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RESUMEN EJECUTIVO

La zona norte de Chile, en relacién a la acuicultura, es considerada como el
segundo polo productivo mas importante en el pais. Esta actividad, esta centrada
principalmente en el cultivo del ostion de norte (Argopecten purpuratus) y el
desarrollo incipiente del cultivo del abalén californiano y japonés (Haliotis
rufescens y Haliotis discus hannai). Para cumplir con las normativas para la
exportacidon de moluscos establecidas por la Agencia de Administracion de
Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA) y la Comunidad Europea.
Desde 1989 el Servicio Nacional de Pesca ha desarrollado el Programa de
Sanidad de Moluscos Bivalvos (PSMB) que consiste basicamente en la
clasificacion y monitoreo de las zonas de produccién de los moluscos y otros
recursos susceptibles a ser afectados por toxinas.

En la zona Norte de nuestro pais, la primera deteccién de toxinas amnésicas fue

en el aio 1999 en muestras de ostiones obtenidos de centros de cultivo de la
Regién de Coquimbo, siendo asociada a la presencia de la diatomea Pseudo-
nitzschia australis. En general, la presencia temporal de acido domoico en las tres
bahias del estudio fue poco frecuente, siendo los periodos de primavera y verano
los que concentraron la mayor cantidad de registros de esta toxina. En Bahia
Inglesa, la mayor concentracion de &cido domoico en glandula digestiva
correspondié a 33 ug g . Este registré, coincidié con la prohibicién de cosecha de
este molusco dictaminada por SERNAPESCA al detectar durante el PSMB niveles
cercanos al limite regulatorio en los tejidos comestibles. En las Bahias de la
Regién de Coquimbo, la presencia de esta toxina fue mas frecuente en Bahia
Tongoy, con un valor minimo registrado en glandula digestiva de <1 pyg g * y un
maximo de 16 pug g . En el caso de Bahfa Guanaqueros, se puede destacar que
la presencia de esta toxina fue menor, asi como también las concentraciones de
acido domoico no sobrepasaron los 5 ug g * .En todos los casos, las presencia de

acido domoico estd relacionada con la presencia de diatomeas del género
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Pseudo-nitzschia. El desarrollo de los estudios de taxonomia confirmaron por una
parte la presencia de Pseudo-nitzschia australis y Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima, las que ya habian sido descritas en esta zona geografica y
también se demostré la presencia de Pseudo-nitzschia calliantha y Pseudo-
nitzschia subfraudulenta, especies que hasta la fecha estaban siendo identificadas
por microscopia convencional como Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia
delicatissima. Los analisis toxicologicos realizados a los cultivos de Pseudo-
nitzschia australis y Pseudo-nitzschia calliantha demostraron que ambas especies
tienen la capacidad de producir acido domoico, siendo la primera la principal
productora en las aguas costeras del Norte de Chile. Por otra parte, permitié
descartar que Pseudo-nitzschia subfraudulenta tenga la capacidad de generar
este tipo de toxinas. En Bahia Inglesa, en comparacion a las bahias de la Regién
de Coquimbo, existe una mayor frecuencia e intensidad de los eventos de
surgencia, en los cuales emergen aguas frias que fertilizan las aguas superficiales.
Durante estos eventos, las especies Pseudo-nitzschia australis, P. calliantha, P.
pseudodelicatissima y P. subfraudulenta generalmente cohabitan en la columna de
agua presentando su méaxima tasa de crecimiento en aguas frias que van de los
12 alos 15 °C.

En relacion a las toxinas paralizantes, durante el Programa de Sanidad de
Moluscos Bivalvos se ha detectado la presencia de este tipo de toxicidad con
niveles sub-tdxicos de manera esporadica en muestras de Argopecten purpuratus
y el gasteropodo Conchlepas concholepas, sin provocar cierres cautelares. En el
afio 2006, nuestro equipo de trabajo realizo los primeros estudios tendientes a
identificar el perfil toxicologico y los resultados en A purpuratus provenientes de
Bahia Mejillones y extraidas durante una floracion de Alexandrium tamarense se
encuentran dominados por C2, GTX2, GTX3 y dcGTX2 y la ausencia de STX. En
tanto, las muestras provenientes de Bahia Guanaqueros presentaron una alta
proporcién de STX y la presencia de GTX2, GTX3, dcGTX2, C1 y C2. Durante el
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desarrollo de este proyecto, los andlisis realizados por bioensayo enratones,
revelaron que este tipo de toxicidad se encuentra frecuentemente durante todo el
afio en las glandulas digestivas de A. purpuratus. En Bahia Inglesa, los resultados
positivos de los andlisis de las glandulas digestivas mediante bioensayo se
encontraron con toxicidades entre 31 y 69 g equivalentes de STX g™. Los perfiles
de toxinas observados en estas muestras fueron frecuentemente dominados por
GTX5, GTX2, GTX3, STX, C2 y esporadicamente con la presencia de estastoxinas
mas dcGTX2, dcGTX3, dcSTX, C1 y GTX1.En Bahia Guanaqueros, la toxicidad de
las muestras se encontraron entre 31y 56 ug equivalentes de STX g™. Los perfiles
de toxinas observados en estas muestras fueron frecuentemente dominados por
GTX5, GTX2, GTX3, STX, C2 y esporadicamente con la presencia de estas
toxinas mas dcGTX2, dcGTX3, C1,dcSTX y GTX1. En Bahia Tongoy, la toxicidad
se encontré entre 31y 71 ug equivalentes de STX g *, valores muy similares a los
obtenidos en las otras bahias. Los perfiles de toxinas observados en las muestras
analizadas fueron frecuentemente dominados por GTX5, GTX2, GTX3, STX, C2y
esporadicamente con la presencia de estas toxinas mas dcGTX2, dcGTX3y GTX.
La coincidencia de cinco de estas toxinas, sugiere que estas fueron producidas
por el mismo organismo fitoplanctonico, generandose una nueva intoxicacion de
los bivalvos cada vez que se incrementd la proporciéon de GTX5 (probablemente
proveniente del fitoplancton). Considerando estos perfiles, podriamos establecer
gue este bivalvo tendria la capacidad de biotransformar algunas toxinas
paralizantes. Entre estas se encuentra la epimerizacion de C2 en C1, la
transformacion mediante enzimas de Cl en dcGTX2 y C2 en dcGTX3 y la
epimerizacion de esta ultima en dcGTX2 y la capacidad de transformar GTX1 en
GTX2 por reduccion. Los perfiles obtenidos en A. purpuratus, no existen en la
literatura, salvo la descripcion de un perfil similar en la almeja Megapitaria squalida
durante un episodio de Gymnodinium catenatum y el perfil de toxinas de la

cianobacteria Anabaena circinalis. Sin embargo, la presencia de STX, GTX2 y
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GTX3 en altas proporciones y como constituyentes principales del perfil, ha sido

asociada a diferentes especies de Alexandrium como A. minutum y A. tamarense.

