre microalgas objetivo con fitoplacton en la
viabilidad de células branquiales. Los tratamientos del quimico fueron 0, 100 y 500 ppm. A una
densidad celular de 1000 céls/mL de A. catenella (AC), K. selliformis (KS) y P. verruculosa (PV)y
1000 céls/mL de fitoplancton. Las mediciones se hicieron por cuadruplicado.
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3) Experimentos en terreno con mesocosmos

Efecto del peroxido de hidrégeno en la respuesta fotosintética del mesocosmos del fiordo
Comau

En la evaluacion del estado fisiologico del mesocosmos del fiordo Comau expuesto a
peréxido de hidrogeno 10 y 25 ppm, este presentd una disminucién de la eficiencia
fotosintética (EF) posterior a la hora de exposicion y finalmente a las 3 horas ambos

tratamientos redujeron considerablemente la EF (Figura 50).
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Figura 50: Eficiencia fotosintética (Fv/Fm) el mesocosmos del fiordo Comau expuestas a dos
tratamientos con distintas concentraciones de perdxido de hidrogeno (0, 10 y 25 ppm) en dos
tiempos 1 y 3 horas posterior a iniciado el experimento.
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Efecto del perdxido de hidrogeno en la viabilidad del mesocosmos del fiordo Comau

Se evaluod la viabilidad de células fitoplancténicas presentes en el mesocosmos del fiordo
Comau expuesto a peroxido de hidrogeno 10 y 25 ppm, en el cual, se observé una
diminucion en la viabilidad celular en ambos tratamientos a la hora de experimentacion, en
contraste con el control. Mientras que a las 3 horas de iniciado el tratamiento no se

observaron células vivas (Figura 51)
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Figura 51: Efecto del peroxido de hidrogeno en la viabilidad celular de fitoplancton. Se sometieron
a 2 concentraciones del reactivo (10 y 25 ppm) y se midié al tiempo 1y 3 horas posterior a iniciar
el experimento. En rojo organismos clasificados como Diatomeas y en azul organismos clasificados
como Dinoflagelados.
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9.2.2.2. Dioxido de cloro

Efecto del didxido de cloro en la respuesta fotosintética de K. selliformis

En una primera etapa se observdo que la exposicion de K. selliformis a distintas
concentraciones de diéxido de cloro, por 0, 30 y 60 minutos, no mostré cambios
sustanciales de la eficiencia fotosintética cuando se comparé con el control. Esto indica
gue una concentracion de 100 ppm, concentracidn maxima utilizada en la evaluacién, no
fue suficiente para afectar a las células. Debido a esto en los siguientes experimentos se

incluyeron concentraciones mas altas de diéxido de cloro (Figura 52)
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Figura 52: Efecto temporal (0 a 60 min) de distintas concentraciones de diéxido de cloro en la
eficiencia fotosintética de K. selliformis.

Considerando los resultados previos, en una segunda etapa se utilizaron concentraciones
de dioxido de cloro extremadamente altas como 1000 y 10000 ppm. La evaluacion de la
exposicion de las especies FANs al dioxido de cloro mostré respuestas distintas. Para

Alexandrium catenella, se observd que su exposicidon a concentraciones de dioxido de
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cloro de 1, 10, 100 y 1000 ppm, por 0, 30 y 60 minutos, no generé cambios sustantivos de
su eficiencia fotosintética. No obstante, al ser expuesta a una concentracion de 10000 ppm
las células fueron severamente afectadas lo que resulto en valores de eficiencia
fotosintética cercanos a cero. Para Karenia selliformis, se observd que la exposicion a
concentraciones bajas de dioxido de cloro de 1, 10 y 100 ppm no afectd su eficiencia
fotosintética. Por el contrario, su exposicion a 1000 y 10000 ppm afecto inmediatamente
su eficiencia fotosintética. Luego de 30 y 60 minutos de exposicion, se observo una
progresiva disminucion de la eficiencia alcanzando valores bajo los 0,1 (Fv/fm) indicando
la mortalidad de las células. Finalmente, para Pseudochattonella verruculosa, no se
observaron efectos sobre la eficiencia fotosintética al exponerla a 1 ppm de dioxido de
cloro. Ademas, aunque se observaron valores mas bajos de eficiencia al exponer las
células a 10, 100 y 1000 ppm, los que progresivamente bajaron luego de 30 y 60 minutos
de exposicion, no se evidencid6 una mortalidad severa. Similarmente, la eficiencia
fotosintética de A. catenella y K. selliformis se vio severamente afectada a 10000 ppm
(Figura 53).
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Figura 53: Efecto del didoxido de cloro a diferentes concentraciones (ppm) sobre la eficiencia
fotosintética de A. catenella (AC), K. selliformis (KS) y P. verruculosa (PV) a diferentes tiempos de

exposicion (0 a 60 minutos).

Efecto del didxido de cloro en la viabilidad de lineas celulares

Los resultados observados en la figura 53 muestran que solo altas concentraciones de
didxido de cloro (1000 y 10000 ppm) pueden afectar severamente la eficiencia fotosintética
de las microalgas objetivo de este estudio. Sin embargo, concentraciones de 1000 y 10000
ppm de diéxido de cloro son extremadamente toxicas para organismos marinos (Figura
53). Esto se debe a que luego de exponer lineas branquiales RTgill-W1 por 2 horas a 1000
y 10000 ppm, su viabilidad baja significativamente alcanzado valores de 25% y 0%
respectivamente (Figura 54). Adicionalmente, para llegar a concentraciones de 1000 y
10000 ppm de dioxido de cloro se necesitan volumenes muy altos, los que en condiciones

reales serian inmanejables. Asi, se considera que el uso de esas concentraciones de
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didxido de cloro seria inviable como agente mitigador de FANSs.
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Figura 54. Efecto del dioxido de cloro sobre la viabilidad celular de lineas branquiales (RTgill-W1)
luego de ser expuestas por dos horas a distintas concentraciones (de 1 a 10000 ppm).

9.2.2.3 Sistema Ultravioleta (UV) y wellboats

Experimento UV con la dosis utilizada en la embarcacion:

Luego de aplicar las dosis de UV de 106 mJ/cm? y 118 mJ/cm? a la comunidad
fitoplactonica, y mantener las muestras por 30 y 60 minutos en estanques, se observo una
leve disminucion de la eficiencia fotosintética (Figura 55). Ademas, la viabilidad celular no

se vio afectada mostrando similares valores de células vivas antes y después de aplicar
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una dosis de 106 mJ/cmZ. Los valores de viabilidad celular fueron similares aun cuando se

midieron luego de 30 y 60 minutos luego de aplicado el tratamiento (Figuras 56).
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Figura 55: Efecto en la eficiencia fotosintética al aplicar dosis de UV en dos tubos de salida (106
y 118 mJ/cm?) a lo largo del tiempo. Sin_UV se obtuvo la muestra antes de la lampara de UV y
Con_UV se obtuvo posterior a la lampara.
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Figura 56: Efecto en la viabilidad celular al aplicar dosis de UV en un tubo de salida (106 mJ/cm?)
a lo largo del tiempo. Sin UV se obtuvo la muestra antes de la lampara de UV y Con_UV se obtuvo
posterior a la lampara.

Experimento UV con la dosis baja y dosis alta:

En el segundo experimento se utilizé una intensidad baja (103 mJ/cm?) y un alta (337
mJ/cm?) para mitigar a la comunidad fitoplancténica. No obstante, aunque se incremento
la dosis de UV a 337 mJ/cm?, los valores de eficiencia fotosintética fueron similares antes
del tratamiento y luego del tratamiento (Figura 57). Ademas, estos valores no cambiaron
sustantivamente luego de medir la eficiencia fotosintética después de 60 minutos. Por su
parte, los valores de viabilidad celular mostraron una leve disminucion luego de aplicados

los tratamientos (Figuras 58).
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Figura 57: Efecto en la eficiencia fotosintética al aplicar dosis de UV baja (103 mJ/cm?) y dosis de
UV alta (337 mJ/cm?) a lo largo del tiempo. Sin UV se obtuvo la muestra antes de la lampara de
UV y Con UV se obtuvo posterior a la lampara.
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Figura 58: Efecto en la viabilidad celular al aplicar dosis de UV baja (103 mJ/cm?) y dosis de UV
alta (337 mJ/cm?). “Antes” se obtuvo la muestra previo a la lampara de UV y “Después’ se obtuvo
posterior a la lampara.

Experimento de aumento de dosis de UV a lo largo del tiempo:

En el ultimo experimento se realizé un incremento progresivo de la dosis de UV desde 100
hasta 450 mJ/cm?. Los resultados mostraron una leve tendencia a disminuir la eficiencia
fotosintética a medida que se incrementd la dosis de UV. Esta tendencia fue un poco mas
evidente después 48 horas cuando se realizd una nueva medicion de las muestras

previamente tratadas con distintas dosis. (Figura 59)
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Figura 59: Efecto en la eficiencia fotosintética en la comunidad fitoplancténica luego de
incrementar las dosis de UV desde 100 hasta 450 mJ/cm?. Linea amarilla medicion luego de aplicar
la dosis y linea verde después de 48 horas.
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9.2.3 Métodos de mitigacidon para sistemas naturales (abiertos).

9.2.3.1. Arcillas modificadas

1) Experimentos con monocultivos

Efecto de las arcillas modificadas en la respuesta fotosintética de A. catenella, K. selliformis

vy P. verruculosa.

A. catenella (Ac) en el experimento de mitigacion a 25 psu con arcillas modificadas (AR1
y AR2) a distintas concentraciones (0; 0,1; 0,5y 1 g/L), se evidencié una disminucion de
la EF para cada concentracion. Al incrementar las concentraciones de arcilla disminuy®d la
EF de Ac en ambas temperaturas (Figura 60). En el caso de K. selliformis (Ks) se evidencio
una disminucion paulatina de la EF en cada tratamiento de arcilla en ambas temperaturas,
exceptuando el tratamiento 0,1 g/L a 12 °C que la EF fue similar al control. (Figura 60).
En los experimentos de P. verruculosa (Pv) se observo la reduccion de la EF como
respuesta de la interaccion celular con cada uno de los tratamientos (Figura 60). Sin

embargo, en el tratamiento 0,1 g/L a 18 °C se observo que la EF era similar al control.
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Figura 60: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks) y P. verruculosa (Pv)

(1000 céls/mL) tratadas con dos tipos de arcillas modificadas a 25 psuy 12y 18°C.

EL experimento de mitigacion con arcillas modificadas a 33 psu a 12y 18 °C con distintas
concentraciones experimentales (control; 0,1; 0,5y 1 g/L), se observd que los efecto de
las arcillas AR1y AR2 sobre las células, reducen la EF en todas concentraciones testeadas
en A. catenella (Figura 61). En el caso de K. selliformis (Ks), los efecto de las arcillas
modificadas (AR1 y AR2), sobre las células se observa un patron similar en la reduccion
de EF a medida que aumentan las concentraciones experimentales, exceptuando el
tratamiento 0,1 g/L a 12 °C que la EF fue similar al control (Figura 61). Para P. verruculosa
(Pv), para ambos experimentos se evidencia una disminucion EF dentro del sistema de
cultivo (Figura 61). Se observa que en todos tratamientos con distintas especies se genera
una captura y transporte de las microalgas hacia el fondo del matraz o generan un efecto
letal sobre las células, evidenciando una disminucion de la EF para cada tratamiento.
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Figura 61: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks) y P. verruculosa (Pv)

(1000 céls/mL) tratadas con dos tipos de arcillas modificadas a 33 psuy 12y 18°C.

Efecto de las arcillas modificadas en la viabilidad celular de A. catenella (Ac), K. selliformis

(Ks) y P. verruculosa (Pv).

La evaluacion de la viabilidad celular de Karenia selliformis utilizando una densidad de
1000 céls/mL y al ser expuesta a dos tipos de arcilla (1 y 2) en concentraciones de 0,5y 1
g/L, por 2 horas, y en condiciones experimentales de 12°C temperatura, 25 y 33 PSU
salinidad, mostr6 que la viabilidad celular fue afectada severamente obteniéndose valores
cercanos a 0%. En tanto que, en las mismas condiciones experimentales, pero utilizando
una concentracion de 0,1 g/L, se observaron valores mas altos de viabilidad en un rango
entre 10% y 50% (Figura 62). Similarmente, cuando se aumento la temperatura a 18°C y
se expusieron las células a concentraciones de 0,5 y 1 g/L de las arcillas 1 y 2
(manteniendo las condiciones experimentales de exposicion por 2 horas, 12°C, salinidades
de 25 y 33) se observo que la viabilidad bajo a 0%. No obstante, al utilizar una
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concentracion de 0,1 g/L la viabilidad mostro valores en un rango entre 5% y 45% (Figura
62).
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Figura 62. Porcentaje de la viabilidad celular de K. selliformis (1000 céls/mL) luego de ser
expuestas a diferentes concentraciones de arcillas modificadas por 120 minutos y a diferentes
condiciones experimentales de temperatura (12° y 18° C) y salinidad (25 y 33). En rojo la arcilla 1
y en azul la arcilla 2.

La evaluacion de la viabilidad celular de P. verruculosa (1000 cel/mL) al ser expuesta a
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dos tipos de arcilla (1 'y 2) en concentraciones de 0,5y 1 g/L, por 2 horas, y en condiciones
experimentales de 12°C temperatura, 25 y 33 de salinidad, mostré que la viabilidad fue
afectada registrandose valores en su mayoria de 0%. La excepcién fue cuando se uso la
arcilla 2 a una concentracion de 0,5 g/L donde se observé una viabilidad de 15%. En tanto
que, en las mismas condiciones experimentales, pero utilizando una concentracién de 0,1
g/L, se observaron valores mas altos de viabilidad en un rango entre 10% y 45% (Figura
63). Cuando la temperatura fue aumentada a 18°C y se mantuvieron las condiciones
experimentales descritas anteriormente (exposicién por 2 horas, 12°C, salinidades de 25
y 33 PSU) se observo que la viabilidad bajo a 0% en concentraciones de 0,5y 1 g/L. Al
utilizar una concentracion de 0,1 g/L la viabilidad fue mayor a 25 psu que a 30 psu donde
se observaron valores de aproximadamente de 25% y 0% respectivamente (Figura 63).
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Figura 63: Porcentaje de la viabilidad celular de P. verruculosa (1000 céls/mL) luego de ser
expuestas a diferentes concentraciones de arcillas modificadas por 120 minutos y a diferentes
condiciones experimentales de temperatura (12° y 18° C) y salinidad (25 y 33). En rojo la arcilla 1
y en azul la arcilla 2.

La evaluacién de la viabilidad celular de Alexandrium catenella (1000 cel/mL) al ser
expuesta a dos tipos de arcilla (1 y 2) en concentraciones de 0,1, 0,5y 1 g/L, por 2 horas,
y en condiciones experimentales de 12°C temperatura, 25 y 33 de salinidad, mostré que
fue afectada severamente registrandose valores de 0%. Similarmente, cuando la

temperatura aumenté a 18°C y se mantuvieron las condiciones experimentales descritas
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anteriormente (exposicion por 2 horas, 12°C, salinidades de 25 y 33) se observé que la
viabilidad bajo a 0% en concentraciones de 0,1, 0,5y 1 g/L (Figura 64).
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Figura 64: Porcentaje de la viabilidad celular de A. catenella (1000 céls/mL) luego de ser expuestas
a diferentes concentraciones de arcillas modificadas por 120 minutos y a diferentes condiciones
experimentales de temperatura (12° y 18° C) y salinidad (25 y 33). En rojo la arcilla 1 y en azul la
arcilla 2.