En relacion a la presencia de toxinas lipofilicas, se demostr6 que estas se
encuentran frecuentemente presentes en las tres principales bahia en las que se
desarrolla el cultivo de Argopecten purpuratus. Este tipo de toxicidad, no presenta

un patron de distribucién temporal en ninguna de las bahias estudiadas y es
producida por tres tipos de toxinas. Entre estas, la yesotoxina es la principal toxina
detectada en esta amplia zona geogréfica, con concentraciones entre 0,01y 1,8 p
g g, lo que explica la mortalidad de los ratones en la mayoria de los bioensayos,
debido a que la LD50 (dosis mortal 50%) por inyeccion intraperitoneal corresponde
a 0,08 ug g *. Al igual que en otros lugares del mundo, las toxinas detectadas en
este bivalvo son producidas principalmente por el dinoflagelado Protoceratium
reticulatum y Gonyaulax spinifera. En el caso de las pectenotoxinas, el perfil
detectado estuvo dominado por PTX2 con una concentracién entre 0,01 y 0,4 pug
gy su &cido secoico PTX2sa, y no se detectd las toxinas diarreogenicas, acido
okadaico (AO) o dinofisistoxinas (DTX). Estas toxinas son producidas por
Dinophysis acuminata, el que contendria una concentracion de 180 pg de PTX2
por célula, siendo esta la concentracion de este tipo de toxinas mas alta reportada
para este género. La coincidencia de este perfil toxicoldégico en los moluscos de
areas distantes como Bahia Inglesa y Bahia Tongoy, sugieren que D. acuminata
se encuentra distribuida en toda la costa del norte de Chile, lo que queda
corroborado por la reciente deteccion de PTX2 en la Bahia de Arica por Krock et
al. (2009a). La ultima toxina lipofilica detectada durante el desarrollo del proyecto
son los azaspiracidos. Entre estas toxinas, la mas frecuente en las glandulas
digestivas del ostibn es el azaspiracido 2 (AZA2), el que se encontrd6 en
concentraciones entre el limite de deteccibn y el de cuantificacion que
corresponden a 0,01 y 0,1 ug g™, respectivamente. Cabe destacar que nuestro

equipo de trabajo encontré la presencia de azapiracido 1, en muestras de macha

Informe Final Proyecto FIP 2007-20
Prospeccién y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



U

(Mesodesma donacium) y almeja (Mulinia edulis) obtenidas desde Bahia
Coquimbo, siendo esta la primera deteccién en nuestro pais y en el Hemisferio
Sur. En relacion al agente causal de la toxina, recientemente investigadores
alemanes detectaron la presencia de AZA-1 y AZA-2 en muestras de fitoplancton
obtenidas en nuestro pais, sugiriendo la presencia del dinoflagelado Azadinium
spinosum. Finalmente, la presencia de espirolidos en muestras de macha y almeja
obtenidas de Bahia Coquimbo, por nuestro equipo de trabajo, puede ser

considerada como una amenaza potencial para el desarrollo de la pectinicultura

En relacion a la presencia del sabor amargo, se determind que las alteraciones
organolépticas en el ostion se encuentran asociadas a la diatomea Rhizosolenia
imbricata. Adicionalmente, se ha logrado un importante avance en el proceso de
purificacion del compuesto, pero lamentablemente hasta la fecha noha podido ser

caracterizado.

Informe Final Proyecto FIP 2007-20
Prospeccién y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



INDICE

A. Objetivo general 18
B. Objetivos especificos 18
1. Antecedentes 19

1.1 Principales problemas asociados a la presencia de e ventos toxicos y nocivos
detectados durante el desarrollo del Programa de Sa nidad de Moluscos Bivalvos en el

norte de Chile . 19
1.2 Principales toxinas producidas por algas fitoplanct onicas. 22
1.3 Toxinas Lipofilicas 25
1.3.1 Toxinas diarreogénicas 25
1.3.1.1  Acido okadaico y derivados 25
1.3.1.2  Azaspiracidos 27
1.3.2 Toxinas no diarreogénicas 30
1.3.2.1  Pectenotoxinas 30
1.3.2.2  Yesotoxinas 32
1.3.2.3  Espirélidos 34
1.4 Toxinas hidrofilicas 37
1.4.1 Saxitoxina y analogos 37
1.4.2  Acido domoico 41
1.5 Episodios nocivos producidos por organismos fitopla nctoénicos que afectan las
caracteristicas organolépticas de los bivalvos 44
2. Metodologia 47
2.1 Andlisis semanales de biotoxinas marinas e identifi cacion de perfiles téxicos en
Argopecten purpuratus extraidos de cada una de las bahias contempladas en el
estudio, mediante HPLC y HPLC-MS. 47
2.1.1 Muestreo de Argopecten purpuratus para andlisis de toxinas marinas 47
2.1.2 Andlisis de toxinas marinas 48
2.1.2.1 Determinacion de toxina amnésica de moluscos bivalvos (VAM). Método HPLC-
uv 48
2.1.2.1.1 Preparacién de la muestra 48

2.1.2.1.2 Andlisis por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento con deteccion
ultravioleta (HPLC-UV)
49

2.1.2.1.3 Expresion de los resultados 49

2.1.2.1.4 Cultivo de Pseudo-nitzschia, preparacién de muestras y analisis de toxinas
por cromatografia liquida de alta eficacia con deteccion ultravioleta y

espectrometria de masas 49

2.1.2.2 Determinacion de toxina paralizante de moluscos bivalvos (VPM). Método
biolégico. 51

2.1.2.2.1 Bioensayo 52
2.1.2.2.2 Expresion de los resultados 52

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 1

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

2.1.2.2.3 Determinacién de los perfiles toxicos para toxinas paralizantes en muestras
de bivalvos y fitoplancton, mediante cromatografia liquida de alta eficacia de

fase reversa con deteccion fluorimétrica (HPLC —FD). 52

2.1.2.3 Determinacion de toxinas lipofilicas (Veneno diarreogénico de los moluscos).
Método biolégico. 55

2.1.2.3.1 Preparacién de la muestra 55
2.1.2.3.2 Bioensayo 56
2.1.2.3.3 Expresion de resultados 56

2.1.2.3.4 Andlisis de toxinas lipofilicas en muestras de glandulas digestivas por
cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS) 56
2.1.2.3.5 Confirmacién de perfiles toxicolégicos de muestras de fitoplancton para
toxinas lipofilicas, mediante cromatografia liquida de alta eficacia de fase

reversa acoplada a espectrometria de masas (HPLC —MS). 58
2.1.2.3.5.1 Deteccién de pectenotoxinas en Dinophysis acuminata 58
2.1.2.3.5.2 Deteccién de yesotoxinas en muestras de fitoplancton. 59

2.2 Monitoreo cuantitativo y cualitativo de fitoplancto n de cada una de las bahias
contempladas en el estudio. 61
2.2.1 Muestreo y analisis cualitativo de fitoplancton 64
2.2.2 Muestreo y analisis cuantitativo de fitoplancton 65

2.3 Identificacién taxonémica del fitoplancton toxico o nocivo encontrado en cada una
de las bahias contempladas en el estudio 66
2.3.1 Especies productoras de toxinas amnésicas. 66
2.3.2 Especies productoras de toxinas paralizantes 66
2.3.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas 66
2331 Dinophysis acuminata 66
2.3.3.2 Protoceratium reticulatum 67