Efecto de las arcillas modificadas en el pH
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Al finalizar el periodo experimental de A. catenella (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos de
arcillas modificadas a 25 de salinidad y 12 °C. Se midié pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de arcilla
disminuye el pH. La arcilla tipo 2 una capacidad para reducir del pH, lo cual influye
directamente en la EF de la microalga (Figura 65).
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Figura 65: Medicién de temperatura y pH post-experimentos de A. catenella (1000 céls/mL)
durante la exposicién a dos tipos de arcillas modificadas a 25 de salinidad y a temperatura 12 °C.

Al finalizar el periodo experimental de A. catenella (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos de
arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C. Se midié pH y temperatura en cada

tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de arcilla
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disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta una capacidad para reducir del pH (= 5.0), lo
cual influye directamente en la EF de la microalga. Esta caracteristica podria considerase
como un cofactor anexo al ya conocido efecto floculante en las microalgas (Figura 66).
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Figura 66: Medicion de temperatura y pH post-experimentos A. catenella (1000 céls/mL) durante
la exposicion a dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C.

Al finalizar el periodo experimental de A. catenella (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos de

arcillas modificadas a 25 de salinidad y 18 °C. Se midié pH y temperatura en cada
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tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.5). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la

disminucion de la EF de A. catenella al ser estimada con el FRRf (Figura 67).
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Figura 67: Medicion de temperatura y pH post-experimentos A. catenella (1000 céls/mL) durante
la exposicion a dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de A. catenella (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos de
arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18 °C. Se midié pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.5). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de A. catenella al ser estimada con el FRRf (Figura 68).
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Figura 68. Medicion de temperatura y pH post-experimentos A. catenella (1000 céls/mL) durante
la exposicion a dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de K. selliformis (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 12 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.0). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 69).
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Figura 69. Medicion de temperatura y pH post-experimentos de K. selliformis (1000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 12 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de K. selliformis (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 4.8). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 70).
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Figura 70. Medicion de temperatura y pH post-experimentos de K. selliformis (1000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de K. selliformis (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 18 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 4.8). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 71).
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Figura 71. Medicion de temperatura y pH post-experimentos de K. selliformis (1.000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 18 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de K. selliformis (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 4.8). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 72).
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Figura 72: Medicion de temperatura y pH post-experimentos de K. selliformis (1000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de P. verruculosa (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 12 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 4.7). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 73).
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Figura 73: Medicién de temperatura y pH post-experimentos de P. verruculosa (1000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 25 de salinidad y a temperatura 12 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de P. verruculosa (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 18 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.5). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 74).
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Figura 74: Medicion de temperatura y pH post-experimentos de P. verruculosa (1000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 25 de salinidad y 18 °C.
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Al finalizar el periodo experimental de P. verruculosa (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos de
arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12 °C. Se midi6é pH y temperatura en cada tratamiento.
Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas arcilla
disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.2). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 75).
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Figura 75. Medicién de temperatura y pH post-experimentos de P. verruculosa (1.000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 12° C.
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Al finalizar el periodo experimental de P. verruculosa (1000 céls/mL) expuesta a dos tipos
de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18 °C. Se midi6 pH y temperatura en cada
tratamiento. Los valores de muestran que, al incrementar las concentraciones de ambas
arcilla disminuye el pH. La arcilla tipo 2, presenta un pH mas bajo (= 5.2). Lo cual influye
directamente en la EF de la microalga. Lo que presenta una estrecha relacion con la
disminucion de la EF de K. selliformis al ser estimada con el FRRf (Figura 76).
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Figura 76. Mediciéon de temperatura y pH post-experimentos de P. verruculosa (1.000 céls/mL)
expuesta dos tipos de arcillas modificadas a 33 de salinidad y 18° C.
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Lineas celulares monocultivo

Se expuso tres concentraciones de las dos arcillas modificadas utilizadas a las lineas
celulares branquiales. Los resultados observados en la figura 77 muestran que solo a altas
concentraciones de arcilla (1 g/L) en la arcilla 2 disminuyen la viabilidad celular de las
lineas celulares a menos de un 50%. Sin embargo, no se observa alguna disminucion en

la viabilidad celular en otra concentracion o en la arcilla 1.
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Figura 77: Efecto de la arcilla modificada sobre la viabilidad celular de lineas branquiales (RTgill-
W1) luego de ser expuestas por dos horas a 3 tratamientos de arcilla (0,1, 0,5y 1 g/L) y a dos
tipos de arcilla.

Se expuso el cultivo de K. selliformis posterior al tratamiento con las arcillas modificadas a
las lineas celulares. Los resultados observados en la figura 78 muestran que una severa
diminucion de la viabilidad celular en todos los tratamientos de arcillas, en el tratamiento

control (0 g/L) y en todas las salinidades y temperaturas.
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Figura 78: Efecto de diferentes concentraciones de dos arcillas modificadas (0, 0,1, 0,5, 1 g/L)
sobre cultivos de 1000 céls/mL de K. selliformis en la viabilidad de células branquiales (RTgill-W1)
durante 120 min a 12 y 18 °C de temperatura y a 25 y 33 de salinidad.

Se expuso el cultivo de A. catenella posterior al tratamiento con las arcillas modificadas a
las lineas celulares. Se observo una tendencia al aumento de la viabilidad de las lineas
celulares en a mayores concentraciones de arcillas modificadas en todas las temperaturas
y salinidades (Figura 79)
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Figura 79: Efecto de diferentes concentraciones de dos arcillas modificadas (0, 0,1, 0,5, 1 g/L)
en cultivos 1000 céls/mL de A. catenella en la viabilidad de células branquiales (RTgill-W1) durante
120 min a 12y 18 °C de temperatura y a 25 y 33 de salinidad.

Se expuso el cultivo de P. verruculosa posterior al tratamiento con las arcillas modificadas
a las lineas celulares. Se observd una tendencia a la disminucién de la viabilidad de las
lineas celulares en altas concentraciones de arcillas modificadas en la salinidad 25 en
ambas temperaturas y en la salinidad 33 a 12 °C. En especifico, el tratamiento de la arcilla
2 presentd una mejor disminucion en la viabilidad celular, en todos las condiciones
exceptuando el experimento de 33 de salinidad y 18 °C (Figura 80).
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Figura 80: Efecto de diferentes concentraciones de dos arcillas modificadas (0, 0,1, 0,5, 1 g/L)
en agua de mar filtrada (0.45 pm) 1000 céls/mL de P. verruculosa en la viabilidad de células
branquiales (RTgill-W1) durante 120 min a 12 y 18 °C de temperatura y a 25 y 33 de salinidad.

2) Experimentos con monocultivos con fitoplancton

Efecto de las arcillas modificadas en la respuesta fotosintética y pH:

La condicion experimental consideré abundancia celular de 1000 céls/mL de la especie
objetivo y 1000 céls/mL de fitoplacton, a una salinidad de 33 y temperatura de 18 °C. Se
evidencio una disminucion de la actividad fotosintética en las 3 especies objetico en ambas
arcillas en comparacion con su control (Figura 81). Se observa en la figura 82 que el pH

disminuye en ambas arcillas, siendo mayor la baja en la arcilla 2.

158



0.41

0.31
Especie

B3 Ac
B8 ks
=Y

0.21

=
=

Control Arcilla 1 Arcilla 2
Tratamiento

Eficiencia fotosintética (Fw/Fm)

==

Figura 81: experimento para cuantificar el efecto de las arcillas sobre una comunidad de
fitoplancton que contenia la mitad de las especies toxica. Se evidencio el efecto letal sobre la
comunidad para ambas arcillas
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Figura 82: Alteracion del pH por accion de arcilla modificadas sobre la especies en estudio. Se

observa como todas las especies se ven afectadas de la mis forma durante el tiempo de exposicion.

Viabilidad celular de las microalgas

Para ambas especies se observo que en ambos tipos de arcillas modificadas disminuye la
viabilidad cerca de 0%. Lo que indica que la viabilidad de las especies objetivo cuando
estan con fitoplancton es similar a la viabilidad del monocultivo a esas concentraciones de

arcilla (Figura 83).
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Figura 83: Efecto de dos arcillas modificadas en la viabilidad celular de A. catenella (AC) y K.
selliformis (KS) con fitoplancton a una concentracion de 0,5 g/L .

Viabilidad en lineas celulares

La evaluacion de la viabilidad celular de la especie P. verruculosa con fitoplancton
expuesto a las dos arcillas present6 valores mayores al 50% de viabilidad y su viabilidad
fue igual al control. Mientras tanto la especie A. catenella con fitoplancton presenté un
aumento en su viabilidad celular al utilizar las arcillas, donde la arcilla 2 se observo con
una viabilidad cercana al 90%, la arcilla 1 con una viabilidad del 75% aproximadamente y
el control sin arcillas presento una viabilidad cercana al 60%. En la especie K. selliformis
se observo una viabilidad del 0% en todos los tratamientos (control y con arcilla) (Figura
161



84).
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Figura 84: Efecto de las arcillas modificadas sobre microalgas objetivos con fitoplacton en la
viabilidad de células branquiales. (RTgill-W1). Expuestas a dos tipos de arcilla a una concentracion

de 0,5 g/L. A una densidad celular de 1000 céls/mL de A. catenella (AC), K. selliformis (KS) y P.
verruculosa (PV) y 1000 céls/mL de fitoplancton. Las mediciones se hicieron por cuadruplicado.
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3) Experimentos en terreno con mesocosmos

Efecto de la arcilla modificada en la respuesta fotosintética del mesocosmos del fiordo
Comau

En la evaluacion del estado fisioldgico del fitoplancton presente en el mesocosmos del
fiordo Comau expuesto a una concentracion de 0,5 g/L de dos arcillas modificadas, este
presentd una disminucion de la eficiencia fotosintética (EF) posterior a las 2 hora de
exposicion, en contraste con el control (Figura 85).

0.61
t
w
é 0.41
©
0
@ Concentraciones (g/L)
£
g i & 0
° B 05
(T
o
(8]
§ 02]
=2
1T}

|
0.0
control AR1 AR2
Tratamiento

Figura 85: Efecto en la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) del fitoplancton presente en el mesocosmos
del fiordo Comau expuesto a dos tratamientos con distintas arcillas modificadas (AR1 y AR2). La
concentracion final de las arcillas fue de 0.5 g/L. Se midi6 a las 2 horas posterior de afiadido las
arcillas. Se realiz6 el experimento en triplicado.
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Efecto de la arcilla modificada en la viabilidad celular del mesocosmos del fiordo Comau

Se observé que en ambas arcillas la viabilidad celular de las microalgas del mesocosmos
disminuyd, en comparacion al control sin arcilla. En la arcilla 1 se observo que las células
que sobrevivieron a este tratamiento fueron del grupo diatomeas, mientras que la arcilla 2

fueron dinoflagelados (Figura 86)

Control 4
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Figura 86: Efecto en la viabilidad celular del fitoplancton presente en el mesocosmos del fiordo
Comau expuesto a dos tratamientos con distintas arcillas modificadas (Arcilla 1 y Arcilla 2). La
concentracion final de las arcillas fue de 0,5 g/L. Se midié a las 2 horas posterior de afiadido las
arcillas. Se realiz6 el experimento en triplicado.
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9.2.3.2 Macroalgas

1) Experimentos con monocultivos

La eficiencia fotosintética de las especies FANs no fue significativamente afectada luego
de ser mantenidas en co-cultivo con macroalgas (Figura 87). No obstante, se registré una
disminucién de la densidad y viabilidad celular para ciertas especies FANs en comparacion
con el control (Figura 88). Asi, la viabilidad y densidad celular de A. catenella disminuyo
cuando se mantuvo en cultivo con Macrocystis y Ulva., aunque, al ser mantenida junto a
Agarophyton no se observaron cambios. Por el contrario, la viabilidad y densidad de K.
selliformis disminuyé al ser cultivada con Agarophyton. No obstante, luego de 24 horas de
cultivo con las macroalgas la viabilidad y densidad celular de K. selliformis disminuyo. Para
el caso de P. verruculosa no se observd una disminucion significativa de la viabilidad y
densidad celular luego de mantenerla en cultivo con las distintas especies de macroalga y
por distintos tiempos de exposicion (Figura 88).

Respecto a los efectos citotoxicos, se observaron respuestas especie-especificas. En el
control de A. catenella se observaron efectos citotoxicos al colectar muestras tanto dentro
del frasco de cultivo como desde el estanque de cultivo, indicando que las ictiotoxinas
pueden difundir a través del frasco hacia el estanque. Al mantener a A. catenella en cultivo
con macroalgas no se observaron diferencias en los efectos citotoxicos respecto al control.
Por el contrario, el control de K. selliformis mostré6 que las muestras tomadas desde el
frasco de cultivo generaron severos efectos citotoxicos. Posiblemente estas toxinas no
fueron capaces de difundir hacia el estanque debido a que la muestra tomada en este no
genero una disminucion de la viabilidad de las células branquiales. Interesantemente, al
mantener en cultivo a K. selliformis con todas las macroalgas se observa un aumento de
la viabilidad de células branquiales lo que indicaria que el co-cultivo es eficaz para
disminuir la citotoxicidad de K. selliformis. Para el caso de P. verruculosa no se observaron
efectos citotoxicos. Este es un resultado que ya ha sido reportado por otros trabajos que
indica que P. verruculosa no es citotoxica a bajas densidades (Figura 89).
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Finalmente, se observé un incremento del pH en el estanque al mantener las macroalgas

en cultivo con las especies FANs. El aumento de pH es un fendmeno que se produce por

la actividad fotosintéticas de las macroalgas que incluyen la fijacion de CO2 (Figura 90).
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Figura 87: Eficiencia fotosintética de A. catenella (Ac), K. selliformis (Ks) y P. verruculosa (Pv),
(1000 céls/mL), expuestas a diferentes macroalgas, a 33 psu, a 12°C y un perdio de 24h.
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Figura 88: Viabilidad celular de especies FANs (barras) luego de mantenerlas en cultivo con
macroalgas. Simbolos negros muestran la densidad celular de las especies FANs luego de
mantenerlas en cultivo con distintas macroalgas.
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Figura 90: Variacion de pH dentro de los estanques de co-cultivo de macroalgas y K. selliformis
(superior) y A. catenella (inferior).

2) Experimentos con mesocosmos

Luego de mantener en co-cultivo a la comunidad fitoplancton con M. pyrifera por 24 horas
se midio la eficiencia fotosintética. Asi, se observo una significativa diminucion de la
eficiencia fotosintética de la comunidad en comparaciéon con el control (Figura 91).
Ademas, la evaluacién de la viabilidad celular evidencié que los dinoflagelados sufrieron
una severa mortalidad, en tanto que algunas diatomeas pudieron sobrevivir (Figura 92).
Tanto los dinoflagelados como las diatomeas fueron severamente afectados por el co-
cultivo sugiriendo efectos alelopaticos de M. pyrifera sobre la comunidad fitoplanctonica.

Es importante destacar que, en este experimento, a diferencia del anterior, el alga fue
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cortada e inmediatamente adicionada al estanque, en consecuencia, se puede haber

generado una peroxidacion lipidica junto con la presencia de polisacaridos, los cuales

podrian haber generado efectos de mortalidad en la comunidad fitoplanctonica.
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Figura 91: Eficiencia fotosintética de la comunidad fitoplancténica luego de ser mantenida en co-

cultivo con 25 gr. macroalga (Macrocystis pyrifera).
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Figura 92: Viabilidad celular de la comunidad fitoplancténica luego de ser mantenida en co-cultivo
con 25 gr. macroalga (Macrocystis pyrifera). La comunidad se encuentra dominada por diatomeas
(Rojo) y dinofalgelados (azul).

9.2.3.3. Cortinas de Burbujas

1) Evaluacion del funcionamiento de las cortinas de burbujas en centro de cultivo fiordo

Comau

Caracteristicas de la floracion de H. akashiwo en el fiordo Comau

La inspeccién aérea del fiordo mostré una intensa discoloracion de la columna de agua
con una marcada intensificacion en la zona Este del fiordo Comau (Figura 93A). La
inspeccion in situ permitié determinar que esta discoloracion no permitia el paso de luz con
un disco Secchi inferior a 0.5 m en algunas zonas costeras (Figura 93B). Los perfiles de
CTD mostraron una columna de agua fuertemente estratificada con una picnoclina
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establecida a 5 m de profundidad. La temperatura en superficie fue de 17 °C y variando
entre 12 °C a 10 °C entre los 5 m y 20 m, respectivamente (Figura 94A).

Figura 93. Discoloracién superficial de la columna de agua en el fiordo Comau debido a la floracion
de H. akashiwo el 5 de abril de 2021. A) Vista aérea mediante dron y B) vista in situ.

La salinidad fluctué entre 26 psu en superficie y 31.5 psu a los 5 m de profundidad,
manteniendo esta salinidad hasta los 20 m (Figura 94B). La fluorescencia mostré un valor
maximo en superficie de 75 pg/L y disminuyendo marcadamente valores que fluctuaron
entre 0.9 y 0 ug/L entre los 3 y 20 m de profundidad (Figura 94C). EI OD mostré valores
maximos de 9.6 mg/L en superficie, disminuyendo gradualmente a 4 mg/L a los 5 m de
profundidad, valor que se mantuvo constante hasta los 20 m de profundidad (Figura 94D).
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Figura 94: Perfiles de CTD-O/F en area de mayor concentracion celular de H. akashiwo en el fiordo
Comau segun inspeccion aérea. A) Temperatura (°C); B) salinidad (psu); C) Fluorescencia (ug/L);
D) oxigeno disuelto (mg/L) y abundancia celular de H. akashiwo (células/ mL).

Las observaciones en microscopia de luz mostraron que la floracion de H. akashiwo fue
mono-especifica (Figura 95A) con una abundancia celular que alcanzo las 70000 céls/mL
en superficie, con valores que no superaron las 1500 céls/mL entre los 5 y 20 m de
profundidad (Figura 94E). Otras observaciones in situ incluyen la deteccion de
aglomeraciones celulares (Figura 95B) producto de la potencial excrecion celular de un
exo-polimero glutinoso. Estas aglutinaciones celulares se formaron en las muestras
colectadas luego de un par de horas del muestreo (Figura 95D), lo que obligd a un conteo
inmediato después de muestrear. Ademas, se observo la presencia de pellets fecales de
copépodos, lo cual indicaria la presencia de depredacion de H. akashiwo por parte del

zooplancton (Figura 95C).
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Figura 95. A) Floracion mono-especifica de H. akashiwo en otofio del 2021 en el fiordo Comau; B)
formacion in situ de agregaciones celulares de H. akashiwo; C) pellet fecal de copépodo formado
con células de H. akashiwo y D) agregaciones celulares de H. akashiwo en frascos de muestreo
luego de pocas horas de realizado el muestreo.

Como antecedente se constaté mediante entrevista con los operarios del centro de cultivo
que el sistema de cortina de burbujas no cuenta con un protocolo de activacion que
considere las caracteristicas de la floracién como tipo de microalga, densidad celular y/o
dano ejercido en los peces (ej., mecanico o toxico).

No se identificaron cambios en la cuantificacion celular de H. akashiwo entre el periodo sin
activacion de cortinas y con cortinas activas. De esta manera no se observaron efectos de
las cortinas tanto en superficie como en 3 metros de profundidad ni en las estaciones
dentro del modulo de cultivo (estacidon 1), sobre las cortinas (estacion 2) y fuera de las
cortinas (estacion 3) (Figura 96A). Al contrario, la eficiencia fotosintética de las microalgas
si mostré cambios entre los periodos de cortinas apagadas y encendidas. Con las cortinas
apagadas se observd una mayor eficiencia en superficie comparada con las muestras

obtenidas a 3 m de profundidad. Con las cortinas encendidas, todos los valores de
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eficiencia, tanto en las 3 estaciones de muestreo como en las dos profundidades,

mostraron un incremento (Figura 96B).
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Figura 96. Box plot de los resultados experimentales de la A) abundancia celular de H. akashiwo

y B) eficiencia fotosintética de microalgas en 3 estaciones de muestreo, a dos profundidades (0 y
3 m) y en tiempo 0 (sin cortina de burbujas) y tiempo 1 (con cortinas de burbujas).

2) Evaluacion del funcionamiento de las cortinas de burbujas en centro de cultivo en
Caleta el Manzano

Caracteristicas oceanograficas:

Las caracteristicas oceanograficas observada durante el muestreo, no evidencia cambios

en la columna de agua cuando las cortinas de burbujas se encuentran activas o inactivas.
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Los perfiles de los lances verticales solo muestran una columna de agua con una baja
estratificacion (hasta el 1m), posterior a esto se observa que las caracteristicas fisicas son
similares dentro del sistema con una temperatura que decrecen levemente a medida que
aumenta la profundidad, y que se va relacionando directamente con la salinidad, a medida
que se profundiza. Si se relacionamos los perfiles de oxigeno (mL/L) y fluorescencia
(mg/m3), podemos ver que el maximo pick de fluorescencia se encuentra entre los 9y 12m

para los perfiles obtenidos durante el desarrollo del muestreo.
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Figura 97: Perfiles oceanograficos obtenidos antes y después de la activacion de la cortina de
burbujas

En los analisis de contorno se agruparon las estaciones dentro - burbuja y fuera, para
observar las condiciones antes y después de la activacion de del sistema de burbujeo. Se
observo una tendencia similar en el patron espacial de las variables fisicas (temperatura 'y
salinidad), quimicas (pH) y eficiencia fotosintética (Fv/Fm) medidas in situ. Al analizar solo
la estacion S/burbuja y C/burbuja, no se observa cambios en ninguna de las variables que
pueda indicar que las cortinas actuan eficientemente durante todos los eventos. Cabe

sefalar que esto corresponde a un muestreo en un periodo acotado de tiempo durante un
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determinado periodo del ano, por lo que se requiere realizar mas analisis para confirmar

la efectividad de este sistema de mitigacion en los centros de cultivos de salménidos.

Fuera S/burbuja Dentro Dentro C/burbuja Fuera
Temperature Temperature

o01 0.015 o0z 0025 0015 002
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Figura 98: Perfiles oceanograficos de contornos para observa si existen variaciones proyectadas
antes (izquierda) o después (derecha) de la activacion de la cortina de burbujas.

Se analizé la comunidad fitoplanctonica presente en el sistema. Las muestras fueron
colectadas en 3 estaciones similares, primero cuando el sistema de burbujas se
encontraba apagado y 30 minutos después de su activacion. Las muestras fueron
colectadas con un botella Niskin de 5L a profundades discretas. Los resultados obtenidos
muestran que la comunidad al momento del muestreo se encontraba dominada por
diatomeas y con bajo numero de dinoflagelados. Al realizar los recuentos de microalgas,
se determind que estos se ubican mayoritariamente al interior del sistema de cortinas de
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Figura 99: Diversidad de organismo fitoplancténicos dentro del area de estudio y su distribucién
en tres estaciones antes (Sin) y después (Con) de la activacion del sistema de burbujas. Muestreos
realizados a profundidades discretas cada 3m desde superficie hasta 12m.

9.2.4. Principales resultados experimentales

Apartir de los analisis anteriores, se sintetizaron los resultados de objetivo 1y 2 en la tabla
10. En los cuales se subdividieron en los siguientes parametros: condicion de aplicacion
(en base a bibliografia, objetivo 1); Dosis con efecto, dosis 6ptima (En base a los resultados
de eficiencia fotosintética y viabilidad celular de microalgas, objetivo 2); potencial efecto en
especies no objetivo (En base a los resultados de lineas celulares branquiales, objetivo 2);
validado por; referencia y actualmente en uso para FANs (en base a bibliografia, objetivo

1).
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Tabla 10: Principales de los resultados de las diferentes mitigaciones analizadas.

Estrategia | Condicion | Dosis Dosis Potencial Validado Referencia Actualmente
de de con Optima | efectoen por: en uso para
mitigacion | aplicacion | efecto especies no FANs
objetivo
uv Cerrado 400-450 | No No aplica Sernapesca | RESA No
kJicm2 eficiente
Peroxido Cerrado 50 ppm | 200 ppm | Si(>50 ppm) | Autoridad REPLA Si
de maritima/
hidrogeno Subpesca
Dioxido de | Cerrado 10000 No Si (>1000 Autoridad REPLA No
cloro ppm eficiente | ppm) maritima/
Subpesca
Arcilla Abierto 0,1g/lL lglL Arcilla1: No | No No aplica No
Arcilla 2:Si
Macroalga | Abierto 10 g/L No No No No aplica No
S (especie | eficiente
dependie
nte)
Cortinas Abierto No aplica | No No aplica No No aplica Si
de eficiente
burbujas

9.3 Objetivo especifico 3

Evaluar la peligrosidad de los productos

y sub-

productos que se generan de la aplicacion de los

métodos de mitigacidn o inactivacion celular en

diferentes condiciones y escalas de tiempo.

9.3.1. Informacién sobre peligrosidad de productos y normas internacionales de

emision
Se

recopilara

informaciéon sobre

la peligrosidad,

normas de emisiébn y bases

internacionales de los productos utilizados en la mitigacién de FANs con los respectivos
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sub-productos que pudieran formarse al contacto con el agua de mar.

9.3.1.1. Peréxido de hidrégeno

1) Antecedentes

En estudios de laboratorio, se ha demostrado que bajas concentraciones de
peroxido de hidrogeno (H202) son eficaces principalmente contra microalgas de aguas
continentales como las cianobacterias (Barroin y Feuillade, 1986; Drabkova et al., 2007;
Barrington y Ghadouani, 2008; Randhawa et al., 2012).

En 2009, se aplicé por primera vez H20- a todo un lago, a una concentracion final de 2 mg
L1, para suprimir selectivamente un florecimiento de cianobacterias (Matthijs et al., 2012).
El peroxido de hidrogeno también se ha explorado como una opcion de tratamiento contra
los dinoflagelados en el agua de lastre de los barcos (Ichikawa et al., 1992; Bolch y
Hallegraeff, 1993; Gregg et al., 2009). La dosis requerida de H20; varié mucho entre las
diferentes especies. Por ejemplo, Ichikawa et al. (1992) informaron que los quistes de
Alexandrium catenella podian eliminarse de manera efectiva con concentraciones de H20>
de 30 mg L', mientras que Bolch y Hallegraeff (1993) encontraron que se requerian 5000

mg L' para eliminar los quistes de Gymnodinium catenatum del agua de lastre.

2) Peligrosidad de los productos y sub-productos

El H2O es una especie de oxigeno reactivo (ROS) natural que puede inducir estrés
oxidativo en las células, causando dafo fisico e impactando negativamente en el
rendimiento fotosintético de las microalgas. Es producido naturalmente por la fotdlisis de
la materia organica disuelta expuesta a la radiaciéon UV, y también por el fitoplancton como
subproducto de la fotosintesis, la respiracion y otros procesos metabalicos.

El H202 se descompone en agua y oxigeno a través de procesos quimicos y biologicos de
oxidacion-reduccién. Esta descomposicion ocurre dentro de horas o dias dependiendo, por

ejemplo, de la actividad bioldgica, el contenido de materia organica y las concentraciones
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de metales sensibles a redox como el hierro y el manganeso. Los organismos no objetivo
en cuerpos de agua pequefos y confinados podrian verse afectados por el propio H202 o
por radicales hidroxilos reactivos (OH") formados cuando reacciona con catalizadores
metalicos en el agua como el sulfato de hierro (IlI) (Watts et al., 1999). Esto tendria que
ocurrir antes de que el H202 se descomponga o se diluya a niveles de fondo en el medio
ambiente. No se liberan o acumulan contaminantes persistentes en el medio ambiente
como resultado de la liberacién de H20:2 en los ecosistemas acuaticos (Spain et al., 1989;
Boyd y Massaut ,1999). El peroxido de hidrégeno descargado en las aguas publicas de la
acuicultura intensiva deberia diluirse rapidamente y descomponerse simultdneamente
hasta que se alcancen los niveles naturales, que en el agua dulce, por ejemplo, oscilan
entre 0,001 y 0,109 mg/L (Johnson et al., 1987; Moore et al. 1993). La accion
antimicrobiana del peroxido de hidrogeno proviene de su capacidad para formar poderosos
oxidantes como el radical hidroxilo y el oxigeno. Estas especies reactivas de oxigeno
causan dafos irreversibles a componentes celulares como enzimas, constituyentes de
membranas y ADN. La gama de subproductos se considera amplia y no esta bien
caracterizada a nivel detallado. Seria muy dificil proporcionar una metodologia analitica
para cubrir las concentraciones de bajo nivel de la enorme variedad de estructuras
moleculares, incluidos los productos de descomposicién. A un nivel de concentraciones
practicas, no se han identificado subproductos de desinfeccion (DBP -siglas en inglés) con
relevancia (eco)toxicologica.

3) Normas de emision y bases internacionales

Los siguientes datos se basan en la norma Europea de evaluacion de sustancias
activas “Peroxido de hidrogeno” N 528/2012. Regulation (EU) No 528/2012 concerning the
making available on the market and use of biocidal products.

El peroxido de hidrogeno es téxico o moderadamente toxico para los organismos
acuaticos; los valores de LCsp en las pruebas con peces oscilan entre 16,4 y 37,4 mg/L, la
ECso de 48 h para invertebrados es de 2,34 mg/L y la ExCso para la diatomea marina
Skeletonema costatum es de 2,39 mg/L. El valor de la concentracidon sin efecto toxico

(NOEC -sigla en ingles) a largo plazo para la reproduccion de Daphnia magna es de 0,63
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mg/l, lo que representa la NOEC cronica mas baja para los invertebrados acuaticos, y el
valor de la NOEC para S. costatum fue de 1,69 mg L-'. PNECaquatic €s 12,6 ug/L basado en
el NOEC de 0,63 mg/L para Daphnia magna. La concentracion sin efecto proyectada
(PNEC - sigla en inglés) para microorganismos de plantas de tratamiento de aguas
residuales es de 4,66 mg/L. No se dispone de datos sobre los organismos que habitan en
los sedimentos y el suelo y, debido a las propiedades intrinsecas del peroxido de
hidrégeno, no se consideran necesarios. La PNECsueo se calculé en 0,0018 mg kg™
utilizando el método de reparto en equilibrio. No se prevé que las aves y los mamiferos
estén directamente expuestos al peroxido de hidrégeno, por lo que no se considera

necesaria una evaluacion de riesgos para las aves y los mamiferos.