2.4 Evaluacién sensorial para determinar la distribucié n anatémica del sabor amargo en
Argopecten purpuratus 68

2.5 Progreso en la purificacion e identificacion del co mpuesto quimico que da origen al
sabor amargo de los bivalvos 69
2.5.1 Obtencién de la muestra y caracterizacion preliminar. 69
2.5.2 Determinacién del tamafio molecular aproximado del compuesto amargo 71
2.5.3 Determinacioén de la carga del compuesto amargo 71
2.5.4 Determinacion de las caracteristicas de retencién en fase reversa y normal 71
2.5.5 Ensayo de digestion con tripsina para comprobar la posible naturaleza proteica del
compuesto 72
2.5.6  Extraccion del compuesto amargo para su purificacion 72
2.5.7 Purificacion del compuesto utilizando Sephadex LH-20 73
2.5.8 Evaluacion de la posibilidad de purificacion por cromatografia liquida de alta eficacia
en fase reversa, fase normal e interaccion hidrofilica 75
2.5.9 Purificacion por extraccion en fase solida (SPE) 76
2.5.10 Purificacién del compuesto amargo mediante la utilizacion de resinas de adsorcion
77
2511 Andlisis de los extractos a espectrometria de masas 78
2.5.12 Resonancia magnética nuclear 79
2.6 Identificacion de quistes obtenidos de las bahias i ncorporadas en el estudio 80
2.6.1 Procesamiento de las muestras de sedimentos 81
2.6.2  Andlisis de muestras 81
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 2

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

2.7 Monitoreo de variables oceanogréficas y meteoroldgi cas de las principales bahias

en las que se desarrollara el estudio. 82
2.7.1 Temperatura del mar 82
2.7.2 Variables meteoroldgicas 82

2.8 Impactos econémicos generados por la aparicion de f loraciones algales nocivas en

la industria pectinicultura en el norte de Chile. 83
2.8.1 Periodo de los eventos 85
2.8.2 Catastro de empresas exportadoras y su peso relativo en la produccion total. 85
2.8.3 Recopilacion de informacién primaria. 85
2.8.4 Extrapolacion y determinacién del impacto 86

3. Resultados 87
3.1 Andlisis semanales de biotoxinas marinas e identifi cacion de perfiles téxicos en

Argopecten purpuratus extraidos de cada una de las bahias contempladas en el

estudio, mediante HPLC y HPLC-MS. 87
3.1.1 BahialInglesa 87

3.1.1.1  Veneno amnésico de los mariscos 87

3.1.1.2  Veneno paralizante de los mariscos 89

3.1.1.3  Toxinas lipofilicas 94
3.1.2 Bahia Guanaqueros 98

3.1.2.1  Veneno amnésico de los mariscos 98

3.1.2.3  Toxinas lipofilicas 105
3.1.3 Bahia Tongoy 107

3.1.3.1  Veneno amnésico de los mariscos 107

3.1.3.2  Veneno paralizante de los mariscos 109

3.1.3.3  Toxinas lipofilicas 113

3.2 Resultados de identificacion taxondmica del fitopla ncton toxico o nocivo encontrado

en cada una de las bahias contempladas en el estud io 117
3.2.1 Especies productoras de acido domoico 117

3.2.1.1  Pseudo-nitzschia australis Frenguelli 117

3.2.1.2  Pseudo-nitzschia subfraudulenta (Hasle) 118

3.2.1.3  Pseudo-nitzschia calliantha Lundholm Moestrup et Hasle 119

3.214 Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (Hasle) Hasle emend. Lundholm, Hasle &
Moestrup 120

3.2.2 Especies productoras de toxinas paralizantes 121
3.2.2.1  Alexandrium tamarense (Lebour) Balech, 1985 121
3.2.2.2  Alexandrium sp 122

3.2.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas 123
3.231 Dinophysis acuminata Claperede & Lachmann 1895 123
3.2.3.2  Protoceratium reticulatum (Claparede et Lachmann) Butschli 1885 124
3.2.3.3  Gonyaulax spinifera (Claparede et Lachmann) Diesing 125
3.2.3.4  Azadinium spinosum Elbrachter & Tillmann, 2009 126

3.2.4 Especie nocivas para la acuicultura 127
3.24.1 Rhizosolenia imbricata Brightwell 1858 127
3.2.4.2  Guinardia striata (Stoltherfoth) Hasle 128

3.3 Resultados de los perfiles toxicolégicos del fitopl ancton toxico encontrado en cada
una de las bahias contempladas en el estudio. 129

3.3.1 Especies productoras de acido domoico 129

3.3.2 Especies productoras de toxinas paralizantes 131

3.3.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas 133
3.3.31 Dinophysis acuminata 133

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 3

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

3.3.3.2 Protoceratium reticulatum 135
3.3.3.3  Gonyaulax cf. spinifera 136

3.4 Resultados de la identificacion del fitoplancton qu e genera cambios en las
caracteristicas organolépticas y coloracion gonada | de Argopecten purpuratus. 137
3.4.1 Evaluacion sensorial para determinar la distribucion anatdémica del sabor amargo en
Argopecten purpuratus 137
3.4.2 Progreso en la purificaciéon e identificacion del compuesto quimico que da origen al
sabor amargo de los bivalvos 138
3.4.2.1  Caracterizacién preliminar 138
3.4.2.2 Purificacién con Sephadex LH-20 139
3.4.2.2.1 Primera purificacion 139
3.4.2.2.2 Segunda purificacion 141
3.4.2.2.3 Tercera purificacion 142
3.4.2.3  Purificacién utilizando extraccién en fase sélida 143
3.4.2.4  Purificacién con resinas de adsorcion 144
3.4.2.5 Nueva purificaciéon con Sephadex LH20 145
3.4.2.6  Purificacién con resina de adsorcién DIAION HP20SS 146
3.4.2.7 Perfil obtenido por espectrometria de masas 147

3.5 Resultados de la identificacién de quistes obtenido s de las bahias incorporadas en
el estudio. 149

3.6 Resultados del monitoreo de variables oceanogréfica s y meteorologicas de las
principales bahias en las que se desarrollara el e  studio. 155
3.6.1 Temperatura del mar 155
3.6.2 Variables meteoroldgicas 157

3.7 Informacién geogréfica sobre la distribucion espaci o temporal de las principales

especies causantes de floraciones algales nocivas identificadas en cada una de las
bahias contempladas en el estudio. 166
3.7.1 Fitoplancton Bahia Inglesa 166
3.7.1.1 Pseudo-nitzschia australis 167
3.7.1.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima) 168
3.7.1.3 Dinophysis acuminata 169
3.7.1.4  Rhizosolenia imbricata 170
3.7.1.5  Guinardia striata 171
3.7.2 Fitoplancton Bahia Guanaqueros 173
3.7.2.1 Pseudo-nitzschia australis 173
3.7.2.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima) 174
3.7.2.3 Dinophysis acuminata 175
3.7.2.4  Rhizosolenia imbricata 176
3.7.2.5  Guinardia striata 176
3.7.3 Fitoplancton Bahia Tongoy 177
3.7.3.1  Pseudo-nitzschia australis 178
3.7.3.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima) 179
3.7.3.3  Dinophysis acuminata 179
3.7.3.4  Rhizosolenia imbricata 180
3.7.3.5 Guinardia striata 181

3.8 Distribucién del fitoplancton y especies de microal gas nocivas (abundancia y

frecuencia) en relacion a variables ambientales (t emperatura superficial del mar,
indice de surgencia e indice de turbulencia). 181
3.8.1 BahialInglesa 181
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 4

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

3.8.1.1 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacién a la
temperatura superficial del mar (TSM), durante la época de estudio en Bahia

Inglesa. 181
3.8.1.2  Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacién al
Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Inglesa. 183

3.8.1.3 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacion  al

Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Inglesa. 184

3.8.2 Bahia Guanaqueros 185

3.8.21  Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacion al

Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros

185

3.8.2.2 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacion al
Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros

186

3.8.2.3  Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacion al

Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros.

187

3.8.3 Bahia Tongoy 188

3.8.3.1 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relaciéon ala

temperatura superficial del mar (TSM), durante la época de estudio en Bahia

Tongoy. 188
3.8.3.2 pistribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacién al
Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Tongoy. 189

3.8.3.3  Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas en relacion al
Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Tongoy. 190

3.9 Determinacion de los géneros o especies fitoplanctéd nicas que pueden ser

considerados como plagas hidrobioldgicas. 191
3.9.1 Especies productoras de 4cido domoico 191
3.9.2 Especies productoras de toxinas paralizantes 191
3.9.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas 192

3.9.3.1  Especies productoras de toxinas diarreogénicas 192
3.9.3.2 Especies productoras de toxinas no diarreogénicas 193
3.10 Impactos econémicos generados por la aparicion de f loraciones algales nocivas
en la industria pectinicultura en el norte de Chil  e. 196
4. Discusién 198

4.1 Toxinas amnésicas en el norte de Chile 198

4.2 Toxinas paralizantes en el norte de Chile 205

4.3 Toxinas lipofilicas 210

4.4 Rhizosolenia imbricata: distribucion, taxonomiay r elacion con los episodios nocivos

en el norte de Chile 217

4.5 Distribucién anatémica del sabor amargo en Argopect en purpuratus 219

4.6 ldentificacion del compuesto quimico que da origen al sabor amargo de los bivalvos

220
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 5

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



5. Conclusiones 222
6. Referencias 224
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 6

Prospeccion y sequimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de transmisién de las toxinas fitoplancténicas a través de la trama alimenticia
mediante diferentes organismos transvectores. (Fuente: adaptado de Ulrike, 2002) 23

Figura 2. Estructura quimica del acido okadaico (AO), dinofisistoxinas 1 (DTX1), dinofisistoxinas 2
(DTX2) y derivados acilados “DTX3” (Fuente: adaptado de EFSA, 2008b). 25

Figura 3. Estructura quimica de los azaspiracidos (1-5) (Fuente: adaptado de EFSA, 2008a). 28

Figura 4. Estructura quimica de las pectenotoxinas (PTX) y sus acidos secoicos (PTXsa) (Fuente:
adaptado de Blanco et al., 2005) 31

Figura 5. Estructura quimica de algunas de la yesotoxina y algunos de sus analogos (YTX)
(Fuente: adaptado de Blanco et al., 2005). 33

Figura 6. Estructura quimica de los principales espirélidos (Fuente: adaptado de Touzet et al.,
2008). 36

Figura 7. Estructura quimica de las principales toxinas asociadas con la intoxicacion paralizante por
moluscos (Fuente: adaptado de Vale et al., 2009). 38

Figura 8. Distribuciéon de episodios téxicos por toxinas paralizantes en las costas del Océano
Pacifico en el continente Americano (e) y Bahias en las que se detecto la presencia de toxinas
paralizantes durante el desarrollo de esta investigacién (—) (Fuente: adaptado de Alvarez, 2009).

40

Figura 9. Estructura quimica del acido kainico y compuestos relacionados con el acido domoico
(Fuente: adaptado de Clayden et al., 2005). 42

Figura 10. Ubicacién de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por el Programa de
Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Inglesa (e) y las estaciones seleccionadas durante este
estudio (e).(Fuente: elaboracion propia). 62

Figura 11. Ubicacién de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por el Programa de
Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Guanaqueros (e) y las estaciones seleccionadas durante
este estudio (). (Fuente: elaboracién propia). 63

Figura 12. Ubicacién de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por el Programa de
Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Tongoy (e) y las estaciones seleccionadas durante este
estudio (e)(Fuente: elaboracion propia). 64

Figura 13. Principales 6rganos y tejidos en Argopecten purpuratus. (Fuente: elaboracién propia) 68

Figura 14. Proceso de extraccion del compuesto amargo desde las gonadas liofilizadas de
Argopecten purpuratus. (Fuente: elaboracion propia). 72

Figura 15. Purificacion del compuesto amargo extraido de génadas de Argopecten purpuratus,
utilizando cromatografia SEC con fase estacionaria Sephadex LH-20. (A) carga del extracto (B)
primera purificacion (C) segunda purificacion. (Desarrollado en las instalaciones del Instituto de
Bio-Organica de la Universidad de La Laguna). (Fuente: elaboracién propia). 74

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 7
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 16. Purificacion del compuesto amargo utilizando cromatografia SEC con fase estacionaria
Sephadex LH-20 en columna cerrada. (Fuente: elaboracion propia). 75

Figura 17. Resumen de las diferentes técnicas utilizadas durante el desarrollo de experimentos que
permitieron purificar el compuesto amargo que da sabor a los bivalvos. (Fuente: elaboracién
propia). 78

Figura 18. Extractos amargos semi-purificados de gbénadas de Argopecten purpuratus (izquierda).
Espectrometro Bruker AMX 500 (derecha) perteneciente al Instituto de Bio-organica de la
Universidad de La Laguna, Tenerife. (Fuente: Elaboracion propia). 79

Figura 19. Ubicacion de estaciones de muestreo de sedimento en Bahia Mejillones. (Fuente:
elaboracion propia). 81

Figura 20. Distribucién temporal del acido domoico en glandulas digestivas de ostion del norte,
obtenidas en Bahia Inglesa durante el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente:
elaboracion propia). 87

Figura 21. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g'l) de las toxinas
paralizantes en glandulas digestivas de ostién del norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante el
periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracién propia). 90

Figura 22. Distribuciéon temporal de los perfiles téxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en
glandulas digestivas de ostién del norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante el periodo octubre
2008 a noviembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia). 92

Figura 23. Distribucién temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante bioensayo en ratones
durante el andlisis de glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante
el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia). 94

Figura 24. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a la muestra
obtenida el 9 de febrero de 2009, en la cual se identificéd y cuantifico la presencia de PTX2 (A)
transicion 876/823 (B) transicién 876/805 y PTX2sa (C) transicién 875/179 y (D) transicién 875/137.
(Fuente: elaboracién propia). 95

Figura 25. Distribucién temporal del acido domoico en glandulas digestivas de ostion del norte,
obtenidas en Bahia Guanaqueros durante el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009.
(Fuente: elaboracidn propia). 98

Figura 26. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g™) de las toxinas
paralizantes en glandulas digestivas de ostién del norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros durante
el periodo octubre de 2008 a noviembre de 2009. (Fuente: elaboracién propia). 100

Figura 27. Distribuciéon temporal de los perfiles toxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en
glandulas digestivas de ostiéon del norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros durante el periodo
octubre de 2008 a noviembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia). 103

Figura 28. Distribucién temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante bioensayo en ratones
durante el analisis de glandulas digestivas de ostién del norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros
durante el periodo octubre de 2008 a noviembre de 2009. (Fuente: elaboracién propia). 105

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 8
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 29. Distribucién temporal del acido domoico en glandulas digestivas de ostion del norte,
obtenidas en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de 2008 a noviembre de 2009. (Fuente:
elaboracion propia). 107

Figura 30. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g™) de las toxinas
paralizantes en glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante el
periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracién propia). 109

Figura 31. Distribuciéon temporal de los perfiles téxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en
glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de
2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracién propia). 111

Figura 32. Distribucién temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante bioensayo en ratones
durante el analisis de glandulas digestivas de ostién del norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante
el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia). 113

Figura 33. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a la muestra
obtenida el 27 de julio de 2009, en la cual se identificé y cuantificd la presencia de YTX (A) ion
molecular 1141 m/z (B) transicién 570/467 y (C) transicion 570/396 (Fuente: elaboracion propia).