4) Referencias
Barrington, D.J., Ghadouani, A., 2008. Application of hydrogen peroxide for the removal of
toxic cyanobacteria and other phytoplankton from wastewater. Environ. Sci. Technol. 42
(23) 8916-8921.
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aquaculture. Aquaculture Engineering 20: 113-132.
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9.3.1.2. Di6éxido de Cloro

1) Antecedentes

La peroxidacion se ha utilizado ampliamente en el pretratamiento de aguas
potables, especialmente en aguas de origen que contienen algas (Henderson et al., 2008,
Plummer y Edzwald, 2002). Con respecto a otros pre-oxidantes de uso comun como el
ozono, el cloro, el permanganato de potasio, etc., el ClO2 no solo posee una gran
capacidad oxidante, sino que también presenta una velocidad de reaccion mas baja con
sustancias inorganicas como los iones bromuro y el nitrgeno amoniacal (Gan et al., 2020;
Gan et al., 2019, Zhou et al., 2014). El CIO2 puede inactivar virus, bacterias y protozoos
patdogenos de manera efectiva, y controlar el sabor y el olor (Steynberg, 1996; USEPA,
1999). El uso de CIO2 con una concentracion de 1,25-20 mg L' puede transformar mas
de 50 productos farmacéuticos en aguas residuales (Hey et al., 2012). Ademas, algunos
estudios han verificado que el ClO2 ha sido efectivo en la eliminacién oxidativa de
cianotoxinas (Kull et al., 2006; Rodriguez et al., 2007), y la formacion de THM podria
disminuir significativamente con la pre-oxidacion de CIOz (Li et al. al., 1996).

2) Peligrosidad de los productos y sub-productos

Varios estudios han mostrado efectos de pH, temperatura y materia suspendida en
la accion del diéxido de cloro en diversos organismos y el ambiente. Para el caso del pH,
se ha evidenciado que la potencia de inactivacion del didéxido de cloro oocistos de
Cryptosporidium sp. ocurre mas rapido a pH 8.0 que a 6.0 (Le Chevallier et al., 1997). Otro
estudio mostré que la eficacia del ClIO2 para la desactivacion de quistes de Giardia sp.
incrementa a altos niveles de pH (Liyanage et al., 1997). Por otra parte, la baja temperatura
disminuye la efectividad del ClO2 (Ridenour and Ingols, 1947). Le Chevallier et al. (1997)
encontré que al reducir la temperatura de 20 °C a 10 °C se reduce la actividad del ClO2 en
Cryptosporidium sp. en un 40% lo cual es similar a otros ensayos previos realizados en

Giardia sp. y algunos virus. Gregory et al. (1998) encontré que incluso en las mas
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favorables condiciones (ej., a pH 8.5) la dosis requerida para inactivar Cryptosporidium sp.
tiene que ser mayor a 3.0 mg L' y a pH neutral la dosis debe superar los 20 mg L.

Los principales sub-productos del uso de diéxido de cloro son el clorito y clorato los
cuales pueden producir anemia hemolitica y otros efectos en la salud. Un gran numero de
materiales inorganicos y biologicos pueden reaccionar con el CIO2 (Noack y Doerr, 1977).
Cloro (CI') y clorito (CIO2") son las especies dominantes de degradacion del ClO2, aunque
el clorato (ClO3") puede aparecer por una variedad de razones (Gordon et al., 1990). La
reaccion redox inmediata con materia organica natural es la encargada de la degradacién
del CIO:z en clorito en el agua continental (Werdehoff y Singer, 1987). La distribucion del
clorito y clorato como sub-productos del ClO2 es altamente influenciada por el pH y la luz
solar. Aproximadamente de 50 a 70% del CIO2 consumido por reacciones oxidativas son
convertidas en clorito bajo condiciones de tratamiento. Asi, la aplicacion de 2 mg L' de
ClO- deberian producir de 1 a 1.4 mg L' de clorito (Singer, 1992).

3) Normas de emision y bases internacionales

Como consenso general se debe realizar un estudio de la demanda oxidante de un
sistema acuatico antes de utilizar una dosis establecida de CIO>. La norma USEPA 815-
R-99-014 indica que para muestras obtenidas de monitoreo de aguas que contengan
valores superiores a 0.8 mg L', muestras adicionales deben ser tomadas al dia siguiente
para verificacidon. Si los valores no disminuyen, se debe suspender su utilizacion. Para el
caso del sub-producto clorito, se procede de igual manera que el ClO2, pero con un valor
de 1.0mg L.

Precaucion: El ClO2 en gas es explosivo a niveles superiores al 10%.

4) Referencias

Gan,W., Ge, Y., Zhu, H., Huang, H., Yang, X., 2019. CIO2 pre-oxidation changes the yields
and formation pathways of chloroform and chloral hydrate from phenolic precursors during

chlorination. Water Res 148, 250-260.
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014. Environmental Protection Agency, Office of Water, Washington, DC.
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Zhou, S., Shao, Y., Gao, N, Li, L., Deng, J., Zhu, M., Zhu, S., 2014. Effect of chlorine
dioxide on cyanobacterial cell integrity, toxin degradation and disinfection by- product
formation. Sci. Total. Environ. 482, 208-213.

9.3.1.3. Radiacién Ultravioleta (UV)

1) Antecedentes

A diferencia de la mayoria de los desinfectantes, la radiacion ultravioleta (UV) no
inactiva microorganismos por interaccién quimica. Existe amplia evidencia para concluir
que una dosis suficiente de UV interacciona con microorganismos, y puede desinfectar el
agua al nivel que sea requerido. Sin embargo, aun existe incertidumbre sobre la eficiencia
de este método, sobre todo en aquellos que vinculan microalgas téxicas. Basado en la
literatura existente, parece que la radiacion UV actua de manera eficiente en pequefos
microorganismos tales como bacterias y virus, pero las dosis requeridas para actuar
eficientemente sobre grandes microorganismos (ej., protozoos, microalgas) debe ser
varias veces mayor (White, 1992; DeMers and Renner, 1992). Como resultado de esto, la
radiacion UV es a menudo utilizada en conjunto a ozono y/o peréxido de hidrogeno.

Las ondas de energia de la radiacion UV se encuentran en el rango
electromagnético de 100 a 400 nm. La division del UV puede ser clasificado como UV al
vacio (100 — 200 nm), UV-C (200 — 280 nm), UV-B (280 — 315 nm) y UV-A (315 — 400 nm).
En términos de efecto germicida, el rango de UV o6ptimo es de 245 a 285 nm. La
desinfeccidon por UV utiliza lamparas: de baja presion que emiten una energia maxima a
una longitud de onda de 253.7 nm; de media presion que emiten energia a longitudes de
onda desde 180 a 1370 nm; o lamparas que emiten otras longitudes de onda en alta
intensidad en una modalidad de pulsos.

2) Peligrosidad de los productos y sub-productos
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La radiacién UV inactiva organismos debido a la absorcion de la luz la que causa
una reaccion fotoquimica que altera los componentes moleculares esenciales para las
funciones celulares. A medida que los rayos UV penetran la pared celular de los
microorganismos, la energia reacciona con los acidos nucleicos y otros componentes
celulares vitales, resultando en dafio o muerte de las células expuestas.

Con relacion a la formacion de sub-productos, es conocido que la exposicion del
agua a la radiacion UV puede resultar en la formacion de ozono o radicales oxidantes (Ellis
y Wells, 1941; Murov, 1973). Varios estudios han mostrado que la utilizacion de radiacion
UV no produce significantes sub-productos en aguas naturales. Por ejemplo, Malley et al.
(1995) expusieron 6 muestras de agua a 3 dosis de UV a 60, 130 y 200 mW s cm? sin la
deteccion de picos cromatograficos desconocidos.

3) Normas de emision y bases internacionales
La desinfeccion por UV ha sido clasificada como adecuada para la inactivacion de
virus y bacterias. La mayoria de los virus y bacterias requieren relativamente bajas dosis
para su inactivacién, tipicamente en el rango de 2 a 6 mW s’ cm? (AWWA, 1991). Los
protozoos son mas resistentes y necesitan una mayor dosis de UV (> 82 mW s™' cm?).

4) Referencias

DeMers, L.D., Renner, R.C., 1992. Alternative disinfection technologies for small drinking
water systems. AWWARF.

Ellis, C., Wells, A.A., 1941. The chemical action of ultraviolet rays. Reinhold Publishing Co.,
New York, NY.

Malley, J.P, Shaw, J.P., Ropp, J.R., 1995. Evaluations of byproducts by treatment of
groundwaters with ultraviolet irradiation. AWWARF and AWWA, Denver, CO.
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Murov, S.L., 1973. Handbook of photochemistry. Marcel Dekker, New York, NY.

White, G.C., 1992. Handbook of Chlorination and alternative disinfectants. Van Nostrand
Reinhold, New York, N.Y.

9.3.1.4. Arcillas modificadas

1) Antecedentes

A fines de la década de 1970, se estudid y aplico la mitigaciéon de FANs utilizando
arcillas en las aguas costeras de Kagoshima, Japdn (Imai et al., 2006; Shirota, 1989; Yu
et al., 1995). Como componente basico del suelo, las arcillas tienen varias ventajas como,
por ejemplo, implican un bajo costo, no causan contaminacion y son convenientes para
usar en el campo. Asi, el método de eliminacion de microalgas toxicas mediante arcillas
atrajo de inmediato un amplio interés. Actualmente, ha sido uno de los pocos métodos de
mitigacion de FANs aplicados en el campo. Sin embargo, las arcillas naturales tienen una
baja eficiencia floculante, que es el inconveniente mas grave que muchas veces lleva a
requerir una cantidad exorbitante de arcillas para lograr una eficiencia efectiva en el
campo. Como resultado, esto conduce a un mayor impacto ecologico, mayores costos y
desafios logisticos. Por ejemplo, la dosis de arcilla utilizada en algunos sitios de acuicultura
en Japon fue de 110-400 t/km? (Shirota, 1989), y la dosis de loess utilizada en el control
de las floraciones del dinoflagelado Cochlodinium polykrikoides en Corea fue de 384 t/km?
(Anderson et al., 2001). Por lo tanto, la baja eficiencia de remocion, la alta dosificacion y
las grandes cargas de deposicion en los sedimentos constituyen el cuello de botella del
meétodo de la arcilla cuando se aplica en el campo (Sengco et al., 2001; Yu et al., 2004;
Getchis y Shumway, 2017). Se ha propuesto la teoria de la modificacion de la superficie
de la arcilla y métodos para mejorar su eficiencia de remocion de microalgas toxicas desde
la columna de agua. Se han preparado varias arcillas modificadas con eficiencias de
eliminacion que son docenas a cientos de veces mayores que las arcillas naturales no

modificadas, y el requerimiento de dosificacidn resultante se redujo a 4—10 t/km?.
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2) Peligrosidad de los productos y sub-productos

Las arcillas modificadas se han aplicado con éxito a la mitigacion de FANs en las
aguas costeras de China. Aunque la seleccion de materiales y la preparacion de arcillas
modificadas se basan en la consideracion de métodos con impactos ambientales adversos
minimos, aun existe la preocupacion de que impacten el ecosistema después de su
aplicacién en el campo. Por lo tanto, se ha prestado mucha atencion a los efectos
ecologicos de las arcillas modificadas. Se han realizado numerosos estudios al respecto,
incluido el seguimiento a largo plazo en el campo después de la aplicacion. Recientemente,
los resultados de laboratorio y de campo han demostrado que la dosis adecuada de arcilla
modificada es capaz de controlar FANs de manera eficiente con efectos negativos
insignificantes en los ecosistemas acuaticos y al mismo tiempo lograr una mejora notable
en la calidad del agua.

Las arcillas naturales son capaces de reducir los niveles de nutrientes en el agua
por adsorcion. Yu et al. (1995) investigaron la capacidad de adsorcion de diferentes
minerales arcillosos sobre nitrato y fosfato. Los resultados mostraron que las arcillas tenian
una capacidad de adsorcion de fosfato (30 %) mucho mayor que la de nitrato (<6 %), y el
caolin, en particular, exhibié una capacidad de adsorcién mayor en comparacién con la
montmorilonita y la tierra de diatomeas. La estructura de la arcilla, particularmente la
proporcion de Al/Si en las arcillas, es un factor clave que influye en la capacidad de
adsorcion, de modo que cuanto mayor sea la proporcion de Al/Si, mas fuerte sera la
adsorcion de fosfato. Ademas, la modificacion de la superficie de las arcillas (mediante
modificadores organicos) puede aumentar su capacidad de adsorcion de FID (fésforo
inorganico disuelto) entre un 25 % y un 50 %, mientras que la capacidad de adsorcion de
nitrato permanece sin cambios. Ademas de la adsorcion de nutrientes disueltos, la arcilla
modificada puede eliminar particulas de nutrientes por floculacion durante la mitigacion de
FANs. Este proceso puede promover cambios a largo plazo en el OD (oxigeno disuelto),
con un subsecuente menor metabolismo respiratorio, menor descomposicién celular,

menor demanda quimica de oxigeno (DQO) y estabilizacion del pH.
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Los efectos sobre los ambientes bénticos de la mitigacion de FANs utilizando
arcillas han sido motivo de gran preocupacion debido al transporte de microalgas toxicas
desde la columna de agua hacia los sedimentos. Algunas de las principales
preocupaciones que deben abordarse son las siguientes: (1) si las microalgas productoras
de FANs pueden escapar de los fléculos de regreso a la parte superior del agua o formar
quistes con potencial de proliferacion futura; (2) el destino de las toxinas y su posible
acumulacion en el bentos; y (3) ¢ cuales son algunos de los principales cambios en el

sedimento luego de la mitigacion de FANs usando arcillas modificadas?

3) Normas de emision y bases internacionales

No existen normas para la aplicacidon de arcillas modificadas para el control de FANs.

4) Referencias

Anderson, D.M., Andersen, P., Bricelj, V.M., Cullen, J.J., Rensel, J.J., 2001. Monitoring and
management strategies for harmful algal blooms in coastal waters. UNESCO.

Getchis, T.L., Shumway, S.E., 2017. Harmful algae: an executive summary. Connecticut
Sea Grant College Program. CTSG-17-08 (16 pp.).

Imai, ., Yamaguchi, M., Hori, Y., 2006. Eutrophication and occurrence of harmful algal
blooms in the Seto Inland Sea, Japan, Plankton Benthos Res. 1 (2), 71-84.

Sengco, M.R., 2001. The aggregation of clay minerals and marine microalgal cells:
Physiochemical theory and implications for controlling harmful algal blooms.
Massachusetts Institute of Technology & Woods Hole Oceanographic Institution.

Shirota, A., 1989. Red tide problem and countermeasures (ll). Int. J. Aquatic. Fish Technol.

1, 195-223.
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Yu, Z., Zou, J.Z., Ma, X., 1995. Application of clays to removal of red tide organisms: the
coagulation of kaolin on red tide organism. Chin. J., Oceanol. Limnol. 13, 316-324.

Yu, Z.M., Sengco, M.R., Anderson, D.M., 2004. Flocculation and removal of the brown tide
organism, Aerococcus anophagefferens (Chrysophyceae), using clays. J. Appl. Phycol. 16
(2), 101 — 110.