114

Figura 34. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a la muestra
obtenida el 28 de mayo de 2009, en la cual se identificéd y cuantificd la presencia de AZA2 (A) ion
molecular 856 m/z (B) transicién 856/672. (Fuente: elaboracién propia). 115

Figura 35. Vista valvar de Pseudo-nitzschia australis (PA4). Escala: A (3 um); B (20 um). (Fuente:
elaboracion propia). 118

Figura 36. Vista valvar de Pseudo-nitzschia subfraudulenta (PSF2). Escala: A (20 pum); B (5 um).
(Fuente: elaboracidn propia). 118

Figura 37. Vista valvar de Pseudo-nitzschia calliantha (PCA2). Escala: (1 um). (Fuente: elaboracion
propia). 119

Figura 38. Vista valvar de Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (en muestras de fitoplancton).
Escala: A (30 um), B (20 um). (Fuente: elaboracién propia). 120

Figura 39. (A) Célula de Alexandrium sp, presente en las muestras de fitoplancton obtenidas de
Bahia Mejillones. (B) Vista de la placa 1°, que se encuentra unida directamente a la placa del poro
(Po). (C) Vista de las placas 1" y Sulcal (Sa). Escala: 10 um. (Fuente: elaboracién propia). 121

Figura 40. (A) Célula individual de Alexandrium sp. (B) Cadena de células de Alexandrium sp.
presente en las muestras de fitoplancton de Bahia Guanaqueros. Escala: 10 um (Fuente:
elaboracion propia). 122

Figura 41. Célula individual de Dinophysis acuminata. (Fuente: elaboracion propia). 123
Figura 42. Células de Protoceratium reticulatum obtenidas en muestras de fitoplancton de Bahia

Mejillones. (A) Vista dorsal (escala: 5 um). (B) Vista ventral y antapical (escala: 10 um). (Fuente:
elaboracion propia). 124

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 9
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 43. (A) Gonyaulax spinifera. (B) Gonyaulax monacantha Pavillard (Fuente: elaboraciéon
propia). 125

Figura 44. Posible Azadinium sp, registrado en Bahia Guanaqueros el 21 de julio de 2009, con una
longitud de 8,35 um y ancho 5,45 um. (Fuente: elaboracion propia). 126

Figura 45. (A) Muestra obtenida durante la floracién de Rhizosolenia imbricata (B) Cromat6foros
(C) Bandas transversales en las pleuras del fristulo (D) Proceso con forma de espina insertada en
una pequefia otaria. Escala: (A) 100 pm, (B) 20 um, (C) 50 um y (D) 10 um. (Fuente: Elaboracion
propia). 127

Figura 46. Célula individual de Guinardia striata. (Fuente: elaboracion propia). 128

Figura 47. Cromatograma y espectro de fragmentacion (MSZ) correspondiente al acido domoico
presente en los cultivos de Pseudo-nitzschia australis (PA4) aislados de Bahia Inglesa (Fuente:
elaboracion propia). 130

Figura 48. Cromatograma y espectro de fragmentacion (MS?) correspondiente al &cido domoico
presente en los cultivos de Pseudo-nitzschia calliantha (PCA2) aislados de Bahia Tongoy (Fuente:
elaboracion propia). 130

Figura 49. Toxinas paralizantes en Semimytilus algosus y Argopecten purpuratus extraidos durante
una floracién de Alexandrium tamarense en Bahia Mejillones. (A) Patrén del grupo de STX. (B)
Extracto de Semimytilus algosus. (C) Extracto de Argopecten purpuratus. (D) Patrén del grupo de
GTX. (E) Extracto de S. algosus con GTX2 y GTX3. (F) Extracto de A. purpuratus con GTX2,
GTX3 y dcGTX2. (G) Patrén del grupo C. (H) Extracto de S. algosus con trazas de C2. (I) Extracto
de A. purpuratus con trazas de C2. (Fuente: elaboracion propia). 132

Figura 50. Cromatograma y espectro de fragmentacion (MSZ) correspondiente a la PTX2 presente
en las células aisladas de Dinophysis acuminata aisladas de Bahia Tongoy (Fuente: elaboracion
propia). 133

Figura 51. Cromatograma y espectro de fragmentacién (MSZ) correspondiente a una muestra
concentrada de fitoplancton extraida desde Bahia Tongoy en la que se detecté un compuesto de
masa similar a la PTX1 o la PTX11 (897 m/z) (Fuente: elaboracion propia). 134

Figura 52. Cromatograma y espectros de fragmentacion (MS2 y MS3) correspondiente a la YTX
presente en muestras de fitoplancton obtenidas en Bahia Mejillones (Fuente: elaboracion propia).
135

Figura 53. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a la muestra de
plancton concentrada durante una floracién de Gonyaulax cf spinifera, en la cual se identificé y
cuantifico la presencia de YTX (A) ion molecular 1141 m/z (B) transicion 570/467 y (C) transicion
570/396 (Fuente: elaboracién propia). 136

Figura 54. (A) Purificacién del extracto amargo utilizando Sephadex LH-20 y posicion de la banda
gue corresponde al grupo Al. (B) Perfil TLC correspondiente al grupo Al (fracciones 4-9). (Fuente:
elaboracion propia). 140

Figura 55. (A) Purificacion del grupo Al utilizando Sephadex LH-20 y posicién de la banda que
corresponde al grupo A1C. (B) Perfil TLC correspondiente a los tres grupos amargos A1C, A1D y
ALlE. (Fuente: elaboracién propia). 141

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 10
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 56. (A) Purificacién del grupo AL1C utilizando Sephadex LH-20 y la banda que corresponde
al grupo F4. (B) Perfil TLC correspondiente a todas las fracciones obtenidas, destacando la
fraccion 17 incluida en el grupo F4. (Fuente: elaboracion propia). 142

Figura 57. Perfil TLC correspondiente a todas las fracciones obtenidas durante la purificacion con
SPE aminopropil. Las bandas 1 y 2 corresponden a las fracciones amargas. (Fuente: elaboracion
propia). 143

Figura 58. Perfil TLC de las fracciones obtenidas de la purificacién realizada con DIAION HP20.
Las bandas 11 y 12 corresponden a las fracciones amargas. (Fuente: elaboracién propia). 144

Figura 59. Perfil TLC de las fracciones obtenidas de la cuarta purificacién realizada con Sephadex
LH20. (Fuente: elaboracion propia). 145

Figura 60. Perfil TLC de las fracciones obtenidas del Gltimo proceso de purificacion utilizando
DIAION HP20SS. Las bandas 16, 17 y 18 corresponden a las fracciones amargas. (Fuente:
elaboracion propia). 146

Figura 61. Espectro de fragmentacion de las fracciones amargas. (A) Fraccion 17 y (B) fraccién 18.
(Fuente: elaboracién propia). 147

Figura 62. Distribucion isotdpica de obtenida mediante ZoomScan. (Fuente: elaboracion propia).
148

Figura 63. Quistes morfolégicamente similares a Trinovantedinium que corresponderian a
dinoflagelados del género Protoperidinium. (Fuente: elaboracién propia). 150

Figura 64. Quistes morfol6gicamente similares a Spiniferites que corresponderian a dinoflagelados
del género Gonyaulax. (Fuente: elaboracién propia). 150

Figura 65. Quistes morfolégicamente similares a Operculodinium centrocarpum que
corresponderian al dinoflagelado Protoceratium reticulatum. (Fuente: elaboracion propia). 151

Figura 66. Quiste morfolégicamente similar a Scripsiella que corresponderia al dinoflagelado
Scripsiella trochoidea. (Fuente: elaboracion propia). 152