9.3.1.5. Cortinas de burbujas e IMTA

Para el caso de las cortinas de burbujas e IMTA no existen normas para su
aplicacion. En el caso de las cortinas de burbujas, no existen estudios publicados acerca
de su utilizacion para la mitigacion de FANs. En este informe FIPA se muestran los
primeros datos cientificos sobre su eficacia durante un bloom, en este caso, de la
rafidoficea H. akashiwo en 2021 en el fiordo Comau. En el caso del IMTA, no existen
estudios sobre su impacto ya que esta metodologia se basa en el cultivo de macroalgas

ya pertenecientes al entorno natural.

9.3.2. Bioensayos con sistemas de eliminacion promisorios:

En el objetivo 2 de este informe, se encuentran los resultados de evaluacion de sistemas
de mitigacion de FANs utilizando lineas celulares Rtgill-W1. Los sistemas de mitigacion

evaluados son los siguientes: Arcillas modificadas, peréxido de hidrégeno, dioxido de cloro,

macroalgas (IMTA).
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Propuesta de métodos de mitigacién para utilizar en Chile

z

EFECTO VIABILIDAD Y/O REMOCION DE MICROALGAS

Figura 100. Seleccidon de sistemas de mitigacion de acuerdo con la efectividad para mitigar
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microalgas toxicas y segun su impacto en el medio ambiente acuatico.

De todos los sistemas de mitigacion evaluados, las arcillas modificadas son la metodologia
que presenta el mayor grado de eficacia para remover microalgas toxicas con un bajo
impacto en el ambiente acuatico circundante. Por el contrario, el didéxido de cloro resulto la
mediada de mitigacidn menos eficiente debido a que se necesitan altas dosis para poder
generar un efecto en las microalgas. El peroxido de hidrogeno por su parte resulta ser
altamente eficiente para remover microalgas, pero a muy bajas dosis es altamente nocivo
para el ambiente. Ademas, este estudio logroé determinar que la aplicacion de peroxido de

hidrogeno en biomasas de algas inocuas estimula la produccién de moléculas toxicas con
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larga duracion en el ambiente. Se especula que el peréxido de hidrogeno al ser una
sustancia reactiva de oxigeno promueve la peroxidacién de moléculas lipidicas lo cual
puede derivar en la formacion de aldehidos toxicos. Las moléculas exudadas desde
macroalgas y la radiacion UV tienen un muy bajo impacto en el ambiente, pero su eficiencia
para remover microalgas toxicas es media, lo que probablemente se debe a que ejercen
un efecto cronico en las microalgas en vez de uno agudo. Por ultimo, las cortinas de
burbujas presentaron un bajo grado de eficiencia para evitar el paso de microalgas téxicas
desde una zona de alta densidad de microalgas hacia el interior de los pontones de cultivos
de salmonidos. Este es un importante resultado ya que esta metodologia es la mas usada
en el sur de Chile. Si bien en este proyecto no se pudo determinar su impacto en el
medioambiente, se deduce que debe ser bajo ya que las moléculas que ingresan al
sistema acuatico solo corresponden a aire comprimido y oxigeno disuelto. Sin embargo,
se deben realizar estudios en profundidad para determinar si el oxigeno inyectado en la
columna de agua puede derivar en peroxidacion lipidica, asi como se plantea en la
utilizacién del peroxido de hidrégeno (Figura 100).

Finalmente, se recomienda continuar con las investigaciones acerca de los métodos de
mitigacion, ya que los disefios experimentales solicitados en esta propuesta solo contestan
preguntas puntuales. Se necesita definir parametros ambientales integrales propios de las
condiciones in situ para determinar escenarios de aplicacion de los diferentes tipos de

sistemas de mitigacion existentes.
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9.4 Objetivo especifico 4 |dentificar brechas normativas y hacer
recomendaciones de las condiciones para la
utilizacion y fiscalizacion de los sistemas de
eliminacion en sistemas cerrados y del correcto uso de
los sistemas de control en el medio natural, incluyendo

una evaluacion de volumenes y costos.

TIPO DE SISTEMA: ARCILLAS FLOCULANTES
METODO MITIGACION: DIRECTOS FiSICOS

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e Las arcillas fueron un eficiente agente de mitigacidén para las especies formadoras
de FANs, aunque se observaron respuestas especie especifica.

e En los experimentos se utilizaron dos tipos de arcillas y en general la concentracion
optima para eliminar especies formadoras de FANs fue de 1 g/L. Esta concentracion
se mantuvo optima a pesar de la variacion de temperatura y salinidad.

e En este estudio se utilizaron dos tipos de arcilla (caolinitas) y sus efectos de
citotoxicidad variaron: Una mostré severos efectos citotoxicos (arcilla 2) y otra fue
mas inocua (arcilla 1). Ademas, la arcilla 2 gener6 una disminucién del pH.

Principales resultados que sustentan condicion de aplicacion:

Eficiencia fotosintética

Se observaron distintas respuestas de eficiencia fotosintética (EF) de las especies FANs
luego de ser tratadas con las arcillas. En general la aplicacién de la AR2 generé menores
valores de EF que la AR1. Para A. catenella la aplicacion de una concentracion de 0,1 g/L
de ambas arcillas generd una severa disminucién de la EF comparada con el control tanto
a 12°C como 18 °C. En tanto que para K. sellifomis la aplicacion de la misma concentracion
no tuvo un efecto evidente a 12°C, no obstante, a 18°C hubo una disminucidn significativa
de la EF. Para P. verruculosa la exposicion a una concentracion de 0,1 g/L de AR1 y AR2
a 12°C genero una disminucion de la EF, mientras que a 18°C la EF no fue afectada.
Viabilidad celular

La viabilidad de las especies formadoras de FANs siguio un patrén similar al de la eficiencia
fotosintética, es decir, a una concentracién de 0,1 g/L se genera una disminucion de la
respuesta, mientras que a 0,5 g/L se provoca una alta mortalidad de A. catenella, K.
selliformis y P. verruculosa. La alta mortalidad a 0,5 g/L se mantiene a pesar de la
modificacion de la temperatura y salinidad.

Efectos citotoxicos

Se observaron respuestas citotoxicas contrastantes entre las especies. Asi, para el caso
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de A. catenella la aplicacion de arcillas parece disminuir su efecto citotéxico. Mientras que
para K. selliformis la aplicacion de arcillas parece no modificar los efectos citotdxicos, aun
cuando es eficiente en generar una alta mortalidad celular. Finalmente, para P. verruculosa
se observo que a altas concentraciones de arcilla se pueden generar efectos citotoxicos
los que podrian ser provocados por la acidificaciéon del medio.

2) Recomendacion de utilizacion (Aspectos operativos, salud y proteccion
medio ambiental)

La evaluacion de las arcillas se realiz6 en laboratorio. Aunque su aplicacién no tiene
efectos citotoxicos a 0,5 g/L, el incremento de la concentracion genera un incremento de
la citotoxicidad y una severa acidificacién del medio de la arcilla 2. Estos resultados indican
que se deben evaluar el tipo de arcilla que se pretende utilizar en relacién a los efectos
citotoxicos y variacion de pH. En este trabajo se utilizé una arcilla caolinita China, no
obstante, existen otros tipos de arcillas como zeolitas y diatomitas que deberian ser
evaluadas antes de utilizarse.

3) ldentificacion brechas normativas

Actualmente no hay una normativa asociada al uso de arcillas en Chile. La experiencia
extranjera del uso de arcillas particularmente de paises asiatico indica la concentracion a
las que se debe usar para ser eficiente y no indica volumenes maximos y/o efectos en
especies no objetivos.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién

En este estudio se observo que la arcilla potencialmente puede utilizarse para la mitigacion
de especies formadoras FANs, no obstante, hay que tener las siguientes consideraciones
y/o realizar nuevas evaluaciones. 1) Se debe considerar que hay distintos tipos de arcillas
las que pueden tener variados efectos citotoxicos y modificacion del pH, en consecuencia,
las arcillas deben ser evaluadas. 2) Hasta el momento no hay evidencia que muestre los
potenciales efectos en el ambiente del uso de arcillas. Por ejemplo, su uso podria afectar
a larvas de chorito. En consecuencia, se deben realizar evaluaciones a nivel piloto 3) Su
uso podria ser restringido a un evento FANs para evitar la mortalidad de salmones mientras
estos son movidos a otras localidades. No se deberia usar de manera constante en un
centro de cultivo, su uso deberia ser solo en casos de emergencias.

5) Evalucion de volumen y costo

En este proyecto se evaluaron arcillas facilitadas por investigadores de China: Dr. Isaac
Yongquan Yuan Key Laboratory of Marine Ecology and Environment Science, CAS
Institute of Oceanology, CAS Nanhai Rd 7, Qingdao, 266071, China Tel: +86-532-8289-
8587. Este es un grupo lider en la generacion de arcillas.

Debido a que existen distintos tipos de arcillas y a que su uso in situ no ha sido evaluada
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es dificil hacer una estimacion de volumenes de uso y costo. No obstante, se puede hacer
una estimacion general y con altos niveles de incerteza. Si se utilizaran las arcillas
modificadas en un centro de cultivo menor, de unos 200.000 mt? de superficie (20 ha), se
necesitarian 2 toneladas del producto por centro.

, TIPO DE SISTEMA: UV
METODO MITIGACION: DIRECTOS FiSICOS

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e Los experimentos realizados en condiciones reales mostraron efectos del UV como
agente mitigante de especies fitoplactonica sobre los 350 mJ cm2, no obstante, los
efectos fueron subletales.

e Aparentemente mayores dosis (>= 500 mJ cm-2) podrian tener un efecto negativo
en la viabilidad de las especies FANs como se ha reportado en la literatura (Ver
Ficha UV).

e El uso de este método de mitigacion es amigable con el ambiente debido que no
genera residuos toxicos.

Principales resultados experimentales:

Eficiencia fotosintética

Los experimentos realizados en condiciones reales de uso de un sistema de UV instalado
en un barco de Patagonia wellboats mostraron una baja eficacia para la eliminacion de
fitoplancton. Actualmente la normativa nacional indica que para el tratamiento de
enfermedades como el virus ISA se debe utilizar una dosis UV de 90 mJ cm2. Cuando
utilizamos una dosis cercana a ese valor no se observaron efectos sobre la eficiencia
fotosintética lo que indica que la comunidad fitoplactonica no fue afectada por la mitigacion.
Debido a esto, progresivamente se fue incrementando la dosis para la mitigacion del
fitoplancton llegando a valores de 450 mJ cm™. La evaluacion de la eficiencia fotosintética
no vario sustantivamente cuando se comparo con el control. Estos resultados sugieren que
la aplicaciéon de UV como técnica de mitigacion tiene una baja eficiencia. Es importante
indicar que esta es la primera vez que se realiza la evaluacién en condiciones de uso real
de un sistema de UV en Chile instalado en los Patagonia wellboats.

2) Recomendacion de utilizacién (Aspectos operativos, salud y protecciéon
medio ambiental)

198



El uso de luz UV es uno de los mas amigables con el ambiente debido a que su uso es
acotado a las especies objetivo de mitigar.

La evaluacion del efecto de altas dosis de UV sobre la comunidad fitoplacténica reveld
efectos subletales. No obstante, es necesario medir efectos crénicos como la imposibilidad
de crecer de las especies que forman FANs y la incapacidad de generar toxinas debido a
posibles efectos de mutacion.

3) ldentificacion brechas normativas
Para aprobar el uso de medidas de mitigacion a través del uso de sistemas UV, se deben
realizar mas experimentos condiciones de uso real y evaluar posibles efectos cronicos.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién

Posiblemente mayores dosis a las usadas en los experimentos que realizamos podrian
generar efectos negativos en las especies FANs, pero es necesario evaluarlas.

5) Evalucion de volumen y costo

No es posible realizar la evaluacién de volumenes y costos debido a que se observaron
efectos subletales del uso de UV sobre las especies formadoras de FANs. Futuros
experimentos deberian evaluar mayor intensidad de dosis y efectos cronicos como
mutaciones e inhibicion del crecimiento.

Respecto a evaluaciones econdmicas estas son dificiles de estimar debido a las
cambiantes condiciones del mercado. En Puerto Montt la empresa Atlantium es lider en la
venta de sistemas de UV para wellboat, plantas procesadoras, etc. Adjuntamos los datos
de su representante para su contacto y actualizacion de precios de prestacion de servicio
UV. Mauricio Diaz Barraza. Gerente Ventas Chile +56 9 799 921 23 www.atlantium.com.
mauricio@atlantium.com

TIPO DE SISTEMA: CORTINA BURBUJA
METODO MITIGACION: DIRECTOS FISICOS

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e La evaluacion de las cortinas de burbuja en terreno revel6é que tienen una baja
eficiencia como pared fisica para limitar el movimiento de células fitoplactonica.

Principales resultados experimentales:

La evaluacion del desempefio de las cortinas de burbuja como medida de mitigacion de

eventos de FANs se evalud en dos localidades, las que tuvieron distintas caracteristicas

oceanograficas, meteorologicas y de composicion de la comunidad fitoplactonica. No
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obstante, las respuestas de eficiencia fotosintética y variaciéon de densidad fitoplactdnica
fueron similares a través de las estaciones de muestreo (dentro de centros de cultivo; sobre
la cortina de burbuja y fuera de la cortina de burbuja).

2) Recomendacion de utilizacion (Aspectos operativos, salud y proteccion
medio ambiental)

Los resultados mostraron una baja eficiencia de las cortinas como mitigante de FANs, en
consecuencia, no es posible hacer recomendaciones de uso. Se hace necesario realizar
nuevos estudios modificando variables como intensidad de flujo de aire, profundidad de
instalacion, para verificar si estos cambios pueden incidir en su eficacia como métodos
mitigantes.

3) ldentificacion brechas normativas

Actualmente en Chile se aplican las cortinas de burbuja como agente mitigante de FANSs.
No obstante, fue complejo entender como se llevd a cabo esta aprobacion. Se debe
trabajar en el desarrollo de un reglamento que describa de manera amigable para los
usuarios como las distintas entidades relacionadas directa o indirectamente en el manejo
y control de FANs participan en este tipo de toma de decisiones, asi como sus
competencias.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién

Se recomienda evaluar nuevas variables como profundad de instalacion y flujo de aire
inyectado.

5) Evalucion de volumen y costo

Actualmente existen algunas empresas que prestan el servicio de instalacion de cortinas
de burbuja en centros de cultivo. Por ejemplo, podemos nombrar a: pspsoluciones
(https://www.pspsoluciones.cl/). Los volumen y evaluacién de costos son complejos de
estimar debido a las cambiantes condiciones del mercado.

TIPO DE SISTEMA: PEROXIDO HIDRQGENO
METODO MITIGACION: DIRECTOS QUIMICOS

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e La evaluacion del peréxido de hidrogeno mostré que el uso en una concentracion
de 200 ppm es Optima para afectar la viabilidad y eficiencia fotosintética de todas
las especies formadoras de FANs. Aunque, hay que considerar que también se
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observaron respuestas especie especifica, es decir, algunas especies pueden
presentar valores de baja viabilidad y eficiencia fotosintética a concentraciones
menores de 200 ppm de peroxido de hidrogeno.

e El uso del peréxido de hidrogeno en la condicion optima (200 ppm) genera severos
efectos citotoxicos tal como lo revelo la evaluacidon de viabilidad celular de lineas
celulares branquiales. Estos efectos citotdéxicos podrian afectar a otras especies
que se encuentran en el agua.

Principales resultados:

Eficiencia fotosintética

Los resultados obtenidos en laboratorio mostraron que la exposicion de A. catenella, K.
selliformis y P. verruculosa a una concentracion de peroxido de hidrogeno 50 ppm, en
concentraciones celulares de 100 y 1000 cel./mL, produce una inmediata disminucion de
la eficiencia fotosintética (EF) (tiempo 0). Luego de 30 minutos de exposicion la EF
disminuye significativamente. Este patron fue similar aun cuando se modificaron las
temperaturas (12 y 18 °C) y salinidad (25 y 33 PSU). Al aumentar las concentraciones
hasta 200, 500 y 1000 ppm de peréxido de hidrogeno la disminucién de la EF fue mas
severa en el tiempo 0. En general las especies FANs evaluadas tuvieron respuestas de EF
similares.

Viabilidad celular

La evaluacion de la viabilidad celular mostré algunas diferencias entre las especies. La
exposicion de A. catenella al per6xido de hidrogeno en concentraciones de 50 y 100 ppm,
y con variacion de salinidad, temperatura y densidad celular, mostré valores en promedio
de viabilidad en un rango entre 0 y 50 %. En las mismas condiciones experimentales K.
selliformis mostro valores de 0 % de viabilidad y P. verruculosa valores en un rango entre
0y 22 %. En concentraciones mas altas de peroxido de hidrogeno 200, 500 y 1000 ppm
la viabilidad celular de las especies FANs fue de 0 % mayoritariamente.

Efectos citotéxicos

La evaluacién del efecto citotoxico luego de aplicacion de peroxido de hidrogeno mostro
valores bajos alcanzado de aproximadamente 26% de viabilidad luego de aplicar
concentraciones de peroxido de hidrogeno de 50 y 100 ppm. La viabilidad celular baja
progresivamente alcanzando un porcentaje de cero % en una concentracion de 1000 ppm.

2) Recomendacion de utilizacion (Aspectos operativos, salud y proteccion
medio ambiental)

Se recomienda utilizar el perdxido de hidrogeno en concentraciones de 200 ppm. Esta
concentracion genera efectos mortales en las células de especies formadoras de FANs
aun cuando exista variacion de la temperatura, salinidad y densidad celular.

Se debe considerar que a esta concentracion especies no objetivo de mitigacion pueden
ser afectadas negativamente.

3) ldentificacién brechas normativas
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Actualmente, no existe una evaluacién de los posibles efectos que podria tener la
aplicacién de peroxido de hidrogeno en especies que no son objetivo de mitigacion.
Ademas, se desconoce el tiempo de degradacidén del biocida luego de ser utilizado o
desechado al ambiente. Este tipo de evaluacion podria incluirse en la normativa.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién

Se deberia medir las concentraciones residuales luego de aplicar el biocida con el objetivo
de verificar posibles efectos negativos en especies que no son objetos de mitigacion.
5) Evalucion de volumen y costo

La evaluacion del efecto del peroxido de hidrogeno sobre la especie FANs se realizo a
nivel de laboratorio, en consecuencia, es dificil establecer costo y volumen de uso real.
Esto se debe a que el escalamiento de la aplicacién de una medida de mitigacion a nivel
real, incluye variables y actividades que no fueron medidas en este proyecto. Por ejemplo,
existen costos asociados al transporte (terrestre y maritimo), manejo de reactivo en
terreno, almacenaje de reactivos, etc. Ademas, pueden existir mas de una empresa que
provea el biocida a distintos costos. Por otro lado, el volumen de agua que se va a mitigar
puede determinar el costo del proceso de mitigacion.

_TIPO DE SISTEMA: DIOXIDO DE CLORO
METODO MITIGACION: DIRECTOS QUIMICOS

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e Los experimentos realizados en laboratorio mostraron que se necesita una alta
concentracion de dioxido de cloro (10.000 ppm) para que sea eficaz como biocida.
Para alcanzar esta concentracion se necesita un alto volumen del reactivo llegando
a una proporcion de 1:1 de muestra a mitigar y de agente mitigante. A una
concentracion de 10.000 ppm se generan severos efectos citotoxicos observandose
una viabilidad celular de 0 porciento. Debido a esto, la aplicacion del didxido de
cloro tendria un alto efecto citotoxico en especies que no son objetivo de la
mitigacion y alto impacto ambiental.

e Sin embargo, hay que considerar que podria existir variacion en eficiencia de los
biocidas ya que existen antecedentes que muestran que a una concentracion 20
ppm fue suficiente para destruir células de A. catenella (Ver Ficha Diéxido cloro).

Principales resultados
Eficiencia fotosintética
La aplicacion de dosis desde 1 hasta 100 ppm de dioxido de cloro no afectd
sustantivamente la eficiencia fotosintética de las especies formadoras de FANSs, indicando
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una baja eficacia como agente mitigante. Al aumentar las dosis hasta 1000 y exponer las
células por 0, 30 y 60 minutos se observaron resultados distintos entre las especies.
Efectos citotéxicos

En relacion al efecto del dioxido de cloro sobre lineas celulares branquiales se observo
que la concentracion de 1000 ppm afecta severamente la viabilidad llegando a un 20%.
Cuando se sube la concentracion a 10.000 ppm, la viabilidad es de 0%. A pesar de lo
anterior, la aplicacion de dioxido de cloro como agente mitigante a una concentracion de
10.000 ppm en condiciones de uso real seria inviable. Esto se debe a que para alcanzar
esa concentracion se tuvo que adicionar un volumen casi igual al de la solucion con células
de especies FANs, es decir la proporcion fue casi de 1:1. Ademas, el severo efecto en la
linea branquial, observado en concentraciones de 1000 ppm y 10000 ppm indican que su
uSO en esos rangos podria afectar, por ejemplo, los peces en cultivo.

2) Recomendacion de utilizacion (Aspectos operativos, salud y proteccion
medio ambiental)

En la literatura se ha descrito que una concentracidon 20 ppm fue suficiente para destruir
células de A. catenella (Ver Ficha Diéxido cloro). En contraste nuestros resultados
mostraron que una concentracion de 10.000 ppm fué necesaria para generar mortalidad
de especies FANSs. Estas diferencias podrian deberse a que las caracteristicas del reactivo,
es decir, hay algunos que podrian ser mas sensibles a la degradacion.

3) ldentificacion brechas normativas
Actualmente, no existe una evaluacién de los posibles efectos que podria tener la
aplicacion del diéxido de cloro en especies que no son objetivo de mitigacion. Ademas, se
desconoce el tiempo de degradacion del biocida luego de ser utilizado o desechado al
ambiente. Estas evaluaciones podrian incluirse en la normativa.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién

Se deberia medir las concentraciones residuales luego de aplicar el biocida con el objetivo
de verificar posibles efectos negativos en especies que no son objetos de mitigacion.

5) Evalucion de volumen y costo
No es posible realizar la evaluacion de volumenes y costos debido a que los efectos
significativos de mortalidad sobre las especies formadoras de FANs fueron obtenidos en

concentraciones muy altas de didxido de cloro (10.000). El uso de esa concentracion en
condiciones reales es imposible debido al alto volumen de reactivo que se necesitaria.

TIPO DE SISTEMA: ACUICULTURA MULTITROFICA INTEGRADA (IMTA. ACRONIMO
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INGLES: INTEGRATED MULTI-TROPHIC AQUACULTURE)
METODO MITIGACION: DIRECTOS BIOLOGICO

1) Condicién de aplicacién (asegurar eficacia y bajo imoacto ambiental)

e Los resultados de los experimentos de co-cultivo (flujo abierto y mesocosmo)
mostraron que podrian existir efectos alelopaticos de las macroalgas sobre las
especies FANs y comunidad fitoplacténica que produzcan mortalidad. Aunque, hay
que considerar que los efectos negativos fueron especie especifico.

¢ Interesantemente se observd que el co-cultivo de una especie altamente citotoxica
como K. selliformis con macroalgas produjo la disminucion de la citotoxicidad.

e Se observo un incremento del pH en el estanque al mantener las macroalgas en
cultivo con las especies FANs. El aumento de pH es un fendmeno que se produce
por la actividad fotosintéticas de las macroalgas que incluyen la fijacion de CO2. El
incremento de pH puede afectar el crecimiento de especies nocivas.

Principales resultados:

Eficiencia fotosintética

La evaluacion de la eficiencia fotosintética no mostr6 cambios sustantivos en el
experimento de co-cultivo de flujo abierto. Aunque en el experimento de mesocosmo la
eficiencia fue severamente afectada.

Viabilidad Celular

El co-cultivo gener¢ la disminucién de la densidad y viabilidad celular para ciertas especies
formadoras de FANs en comparacion con el control. Asi, la viabilidad y densidad celular
de A. catenella disminuyo cuando se mantuvo en cultivo con Macrocystis y Ulva. Aunque,
al ser mantenida junto a Agarophyton no se observaron cambios. Por el contrario, la
viabilidad y densidad de K. selliformis disminuyo al ser cultivada con Agarophyton. No
obstante, luego de 24 horas de cultivo con las macroalgas la viabilidad y densidad celular
de K. selliformis bajo. Para el caso de P. verruculosa no se observo una disminucion
significativa de la viabilidad y densidad celular luego de mantenerla en cultivo con las
distintas especies de macroalga y por distintos tiempos de exposicion. En tanto que en el
experimento de mesocosmo la viabilidad de la comunidad fitoplactonica fue severamente
afectada y solo se registraron algunas diatomeas vivas.

Efectos citotéxicos

Respecto a los efectos citotoxicos se observaron respuestas especie especificas. En el
control de A. catenella se observaron efectos citotoxicos al colectar muestras tanto dentro
del frasco de cultivo como desde el estanque de cultivo, indicando que las ictiotoxinas
pueden difundir a través del frasco hacia el estanque. Al mantener a A. catenella en cultivo
con macroalgas no se observaron diferencias en los efectos citotoxicos respecto al control.
Por el contario el control de K. selliformis mostré que las muestras tomadas desde el frasco
de cultivo generaron severos efectos citotoxicos. Posiblemente estas toxinas no fueron
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capaces de difundir hacia el estanque debido a que la muestra tomada en este no genero
una disminucion de la viabilidad de las células branquiales. Interesantemente, al mantener
en cultivo a K. selliformis con todas las macroalgas se observa un aumento de la viabilidad
de células branquiales lo que indicaria que el co-cultivo es eficaz para disminuir la
citotoxicidad de K. selliformis. Para el caso de P. verruculosa no se observaron efectos
citotéxicos.

2) Recomendacion de utilizacion (Aspectos operativos, salud y proteccion
medio ambiental)

Las evaluaciones experimentales en este proyecto se realizaron en laboratorio y fueron
implementadas de forma tal de replicar condiciones reales de uso. Por ejemplo, se usaron
flujos continuos de agua y mesocosmo. Aun cuando los resultados muestran que el co-
cultivo tiene potencial para ser utilizado como mitigante de especies FANs es necesario
realizar evaluacion a nivel piloto para tener evidencia mas robusta de los efectos.

Es importante mencionar que uso de algas es ambientalmente amigable ya son capaces
de: fijar CO2 y consumir los nutrientes. Ambas caracteristicas son importantes en un
contexto de cambio climatico y eutrofizacion.

3) ldentificacion brechas normativas

Actualmente los cultivos en un modelo de "acuicultura multitréfica integrada” se han
realizado de forma experimental, en consecuencia, no hay normativa asociada.

4) Recomendaciones condiciones de utilizacion y fiscalizacién
Futuras evaluaciones deberian considerar el uso de la “acuicultura multitrofica integrada”
y los posibles efectos negativos que podria tener para el cultivo de mitilidos. Esto debido
a que los efectos alelopaticos de las macroalgas podrian afectar a la comunidad
fitoplactonica en general. No obstante, para el cultivo de salmones el uso de cultivo
integrado parece ser mas promisorio.

5) Evalucion de volumen y costo

No se puede realizar una estimacion de volumen y costos sin tener previamente una
evaluacion a nivel piloto.
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Tabla 11. Muestra las principales instituciones y sus funciones que estan relacionadas con el control,

mitigacion, y prevencion de los efectos nocivos de las mareas rojas.

SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA (SUBPESCA)

- Declara las especies plaga y categoriza los sectores afectados (segun:
Reglamento de Plagas Hidrobiolégicas D.S. (Minecon) N° 345)

- Vigila las microalgas nocivas para la salud humana: Alexandrium
catenella, Alexandrium ostenfeldii, Dinophysis acuta, Dinophysis
acuminata, Protoceratium reticulatum, Pseudo
nitzschia cf. Australis y P. cf. Pseudodelicatissima. Monitoreo de
especies (Fiordos y Pacifico) mandatados por esta Subpesca y
ejecutados por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), en el marco
del Titulo V11 de la Ley General de Pesca y Acuicultura.

-Mandata el Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el
sistema de fiordos y canales de Chile, y el programa de manejo y
monitoreo de floraciones algales nocivas y toxinas marinas en el océano
Pacifico del centro sur de Chile (36°-44° S). Ambos ejecutados por el
instituto de Fomento Pesquero (IFOP).

ARMADA DE CHILE
DIRECCION GENERAL DEL TERRITORIO MARITIMOY DE MARINA
MERCANTE (DIRECTEMAR)

-Cautela el cumplimiento de la nommativa nacional y acuerdos
internacionales vigentes, con el fin de preservar los ambientes y
ecosistemas acuaticos conformados por mar, rios y lagos navegables,
dar respuesta y controlar los eventos de contaminacién con el propdsito
de propender a la proteccion del medio ambiente acuatico, minimizando
los efectos de la contaminacién y de otros impactos ambientales, a
través de actividades como la fiscalizacion y monitoreo.

-Adoptar las medidas preventivas que eviten el dafio al medio ambiente
acuatico, a través de la evaluacién y regularizacion del uso de
desinfectantes, detergentes, antiparasitarios, dispersantes vy
absorbentes de hidrocarburos y otros productos quimicos en la
jurisdiccion de la Autoridad Maritima.

-Con la finalidad de asegurar que los productos que se usen en
jurisdiccion de la Autoridad Maritima no sean perjudiciales para el
ambiente acuatico, se aprueba la Resolucion D.G.TM. Y MM.
ORDINARIO N° 12600/6, de fecha 08 de enero de 2020 (Circular
Maritima N° A-52/008), que establece los requisitos para solicitar la
autorizacion de uso de quimicos en la jurisdiccion de la Autoridad
Maritima.

MINISTERIO DE SALUD

- Programa nacional de control y prevencién de intoxicaciones por
marea roja. Ejecutado a través de los Laboratorios de las Seremi de
Salud de todo el pais y el Instituto de Salud Publica (analisis de 40.000
muestras de mariscos al afio). Objetivo, descartar la presencia de
toxinas y de esta forma prevenir posibles intoxicaciones de la poblacién,
derivadas del consumo de recursos marinos toxicos, producto de
floraciones de algas nocivas. En base a esta informacion Minsal declara
las areas afectadas por toxinas marinas y ordena las prohibiciones de
extraccion, comercializacion y transporte de los sectores antes
sefalados.

SERVICIO NACIONAL DE PESCA Y ACUICULTURA (SERNAPESCA)

- Programa Sanidad de Moluscos Bivalvos (PSMB). Es obligatorio para
los productos bentdnicos destinados a mercados internacionales.
Actualmente existen 121 areas PSMB, 3 en la region de Coquimbo, 1
en la region del Biobio, 1 en la regién de Los Rios XIV y 116 en la
region de Los Lagos, a quienes se les exige entre otros monitoreo de
toxinas marinas y fitoplancton. En base a la informacién generada por
este programa, Sermapesca autoriza la comercializacién de productos
hacia los mercados internacionales.