Figura 67. Quiste morfolégicamente similar a Brigantodinium que corresponderia a dinoflagelados
del género Protoperidinium. (Fuente: elaboracion propia). 152

Figura 68. Quistes morfolégicamente similares a Brigantodinium que corresponderian al
dinoflagelado Lingulodinium polyedrum. (Fuente: elaboracién propia). 153

Figura 69. Quiste morfolégicamente similar al correspondiente a Alexandrium. (Fuente: elaboracién

propia). 153
Figura 70. Quiste morfoldgicamente similar al correspondiente a Polykrikos (Fuente: elaboracién
propia). 154
Figura 71. Quiste morfolégicamente similar al correspondiente a Pyrodinum (Fuente: elaboraciéon
propia). 154
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 11

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 72. Variaciéon de la temperatura (C) del mar en profundidad y tiempo de las bahias Inglesa
y Tongoy. (Fuente: elaboracién propia). 156

Figura 73. Rosa de los viento registrado en Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion propia). 157
Figura 74. Serie de tiempo del viento registrado en Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracioén propia). 158

Figura 75. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en Bahia Inglesa. (Fuente:
elaboracion propia). 159

Figura 76. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en Bahia Inglesa. (Fuente:
elaboracion propia). 159

Figura 77. Rosa de los vientos registrado en Bahia Coquimbo. (Fuente: elaboracion propia). 160

Figura 78. Serie de tiempo del viento registrado en Bahia Coquimbo. (Fuente: elaboracién propia).
161

Figura 79. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en bahia Tongoy. (Fuente:
elaboracion propia). 161

Figura 80. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en bahia Tongoy. (Fuente:
elaboracion propia). 162

Figura81. Series de tiempo de presién atmosférica, radiacion incidente acumulada, temperatura
del aire y humedad relativa en la estacion meteorologica de Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion
propia). 164

Figura 82. Series de tiempo de presidén atmosférica, radiacion incidente acumulada, temperatura
del aire y humedad relativa en la estacion meteorolégica de Bahia Coquimbo. (Fuente: elaboracion
propia). 165

Figura 83. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Inglesa entre los afios 2005 y
2009. (Fuente: elaboracion propia). 166

Figura 84. Distribucién espacio temporal de Pseudonitzschia australis en Bahia Inglesa entre los
afos 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 168

Figura 85. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima) en Bahia Inglesa entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia).

169
Figura 86. Distribucion espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia Inglesa entre 2005 —
2009. (Fuente: elaboracion propia). 170
Figura 87. Distribucion espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia Inglesa entre 2005 —
2009. (Fuente: elaboracion propia). 171
Figura 88. Cambio de coloracion de la génada femenina de Argopecten purpuratus durante una
floracién de la diatomea Guinardia striata. (Fuente: elaboracion propia) 172
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 12

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 89. Distribucién espacio temporal de Guinardia striata en Bahia Inglesa entre 2005 — 2009.
(Elaboracion propia). 172

Figura 90. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Inglesa entre los afios 2005 y
2009. (Fuente: elaboracion propia). 173

Figura 91. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia australis en Bahia Guanaqueros
entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia). 174

Figura 92. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima)
en Bahia Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia). 175

Figura 93. Distribucién espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia Guanaqueros entre los
afos 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 175

Figura 94. Distribucién espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia Guanaqueros entre
los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia). 176

Figura 95. Distribucién espacio temporal de Guinardia striata en Bahia Guanaqueros entre los afios
2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 177

Figura 96. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Tongoy entre los afios 2005 y
2009. (Fuente: elaboracién propia). 177

Figura 97. Distribucién espacio temporal de Pseudo-nitzschia australis en Bahia Tongoy entre los
afos 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 178

Figura 98. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima)
en Bahia Tongoy entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 179

Figura 99. Distribucién espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia Tongoy entre los afios
2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 180

Figura 100. Distribucién espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia Tongoy entre los
afos 2005 y 2009. (Elaboracion propia). 180

Figura 101. Distribucién espacio temporal de Guinardia striata en Bahia Tongoy entre los afios
2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia). 181

Figura 102. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad), en
relacion a la temperatura superficial del mar, durante la época de estudio en Bahia Inglesa.
(Fuente: elaboracidn propia). 182

Figura 103. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad), en
relacion Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Inglesa. (Fuente:
elaboracion propia). 183

Figura 104. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad) en
relacion al Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Inglesa. (Fuente:
elaboracion propia). 184

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 13
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Figura 105. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad) en
relacion a la temperatura superficial del mar, durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros.
(Fuente: elaboracién propia). 185

Figura 106. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad) en
relacion Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros. (Fuente:
elaboracion propia). 186

Figura 107. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad) en
relacion Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Guanaqueros. (Fuente:
elaboracion propia). 187

Figura 108. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad) en
relacion a la temperatura superficial del mar, durante la época de estudio en Bahia Tongoy.
(Fuente: elaboracién propia). 188

Figura 109. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad), en
relacion  Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en Bahia Tongoy. (Fuente:
elaboracion propia). 189

Figura 110. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log densidad), en
relacion  Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en Bahia Tongoy. (Fuente:
elaboracion propia). 190

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 14
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

INDICE DE TABLAS

Tabla I. Principales toxinas producidas por algas fitoplancténicas, limites regulatorios y sus efectos
principales en el hombre. 24

Tabla Il. Limite de deteccidn para toxinas paralizantes analizadas cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase reversa con deteccion fluorimétrica y oxidacién post-columna (HPLC-FD). 55

Tabla Ill. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Inglesa. 61
Tabla IV. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Guanaqueros. 62
Tabla V. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Tongoy. 63
Tabla VI. indice de abundancia relativa del fitoplancton analizado en muestras cualitativas. 65

Tabla VII. Clasificacion numérica para la intensidad del amargo en tejidos de Argopecten
purpuratus. 69

Tabla VIII. Clasificacion numérica para determinar la intensidad del sabor amargo en extractos
obtenidos de génadas de Argopecten purpuratus. 70

Tabla IX. Escala simbodlica para describir el grado de coloracién de los extractos obtenidos de
gonadas de Argopecten purpuratus. 70

Tabla X. Resultados de los andlisis de acido domoico en extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Inglesa entre octubre de 2008 y enero de 2010. <LOD:
menor al limite de deteccion. 88

Tabla XI. Resultados de los analisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo en ratones de
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Inglesa entre octubre
de 2008 y enero de 2010. ND: no detectado. 93

Tabla XII. Resultados de los andlisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo en ratones e
identificacion y cuantificacion de toxinas mediante LC-MS de los extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Inglesa entre octubre de 2008 y enero de 2010. ND: no
detectado; > LOD: Mayor al limite de deteccion. 96

Tabla Xlll. Resultados de los analisis de &cido domoico en extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Guanaqueros entre octubre de 2008 y diciembre de
2009. <LOD: menor al limite de deteccion. 99

Tabla XIV. Resultados de los andlisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo en ratones de
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Guanaqueros entre
octubre de 2008 a noviembre de 2009. ND: no detectado. 104

Tabla XV. Resultados de los analisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo en ratones e
identificacién y cuantificaciéon de toxinas mediante LC-MS de los extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Guanaqueros entre octubre de 2008 y noviembre de
2010. ND: no detectado; >LOD: mayor al limite de deteccion. 106

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 15
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