- Registro de las floraciones de algas nocivas para la acuicultura
mediante Resolucion exenta N° 2198 de 2017 (implementada desde el
2017), la cual exige a los titulares de los centros de cultivo de
salmonidos informar cuando en sus monitoreos de fitoplancton, las
microalgas sobrepasen los limites referenciales de nocividad.

- Programa de vigilancia y control de Alexandrium catenella. resolucion
exenta N°519/2022 http://www.semapesca.cl/normativa-relacionada/res-
ex-ndeg-519-10032022-modifica-medidas-de-la-resolucion-exenta-
ndeg, mediante el cual se controla la presencia de Alexandrium
catenella en las bodegas de los wellboat que transportan cosecha viva
desde las regiones de Aysén y Magallanes a las plantas de proceso de
a la region de Los Lagos.

La actual normativa identifica las competencia y rol de distintas instituciones relacionadas
con el monitoreo de algunas especies FANs, monitoreo de toxinas para prevenir efectos
en la salud humana (Tabla 11). Estas instituciones han mostrado una alta eficiencia en
estas tematicas, ya que a pesar de que el sur de chile esta afectado continuamente por
FANs, que cubren extensas zonas geograficas, los efectos nocivos en humanos y/o
mortalidades asociadas han sido bajas. No obstante, la normativa relacionada con y
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agentes o técnicas de mitigacion aun es insipiente y a veces es complejo diferenciar las
pertinencias de algunas instituciones. En este contexto se recomienda avanzar en
generacion de normativas que reglamente de forma clara los protocolos de evaluacién
incluyendo la afectacion de microalgas marinas y los potenciales efectos en especies no
objetivos de mitigacion. Aun cuando podemos realizar algunas propuestas de evaluacion
estas deberian ser discutidas y consensuadas con un grupo mas diverso de expertos en
el tema y con entidades asociadas en temas productivos. Entre las sugerencias se
incluyen: A) Diferenciar de forma clara las competencias de las instituciones en tematicas
de mitigacion su evaluacion y aprobacién; B) Disefiar experimentos que den cuenta de los
efectos de los biocidas y técnicas de mitigacion a nivel de la especie que se quiere mitigar,
como también en especies no objetivo, C) acoplar distintos métodos de mitigacion para
lograr una inactivacion de especies FANs mas eficaz. D) Realizar evaluaciones in situ de
los efectos de los sistemas de mitigacion y biocidas.

10. CONCLUSIONES

Objetivo especifico 1 Describir y comparar los sistemas de mitigacién o inactivacion
decélulas de microalgas téxicas a nivel mundial para evitar su dispersion y efectos
nocivos y/o toxicos en ambientes naturales con el fin de seleccionar los métodos que

pudieran adaptarse a las necesidades nacionales.

Recopilacién de informacién

La busqueda, revision e indexacion de la bibliografia relacionada con los sistemas de
mitigacion estuvo distribuida en una mayor cantidad en articulos de investigacién (96
articulos) y en menor medida en libros (4), columnas de opinidn (4), informes técnicos (3)
y poster presentados en congresos (2). A pesar de que los articulos de investigacion

representan informacion robusta, una gran cantidad estos trabajos muestran solo
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evaluaciones de laboratorio y/o piloto, sin embargo, son limitadas las evaluaciones de

mitigaciones en terreno a escala real.

Confeccion de fichas

La revision bibliografica revelo una gran cantidad de métodos de mitigacion que incluyen
aproximaciones fisicas, quimicas y bioldgicas. Sin embargo, los métodos de mitigacion
que emplean dioxido de cloro, peroxido de hidrogeno, arcillas modificadas, burbujeo y
cultivos integrados, estuvieron representados por una mayor cantidad de trabajos.

Comparacioén de sistemas de mitigacion

La comparacién de sistemas de mitigacion mostré una mayor cantidad de informacion para
A. catenella, seguida de K. selliformis y en menor medida para Pseudochattonella
verruculosa. Adicionalmente, la estimaciéon de costos asociados a los sistemas de
mitigacion no es factible de realizar debido a: la inexistencia de informacion acerca de las
dosis efectivas de mitigacion por especie de microalga y del impacto ambiental a corto,
mediano y largo plazo principalmente entre otros factores.

Seleccion de sistemas

De manera preliminar y considerando la revisién bibliografica se seleccionaron los
sistemas de mitigacion de burbujeo por surgencia y aplicacion de luz UV. Posterior a las
mediciones en terreno y laboratorio, se evaluaran nuevos criterios de seleccion a partir de
la informacién producida. Esto permitira saber que sistema utilizar para las especies de

microalgas téxicas de interés en Chile.

Sistematizacion de normativa

La comparacién de normativa evidencia problemas transversales relacionados con el

208



establecimiento de biocidas y sus determinadas dosis para ser aplicados en la tarea de
mitigar especies FANs. Esto puede deberse a las escasas evaluaciones en condiciones
reales, y a las diferentes respuestas que tienen distintas especies que producen FANs

cuando son mitigadas con un determinado biocida.

Objetivo especifico 2  Realizar experimentos multifactoriales in vitro con al menos tres
sistemas de control diferentes, utilizando al menos tres microalgas toxicas chilenas, para

cuantificar el efecto sobre las microalgas y sobre la concentracion de toxinas en el agua.

Una gran variedad de métodos de mitigacion de FANs es usada en el mundo con diferentes
resultados, los cuales estan dados por la especie de microalga a tratar y por las
condiciones fisico-quimicas del ambiente. Un aspecto muy relevante, y que los estudios
en general han dejado de lado, son los efectos secundarios que estos tratamientos de
mitigacion pueden provocar en el ambiente acuatico. Por ejemplo, la cloracion de agua con

propositos de su potabilizacion es frecuentemente utilizada para eliminar cianobacterias.

Desafortunadamente, aunque las cianobacterias son lisadas por la cloracion, las toxinas
intracelulares pueden ser liberadas al medio, con alguna susceptibilidad a la oxidacién mas
que otras toxinas (saxitoxina > cilindrospermopsina > microcistina; Zamyadi et al., 2012),
permitiendo que estas toxinas permanezcan en aguas tratadas para consumo
(Carmichael, 2008).

Di6éxido de cloro
1. En este estudio el uso de didxido de cloro no resulté efectivo para la mitigacion de
las especies objetivo de este estudio ya que se requieren grandes dosis para su
funcién como inactivador celular microalgal. Este resultado discrepa, por ejemplo,
con Gregg et al., (2009) que indica que células vegetativas de microalgas pueden
mostrar 100 % de mortalidad con solo dosis de dioxido de cloro que van desde 3 a

25 ppm en un rango de tiempo de 30 a 120 min. El didxido de cloro reacciona con
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aminas terciarias y sistemas aromaticos inactivados, por lo que su uso es regulado
a minimas dosis para prevenir la acumulacién de clorito y clorato como

subproductos téxicos (Rodriguez et al., 2007).

El peréxido de hidrogeno (H202) ha sido efectivo en la reduccion de cianobacterias y
microcistinas en estudios de laboratorio, siendo las cianobacterias reemplazadas por
eucariotas (ej., Barroin & Feuillade, 1986; Barrington et al., 2013). Compuestos derivados
de los perdxidos que producen radicales libres han sido usados en contra de Planktothrix
perornata, una cianobacteria que produce sabor a barro en ciertos peces cultivados en
agua dulce (Nanayakkara & Schrader, 2011). En ambientes naturales, Planktothix agarghi
fue eliminada del lago Louise Anita en Meryland, estados Unidos y del lago Koetshuis en
Holanda, usando 3 (Mattheiss et al., 2017) y 2 mg H202 L-1 (Matthijs et al., 2011)
respectivamente, con un impacto bajo en la biota segun se reportd. Contrariamente a los
resultados reportados por Matthijs et al. (2011), se reporté que 44 — 95 mg H202 L-1
generaron efectos negativos en poblaciones de crustaceos (Barrington et al., 2013). En
una aproximacion similar a estos tratamientos, en el arroyo Ouwerkerkse en Holanda,
células vegetativas y quistes temporales de Alexandrium ostenfeldii fueron destruidos con
la adicion de 50 mg H202 L-1, con una reduccion de las toxinas paralizantes, con un
minimo impacto en invertebrados y peces, pero con susceptibilidad por parte del
zooplancton (Burson et al., 2014). Otros ejemplos incluyen; rapido decline de poblaciones
de Cochlodinium sp. en la bahia de Kagoshima en Japdn luego de la adicién de 30 ppm
de H202 y entre 10 a 100 ppm para un efecto negativo en el enquistamiento de Polykrikos
schwartziiy A. catenella (Ichikawa et al., 1992 en NOWPAP CEARAC, 2007), y 2) la lisis
celular de Chattonella marina a concentraciones de peroxido entre 15y 150 ppm (Murata
et al., 1989 en NOWPAP CEARAC, 2007).

Peréxido de hidrogeno
2. En este estudio el uso de perdxido de hidroégeno resulto ser efectivo en la mitigacion
de microalgas toxicas, pero resultd ser un agente potencialmente nocivo para

organismos que habitan en un ambiente tratado con este agente mitigador.
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Nuestros resultados estan en concordancia con la literatura (Matthijs et al., 2011;
Burson et al., 2014) y se muestra que dosis bajas de 50 ppm de H202, si bien no
son letales inmediatamente al ser aplicadas, pueden ejercer un efecto muy nocivo
en las microalgas toxicas luego de 60 min de exposicion. De esta manera, el
perdxido resulta ser un agente efectivo para la inactivacion de especies FANs que
se detectan en los sistemas de fiordos del sur de Chile. Sin embargo, dosis tan bajas
como 50 ppm de H202 son capaces de disminuir la viabilidad de las células
branquiales (< 20 % en comparacion con el control negativo). Mas aun, en este
estudio se observd que aplicaciones de perdxido en aguas marinas con alta
abundancia de microalgas (sin importar si son nocivas o inocuas), incrementa el
efecto citotoxico en el ambiente comparado con un escenario de baja abundancia
de microalgas. Se sugiere que este efecto se debe a la presencia de acidos grasos
libres en las microalgas, los cuales son susceptibles a peroxidacion a través de la
interaccidon con H202 (lipoperoxidacion), transformandose en aldehidos mas
citotoxicos para los organismos (Dorantes-Aranda et al., 2015; Mardones et al.,
2015).

En las ultimas décadas, se ha puesto particular interés en el uso de granos finos de
sedimento, particularmente ciertas arcillas, para la floculacion de microalgas nocivas y sus
toxinas en ambientes marinos y continentales. Actualmente, el uso de arcillas ha sido uno
de los pocos métodos de mitigacion de FANs aplicados en el campo (Anderson et al., 2001;
Kim, 2006; Yu et al., 1993; Getchis y Shumway, 2017). Sin embargo, las arcillas naturales
tienen una baja eficiencia floculante, que es el inconveniente mas grave que muchas veces
lleva a requerir una cantidad exorbitante de arcillas para lograr una eficiencia efectiva en
el campo. Como resultado, esto conduce a un mayor impacto ecolégico, mayores costos
y desafios logisticos. Por ejemplo, la dosis de arcilla utilizada en algunos sitios de
acuicultura en Japon fue de 110—400 t/km2 (Shirota, 1989), y la dosis de loess utilizada en
el control de las floraciones del dinoflagelado Cochlodinium polykrikoides en Corea fue de
384 t/lkm2 (Anderson et al., 2001). Por lo tanto, la baja eficiencia de remocion, la alta

dosificacion y las grandes cargas de deposicion en los sedimentos constituyen el cuello de
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botella del método de la arcilla cuando se aplica en el campo (Sengco et al., 2001; Yu et
al., 2004; Getchis y Shumway, 2017). A partir de estas observaciones, se han realizado
numerosos estudios para mejorar la eficiencia de remocion de microalgas téxicas con el
uso de arcillas (Lee et al., 2008; Liu et al., 2010). Se ha propuesto la teoria de la
modificacion de la superficie de la arcilla y métodos para mejorar su eficiencia de remocién
de microalgas toxicas desde la columna de agua. Se han preparado varias arcillas
modificadas con eficiencias de eliminacién que son docenas a cientos de veces mayores
que las arcillas naturales no modificadas, y el requerimiento de dosificacidén resultante se
redujo a 4-10 t/km2. El mecanismo de accion para el control de FANs usando arcilla se
basa en las interacciones de floculacidn entre las microalgas y las particulas de arcilla. La
teoria de la modificacion de la superficie de la arcilla se basa principalmente en la teoria
clasica de la colision (Smoluchowski, 1917), que ilustra bien el mecanismo de interaccion
entre las particulas de arcilla modificadas y microalgas generadoras de FANSs: la
modificacion de la superficie de la arcilla aumenta la interaccion electrostatica, los puentes
y el entrelazamiento, lo que mejora la colision efectiva entre las microalgas y las particulas
de arcilla, y por lo tanto la eficiencia de remocion se mejora significativamente (Liu et al.,
2016; Yu et al., 1994; Shammas, 2005).

Arcillas
3. En este estudio usamos dos tipos de arcillas modificadas obtenidas desde un
proveedor en China para determinar su efectividad en la remocién de células
vegetativas de 3 especies de microalgas productoras de FANs y sus respectivas
toxinas. Se logré determinar que ambas arcillas no generan el mismo poder de
remocioén y tienen un importante efecto en el pH del medio (acidificacion) en relacion
directa con la concentracion de arcilla, lo cual tiene un potencial efecto en la
integridad de la viabilidad celular de las microalgas como co-factor mitigante. Se
observo que en general, todas las concentraciones de arcillas probadas tienen un
efecto sobre la integridad de las microalgas, con un potencial efecto sub-letal a
bajas dosis (0.1 g L-1) y un efecto letal a mayor concentracion de arcilla (>0.5 g L-

1). Estos resultados coinciden, por ejemplo, con pruebas realizadas por Rensel et
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al. (2004) que encontraron una alta eficiencia de remocion de Heterosigma
akashiwo en mesocosmos tratados con 0.12 g L-1 de arcilla fosfatada en una zona
costera de Washington, Estados Unidos. Sin embargo, la eficiencia de remocion de
las arcillas modificadas ha sido ampliamente variada principalmente en los trabajos
de campo (ver revision bibliografica de informe de avance 1), lo cual tiene relacion
con el tamano, forma y composicién de la especie tratada y la condicion fisico-
quimica de la columna de agua local (Anderson et al., 2001). Esta observacion
coincide con nuestros resultados, lo cual se evidencio con la diferente sensibilidad
de las 3 microalgas expuestas a las arcillas y por el efecto diferenciado que
producen diferentes condiciones de temperatura y salinidad en la eficiencia de
remociéon de células desde el medio acuoso. Este resultado es de extrema
importancia para la potencial aplicacion de arcillas modificadas en el sistema de
fiordos de sur de Chile debido a su compleja variabilidad, lo que instaria a establecer
criterios de aplicacion de este producto segun las condiciones locales de cada zona
costera.