Tabla XVI. Resultados de los analisis de acido domoico en extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Tongoy entre octubre de 2008 y diciembre de 2009.
<LOD: menor al limite de deteccion 108

Tabla XVII. Resultados de los analisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo en ratones de
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Tongoy entre
octubre de 2008 a diciembre de 2009. ND: no detectado. 112

Tabla XVIII. Resultados de los analisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo en ratones e
identificacién y cuantificacion de toxinas mediante LC-MS de los extractos de glandula digestiva de
Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Tongoy entre octubre de 2008 y diciembre de 2010.
ND: no detectado; > LOD: mayor al limite de deteccion. 116

Tabla XIX. Concentracién de acido domoico en los cultivos de Pseudo-nitzschia obtenidas en las
bahias del Norte de Chile. < LOD: Menor al limite de deteccion (< 0,5 ng mL™). 131

Tabla XX. Evaluacion sensorial de los diferentes tejidos de Argopecten purpuratus obtenidos
durante la primera floracién de Rhizosolenia imbricata detectada en Bahia Inglesa durante el
verano de 2008 (n=50). 137

Tabla XXI. Evaluacion sensorial de cada fraccion obtenida durante la extraccion del compuesto
amargo en génadas de A. purpuratus. 139

Tabla XXII. Evaluacién sensorial de cada fraccion obtenida durante la primera purificacion del
compuesto amargo en génadas de A. purpuratus. Fracciones del grupo Al: 4 — 9 y grupo A2: 12 —
14. 140

Tabla XXIIl. Evaluacién sensorial de las fracciones obtenidas durante la segunda purificacién con
Sephadex LH-20. 141

Tabla XXIV. Evaluacién sensorial de las fracciones obtenidas durante la tercera purificacion con
Sephadex LH-20. 142

Tabla XXV. Evaluacién sensorial de las fracciones obtenidas durante la purificacion realizada con
extraccion en fase sdlida en cartucho aminopropil (NH,). 143

Tabla XXVI. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la purificacion realizada con

DIAION HP20. 144
Tabla XXVII. Evaluacién sensorial de las fracciones obtenidas durante la purificacién realizada con
Sephadex LH20 145
Tabla XXVIII. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la purificacion realizada con
DIAION HP20SS. 146
Tabla XXIX. Valores minimos y maximos de la temperatura a las distintas profundidades en las
bahias Inglesa y Tongoy. 156
Tabla XXX. Principales toxinas marinas y especies fitoplanctonicas detectadas en la zona norte de
Chile 195
Tabla XXXI. Exportacién de Ostiones (US$) entre los afios 2007 y 2009. 196
Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 16

Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



%

Anexo |. Plan detallado de asignacion de profesional (total de horas asignadas) 256

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 17
Prospeccion y sequimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8

A. Objetivo general

Identificar y evaluar el impacto de plagas de microalgas nocivas sobre la

actividad de pectinicultura que se realiza, en la zona norte de Chile.

B. Objetivos especificos

Medir las variaciones cuantitativas temporales de los venenos paralizante,
amneésico y diarreico (biotoxinas lipofilicas) de los mariscos en especies
transvectoras selectas, en una malla de estaciones que cubran las principales
bahias en las que se desarrolla la pectinicultura en las Regiones de

Antofagasta, Atacama y Coquimbo.

Identificar las especies fitoplanctonica productoras de Floraciones Algales
Nocivas (FAN) de habitual ocurrencia en las aguas marinas del norte de
Chile, que afectan negativamente el cultivo de Argopecten purpuratus por
acumulacién de biotoxinas, alteracidbn de caracteristicas organolépticas y

cambios anatdmicos en esta especie de pectinido.

Determinar los géneros o0 especies fitoplanctonicas que pueden ser
considerados como plagas para aislar su presencia, evitar su propagacion y

propender su erradicacion.

Levantar y analizar informacion sobre variables oceanograficas vy
meteoroldgicas asociadas a los eventos FANs, en el litoral de la IlI, 11l y IV

Region.

Evaluar el impacto de los eventos toxicos y nocivos, en las actividades
productivas y econdmicas de la pectinicultura, en las regiones de

Antofagasta, Atacama y Coquimbo.
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1. Antecedentes

1.1 Principales problemas asociados a la presencia de eventos toxicos y
nocivos detectados durante el desarrollo del Progr ama de Sanidad de
Moluscos Bivalvos en el norte de Chile

En nuestro pais, durante los ultimos afios el desarrollo del cultivo de ostién del
norte (Argopecten purpuratus) ha demostrado un notable crecimiento en sus
exportaciones, posicionando a Chile como el tercer productor de ostiones a nivel
mundial. Durante el afio 2007, se exportaron cerca de 2.150 toneladas de ostion
con un retorno cercano a los 20 millones de délares, siendo Francia, el principal

destino de exportacion (Servicio Nacional de Pesca, 2007).

Desde 1989, el Servicio Nacional de Pesca ha desarrollado el Programa de
Sanidad de Moluscos Bivalvos (PSMB), implementado para cumplir con las
exigencias establecidas por la Agencia de Administracion de Alimentos y
Farmacos de Estados Unidos (FDA) y la Comunidad Europea para permitir la

exportacion de moluscos.

El Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos, consiste basicamente en la
clasificacién y monitoreo de las zonas de produccion de los moluscos y otros
recursos susceptibles a ser afectados por toxinas. Durante su desarrollo, en el
norte de Chile se han producido cierres cautelares por la deteccion de toxinas
diarreicas por bioensayo en ratones y la presencia del dinoflagelado Dinophysis
acuminata, provocando durante los afios 2005-2007, numerosos cierres que
prohibieron la cosecha del ostion en las principales bahias en las que se desarrolla

esta actividad (Servicio Nacional de Pesca, 2009).

Investigaciones realizadas por Blanco et al. (2007), determinaron el perfil de
toxinas de este dinoflagelado y de diversos moluscos extraidos durante su

presencia en la columna de agua, evidenciando solamente la presencia
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pectenotoxinas y la ausencia de acido okadaico, dinofisistoxinas o sus derivados.
Los resultados obtenidos, permitieron la reanudacion de la cosecha y evitaron los
cierres cautelares que se decretaban solo por la presencia de D. acuminata. Este
trabajo, puede ser considerado como la primera aproximacion de la presencia de
toxinas lipofilicas en el norte de Chile, poniendo de manifiesto la necesidad
verificar la presencia de otro tipo de toxinas lipofilicas en la macro zona norte de
nuestro pais y por consiguiente la identificacion de los agentes fitoplanctonicos

causales.

En este mismo contexto, durante el desarrollo del PSMB, se ha detectado la
presencia de la toxina amnésica (4cido domoico). Esta toxina, ha afectado
principalmente al desarrollo de las actividades productivas del cultivo de ostion,
provocando cierres cautelares principalmente en las Regiones de Atacama y de

Coquimbo (Servicio Nacional de Pesca, 2009).

Actualmente, todos estos eventos, han sido asociados a la presencia de la
diatomea planctonica Pseudo-nitzschia australis (Suarez-Isla et al., 2002). Sin
embargo, se desconoce si esta diatomea es la Unica especie productora de este
tipo de toxinas en el norte de Chile, fundamentalmente, por la mayoria de las

especies productoras son cosmopolitas (Hasle, 2002).

Por otra parte, las toxinas paralizantes son las menos frecuentes en la zona,
presentandose episodios esporadicos de caracter sub-tdxico en ostiones de cultivo
y el gasteropodo Concholepas concholepas, en los cuales no ha podido ser

identificado el agente causal de las toxinas.