IMTA (cultivo integrado multitréfico)

uv

4. En este estudio, los resultados de la evaluacion del efecto de los exudados de

macroalgas como sustancias liticas de microalgas formadoras de FANs mostraron,
a través de distintos experimentos de co-cultivo (flujo abierto y mesocosmo), que
podrian existir efectos alelopaticos de las macroalgas sobre las especies FANs y
comunidad fitoplactonica, que produzcan efectos negativos o de mortalidad.
Aunque, hay que considerar que los efectos negativos fueron especie especifico.
Interesantemente, se observo que el co-cultivo de una especie altamente citotoxica

como K. selliformis con macroalgas produjo la disminucion de la citotoxicidad.

En este estudio, se realizaron experimentos de exposicion de la comunidad
fitoplanctonica a distintas dosis de UV. Estos experimentos se llevaron a cabo en

condiciones de uso real, lo que fue posible gracias a que la empresa Patagonia
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Wellboat nos permitio realizar experimentos en uno de sus barcos donde tienen
instalado un sistema de mitigacion UV de la empresa Atlantium. Este sistema de
mitigacion se usa para controlar el virus ISA al que se le aplican dosis de 90 mJ
cm2 segun la normativa. La evaluacion del efecto de dosis de UV sobre la
comunidad fitoplanctonica se realizé aplicando dosis que progresivamente fueron
incrementando desde 103 mJ cm2 hasta 450 mJ cm2. Los resultados revelaron que
el UV tiene una baja eficacia para actuar como agente mitigante. No obstante,
futuros experimentos deberian evaluar los posibles efectos subagudos en la
comunidad fitoplanctonica a través del tiempo, es decir, si es que las células son
capases de reproducirse e incrementar su biomasa después de haber sido
expuestas a altas dosis de UV.

Objetivo Especifico 3. Evaluar la peligrosidad de los productos y sub-productos que se
generan de la aplicacion de los métodos de mitigacion o inactivacion celular en diferentes

condiciones y escalas de tiempo.

- En este proyecto se incluyd la evaluacion de la citotoxicidad, mediante lineas celulares
branquiales, de los biocidas y técnicas de mitigacion utilizadas (arcillas, peréxido de
hidrogeno, didxido de cloro y cultivo multitrofico integrado) y de los posibles subproductos
generados luego de la aplicacion. Asi, se observo que el peroxido de hidrogeno es toxico
en todas las concentraciones utilizadas y que especies no nocivas expuestas a este agente
se pueden generar efectos toxicos en el ambiente. Respecto al didéxido de cloro las
menores concentraciones no afectaron la viabilidad de las lineas, pero tampoco tuvieron
un efecto en las especies formadoras de FANs. En tanto que los efectos de las arcillas
dependieron del tipo utilizado. Por ultimo, las posibles sustancias alelopaticas originadas

del co-cultivo macroalga-microalga parecen no afectar la viabilidad de lineas celulares. El
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uso de lineas celulares es una poderosa herramienta para la evaluacion de la peligrosidad
de los productos y subproductos utilizados en las medidas de mitigacion.

- La revision de la literatura mostré que existen muy pocos estudios cientificos que avalen
el uso de estas metodologias para la mitigacion de FANs. Los métodos quimicos son los
mas estudiados y regulados, pero su uso has sido principalmente para inactivar virus y
bacterias, y en baja medida para inactivar cianobacterias en sistemas continentales para
uso de agua potable. Las arcillas modificadas solo han sido descritas de forma mas
especifica en China, pero los efectos deletéreos en el medioambiente han sido poco
abordados. El caso mas interesante son las cortinas de burbujas utilizadas en la
salmonicultura local. A pesar de que son el sistema de mitigacidon de FANs mas usado en
Chile, no existe oficialmente una norma que las regule, y no existen estudios cientificos

que demuestren su efectividad frente a floraciones de microalgas ictiotoxicas.

Objetivo especifico 4. Identificar brechas normativas y hacer recomendaciones de las
condiciones para la utilizacion y fiscalizacion de los sistemas de eliminacion en sistemas
cerrados y del correcto uso de los sistemas de control en el medio natural, incluyendo una

evaluacion de volumenes y costos.

-En la mayoria de los experimentos se observé que las mitigaciones por medio de agentes
quimicos-fisicos de especies FANs son especies-dependiente. Asi, algunas agentes
mitigantes como las arcillas y peroxido de hidrogeno pueden generar mortalidad de las
especies FANs exponiéndolas a diferentes concentraciones. Adicionalmente, la aplicacién
de estos biocidas puede potenciar los efectos citotoxicos o disminuirlos. Por otro lado, se
hace necesario incorporar evaluaciones a nivel de uso real ya que los experimentos
realizados en laboratorio muchas veces no incluyen importantes variables que se
presentan en terreno.

-Se recomienda avanzar en la generaciéon de normativa para el uso de sistemas de
mitigacion en Chile donde queden identificadas los ambitos de competencia de cada una
de las instituciones asociadas en la evaluacidon, experimentacion y aprobacion. Las

evaluaciones ademas deben ser realizadas in situ considerando los posibles efectos en
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especies no objetivo de mitigacion.
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ANEXOS

ANEXO1

Carta Gantt de actividades y resultados esperados

Resultado esperado | Meses
Actividad | asociado ] '21“‘5 6'7-6W9'1°‘11W1213'1{15‘1?7‘18{19'20‘21

[1. Actividades Generales
|a) Implementacién de laboratorio y coordinacion de actividad Compra de reactivos, fungibles y coordinacion de actividades.

5.1 Objetivo especifico.

Describir y comparar los sistemas de mitigacion o

inactivacion de Generacion de informe que contenga la comparacion y descripcion de

células de microalgas toxicas a nivel mundial para evitar su |Sistemas de:

dispersion mitigacién o inactivacién. Este informe tendra toda la informacién generada
i i i en las actividades 1a 5.

Actividad 1 Generacion de un archivo bibliografico con las

|5.1.1. Recopilacién de informacion: |investigaciones mas relevantes.

Actividad 2 Sistematizacion de informacion y generacion de

|5.1.2. Confeccion de fichas: (fichas.

Actividad 3 Sistematizacion de informacion y generacion de

|5.1.3. Comparacién de sistemas de mitigacion: |tablas comparativas.

Actividad 4 Establecimiento de sistemas de mitigacién o

|5.1.4. Seleccion de sistemas: \inactivacion que mejor se pueden adaptarse.

Actividad 5

|5.1.5. Sistematizacién de normativa: |Generacién de tablas comparativas entre paises seleccionados.

521 Objetivo especifico 2
Realizar experimentos multifactoriales in vitro con al menos

tres

sistemas de control diferentes, utilizando al menos tres

micro algas Generacién de un informe con los resultados

toxicas chilenas, para cuantificar el efecto sobre las experimentales. Este informe incluira, introduccion,
microalgas y metodologia, resultados, conclusiones, bibliografia.

sobre la concentracion de toxinas en el agua. Incluira la informacién de las actividades 6 a 12.

Actividad 6
|5.2.1. Cultivo y mantencion de microalgas téxicas: |Mantencién de microalgas toxicas.

Actividad 7

5.2.2. Cultivo y mantencion de lineas celulares branquiales

RTgill-w1 Mantencién de lineas celulares branquiales Rtgill-W1
Actividad 8 Evaluacién del efecto de biosidas: UV, peréxido hidrogeno,
5.2.3. Experimentos con métodos de mitigacién para diéxido de cloro; en la viabilidad celular de especies nocivas y
|sistemas cerrados: \lineas celulares branquiales Rtgill-W1

224



Actividad 9

5.2.4. Experimentos con métodos de mitigacién para
sistemas cerrados bajo

diferentes niveles de temperatura y salinidad:

Actividad 10

5.2.5. Experimentos con métodos de mitigacién para
sistemas naturales (abiertos).

Actividad 11

5.2.6. Experimentos con métodos de mitigacién para
sistemas naturales (abiertos)

bajo diferentes niveles de temperatura y salinidad:
Actividad 12

5.2.7. Evaluacién de efectividad de métodos de mitigacion

Evaluacion del efecto de biosidas, salinidad y temperatura en la viabilidad

de especies nocivas y Rigill-W1. |
Evaluacion del efecto de arcillas y macroalgas sobre la viabilidad celular de
especies nocivas y

celulares branquiales Rtgill-W1.

Evaluacion del efecto de arcillas y macroalgas, salinidad y temperatura
sobre la viabilidad celular de especies nocivas y celulares branquiales
Rtgill-w1

Evaluacion de técnicas de inactivacion en el campo: wellboat y centros de cultivo ‘

te op!

Objetivo especifico 3

Evaluar la peligrosidad de los productos y sub-productos
que se generan de la aplicacion de los métodos de
mitigacién o inactivacion celular en diferentes condiciones y
escalas de tiempo.

Generacion de informe. Este inclura: introduccion, metodologia, resultados y
conclusiones de las actividades realizadas desde la 13 a 15.

Actividad 13

5.3.1. Informacién sobre peligrosidad de productos y
normas internacionales de emisién

Actividad 14

Recopilacion bibliografica y confeccion de tablas comparativas.

Ev: ion de si

5.3.2. Bioensayos con si de eliminacién promisorios:

de eliminacion promisorios.

Actividad 15
5.3.3. Propuesta de métodos de mitigacién para utilizar en
Chile.

Generacion de propuestas de mitigacion

Objetivo especifico 4

Identificar brechas normativas y hacer recomendaciones de
las condiciones para la utilizacion y fiscalizacion de los
sistemas de eliminacién en sistemas cerrados y del
correcto uso de los sistemas de control en el medio natural,
incluyendo una evaluacion de volumenes y costos.

Actividad 16
5.4.1. Condiciones de aplicacién de métodos de mitigacion:

Generacion de informe que identifique brechas normativas y condiciones de
uso de sistemas de eliminacion.

Incluira la informacién generada desde la actividad 16 a 19.

Evaluacién de informacién generada en el proyecto y la literatura,
Establecimiento de condiciones de

aplicaciéon de métodos de inactivacion.

Actividad 17
5.4.2. Recomendacion de utilizacién de métodos:

Generacién de recomendaciones de utilizacién de métodos.

Actividad 18
5.4.3. Evaluacién economica de los costos asociados a los
métodos

Actividad 19
5.4.4. Anélisis de normativa sectorial vigente:

|Generacién de evaluacion econémica asociados al uso de métodos de inactivacion|

Andlisis y evaluacién de la normativa vigente utilizando como base los
resultados generados en
este proyecto.

5. Talleres o reuniones

6. Informes

Informe avance 1

I
AT
T

Generacion y entrega de informe de avance

Pre-informe final
Informe final

|Generacién y entrega de pre-informe final. L1 | | |
|Generacién y entrega de informe final (incluird la infirmacién generada desde las actividades 1 a 19). |
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ANEXO

Equipo de Trabajo

Nombre Profesion Institucion Funcién

Jorge Mardones Bidlogo Marino. PhD. IFOP Director
Ecologia marina

Javier Paredes Bidlogo Marino. IFOP Subdirector
logia y biologia aplicada

Ana Flores Biologa Marina. IFOP Investigadora

Marco Pinto Bidlogo Marino. IFOP Investigador

Dr. Ciencias de la acuicultura

Pablo Leal Biologo Marino. PhD. IFOP Investigador
Ciencias marinas

Pablo Salgado Biologo Marino. Dr. IFOP Investigador
Ciencias marinas

Luis Norambuena Bioquimico IFOP Investigador
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ANEXO 3

Tiempo comprometido en otros estudios

' N Situacion
Estudio en que parlt|C|pa | Estudio  [Tiempo
(Fipa u otros estudios) (adjudicado 0 en [comprometido en
Nombre ejecueion)  Imases restantes
IASIPA:Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el
Jorge sistema de fiordos y canales de Chile
Mardones (XIV etapa) 2020-2021 ejecucion 5 meses
IASIPA: Programa de Manejo y Monitoreo de las Floraciones Algales
Nocivas y Toxinas Marinas en el Océano Pacifico del Centro Sur de
Chile (36° - 44 °S), Etapa Il, 2020 - 2021. ejecucion 5 meses
IASIPA:Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el
Javier sistema de fiordos y canales de Chile
Paredes (XIV etapa) 2020-2021 ejecucion 5 meses
IASIPA: Programa de Manejo y Monitoreo de las Floraciones Algales
Nocivas y Toxinas Marinas en el Océano Pacifico del Centro Sur de
Chile (36° - 44 °S), Etapa Il, 2020 - 2021. ejecucion 5 meses
Pablo  ASIPA: Programa integral de desarrollo de acuicultura de algas
Leal para pescadores artesanales, IV etapa, afio 2020-2021 ejecucion 5 meses
FONDECYT iniciacion 11190297: Metabolic interactions
between bivalves and macroalgae in co-culture under warmer
and acidified conditions 2019-2021 ejecucion 17 meses
IASIPA:Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el
Pablo sistema de fiordos y canales de Chile
Salgado (XIV etapa) 2020-2021 ejecucion 5 meses
IASIPA: Programa de Manejo y Monitoreo de las Floraciones Algales
Nocivas y Toxinas Marinas en el Océano Pacifico del Centro Sur de
Chile (36° - 44 °S), Etapa Il, 2020 - 2021. ejecucion 5 meses
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IASIPA:Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el
Luis sistema de fiordos y canales de Chile
Norambuena ((XIV etapa) 2020-2021 ejecucion 5 meses

IASIPA: Programa de Manejo y Monitoreo de las Floraciones Algales
Nocivas y Toxinas Marinas en el Océano Pacifico del Centro Sur de
Chile (36° - 44 °S), Etapa Il, 2020 — 2021. ejecucion 5 meses

ANEXO 4

Divulgacion de resultados preliminares (Congreso de Ciencias del Mar 2021)

Organizado por:

CERTIFICADO Dkt ASISTENCIA
La Sociedad Chilena de Ciencias Del Mar certifica que:

Ana Luisa Josefina Flores Lenero

-------------------------------------------------------------------------------

( Ha asistido al XL Congreso de Ciencias Del Mar 2021
o/

“Protegiendo el futuro de los ecosistemas australes” \ ‘ \

Presidenta Comité anizador ongreso de Ciencias Del
Mar, Universidad de Magallanes y Directora de la Sociedad
Chilena de Ciencias Del Mar

Punta Arenas, Mayo 2021
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Con el trabajo:

Estrategias para mitigar floraciones algales nocivas (FANs) en Chile: actual conocimiento y
futuras perspectivas

1 1

Ana Flores Lenero , Javier Paredes-Mella 1, Jorge |. Mardones

1,2

, Maximiliano Vergara-Jara

(1) Centro de Estudios de Algas Nocivas (CREAN), Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), Puerto Montt, Chile..
(2) Centro de Investigacion en Dinamica de Ecosistemas Marinos de Altas Latitudes (IDEAL), Valdivia, Chile..

ANEXO 5

Taller de presentacion de resultados FIPA 2020-08

El taller de finalizacion y presentacion de resultados del proyecto FIPA 2020-08 se
realizo el viernes 25 de noviembre de 2022 entre las 9:00 am y las 12:30pm. El taller se
estructurd en seis charlas tematicas y una charla introductoria a las normativas por
parte de la SUBPESCA. El taller conté con 79 asistentes de distintas instituciones
gubernamentales, académicas, nacionales e internacionales. Las principales preguntas
se enfocaron al uso potencial de las arcillas modificadas en nuestro pais y a los
resultados obtenidos en relacion con las cortinas de burbujas.

En anexo 5, se adjuntan las presentaciones realizadas en el taller, el programa
realizado y la lista de asistentes.
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