Adicionalmente a los problemas generados por la acumulacion de toxinas en los
bivalvos. En esta amplia zona geografica se han registrado episodios nocivos

producidos por la diatomea Rhizosolenia imbricata, durante los cuales, el ostion
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del norte adquiere un fuerte sabor amargo, especialmente en los tejidos

gonadales, que los hace inviables para el consumo.

Este panorama, sugiere el desarrollo de investigaciones que permitan determinar
cuales son las principales toxinas presentes en el norte de Chile, cuéles son las
especies fitoplanctonicas capaces de producir floraciones algales téxicas o
nocivas y determinar cual es el compuesto quimico que da sabor amargo a los

bivalvos.

Los resultados obtenidos en estas investigaciones permitiran fortalecer los
programas de vigilancia desarrollados por el Ministerio de Salud del Gobierno de
Chile y el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos con el propdsito de proteger
la salud de la poblacion y optimizar la explotacion de los recursos haciendo mas
agil la toma de decisiones para decretar la apertura y cierre de extraccion de los
moluscos afectados por toxinas.
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1.2 Principales toxinas producidas por algas fitopl anctonicas.

Las toxinas producidas por algas fitoplanctonicas, son un amplio grupo de
compuestos que poseen estructuras moleculares, mecanismos de accion y
actividad biologica muy diversa. Entre estos, existen una serie de compuestos que
poseen actividad hemolitica causando importantes mortalidades de larvas,
juveniles y adultos de peces y diversos invertebrados marinos. Estas toxinas son
producidas por diferentes clases del fitoplancton, entre las que destacan, las
Rafidoficeas Heterosigma akashiwo, Fibrocapsa japonica, Haramonas dimorpha
(Hallegraeff y Hara, 2003), especies del género Chatonella (Hallegraeff y Hara,
2003), las Primnesioficeas del género Chrysocromulina, Primnesium, Phaeocystis
(Moestrup y Thomsen, 2003) y los dinoflagelados Karlodinium veneficum (Deeds
et al.,, 2002), Takayama cladochroma (Steidinger et al., 1998), Amphidinium
carterae, Amphidinium operculatum (Yasumoto et al., 1987) y algunas especies

del género Karenia entre las que destaca Karenia brevis (Gentien y Arzul, 1990).

Sin embargo, el grupo de toxinas mas importante es el que puede ser transferido a
través de la trama alimenticia a organismos superiores como aves, mamiferos
marinos y el hombre (Fig.1). Estas, han sido clasificadas en relacion a la
sintomatologia que producen durante la intoxicacion. De acuerdo a esta

clasificacion, existen 6 tipos de sindromes:

. Intoxicacion Paralizante por Moluscos (Veneno Paralizante de los Mariscos)

. Intoxicacion Amnésica por Moluscos (Veneno Amnésico de los Mariscos)

. Intoxicacion Diarreogénica por Moluscos (Veneno Diarreico de los Mariscos)
. Intoxicacion Neurotdxica por Moluscos

. Intoxicacion por Azapiracidos

. Intoxicaciéon Ciguatérica
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Esta ultima se diferencia de los anteriores principalmente por que los organismos
transvectores de las toxinas son peces y no moluscos (Cruz-Rivera y Villareal,
2006).

BIVALVOS
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Figura 1. Estructura de transmision de las toxinas fitoplancténicas a traves de la
trama alimenticia mediante diferentes organismos transvectores. (Fuente:
adaptado de Ulrike, 2002)

Las toxinas productoras de estos sindromes, son frecuentemente denominadas
con el nombre del sindrome que causan, existiendo, por tanto, toxinas
paralizantes, amnésicas, diarreicas y neurotoxicas. También pueden ser
clasificadas por sus propiedades de solubilidad en: toxinas hidrofilicas
(paralizantes y amneésicas) Yy lipofilicas (diarreicas, neurotdxicas, azaspiracidos,
espirdlidos, ciguatoxinas y palitoxinas) (Paz, 2007) o de acuerdo a de acuerdo a
su estructura quimica en: azaspiracidos, brevetoxinas, iminas ciclicas,
pectenotoxinas, yesotoxinas, acido okadaico y sus analogos, acido domoico y sus

analogos y saxitoxina y sus analogos (Toyofuku, 2006).
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Tabla 1. Principales toxinas producidas por algas fitoplanctonicas, limites
regulatorios y sus efectos principales en el hombre.
Grupo de Limite regulatorio Efectos en el Hombre Smdr_ome
Toxinas asociado
Nauseas, vomitos, diarreas y
Acido okadaico dolor abdominal. En algunos Intoxicacion

y analogos

160 ug AO eq kg™

casos dolor de cabeza y
escalofrios.

diarreogénica

Azaspiracidos

160 pg AZA eq kg ™

Nauseas, vomitos, diarreas y
dolor abdominal.

Intoxicacion
diarreogénica

Pectenotoxinas

160 ug AO eq kg™

No producen diarreas. Son
hepatdxicas para el raton.

Yesotoxinas

1mg YTX eq kg™

No producen diarreas. Son
Cardiotoxicas para el raton.

Brevetoxinas

Sin regulacion

Sin informacion

Espirélidos

Sin regulacion

Sin informacioén

Gymnodiminas

Sin regulacion

Sin informacion

Saxitoxina y
analogos

800 ug STX eq kg *

Sintomas Leves: sensacion de
hormigueo o entumecimiento
alrededor de los, cara y cuello.
Sensacién punzante en la punta
de los dedos, dolor de cabeza,
mareos y nauseas.

Sintomas Graves: escozor en
las extremidades, la rigidez y la
falta de coordinacién de las
extremidades, debilidad general,
dificultad respiratoria leve y
aumento del pulso cardiaco.

Sintomas Muy Graves: pardlisis
muscular, dificultad respiratoria
pronunciada, sensacion de
asfixia y la muerte.

Intoxicacion
paralizante

Acido domoico

20 mg AD kg™

Vémitos, diarreas y dolor
abdominal. Confusidn, perdida
de la memoria y muerte
principalmente en personas de
la tercera edad.

Intoxicacion
amnésica

Fuente: EFSA (2009c)
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1.3Toxinas Lipofilicas
1.3.1 Toxinas diarreogénicas
1.3.1.1 Acido okadaico y derivados

La intoxicacion diarreogénica por moluscos es un sindrome causado por el
consumo de moluscos contaminados con &cido okadaico (AO), dinofisistoxinas
(DTX1, DTX2), los diol-esteres (del OA y las DTX) y sus derivados acilados
“DTX3" (Fig.2). Las toxinas principales de este grupo, son compuestos polietéreos
constituidas por una cadena carbonada lineal con un grupo carboxilico libre y que
difieren entre si por la presencia de grupos metilos en los carbonos C31 y C35
(Fernandez, 2007).

R R R R
AO CH; H H H
DTXI1 CH; CH; H H
DTX2 H H CH,; H
DTX3 (formas H/CH3 | H/CH; | H/CH; |Acidos
aciladas de AO, grasos
DTX1yDTX2

Figura 2. Estructura quimica del acido okadaico (AO), dinofisistoxinas 1 (DTX1),
dinofisistoxinas 2 (DTX2) y derivados acilados “DTX3” (Fuente: adaptado de
EFSA, 2008Db).

El primer episodio descrito de este tipo de intoxicacién ocurrié en 1961 en Holanda
(Korringa y Roskam, 1961), evento en el cudl no pude ser identificado el
microorganismo productor de las toxinas encontradas en los bivalvos. En este

pais, este tipo de intoxicacion se repitié posteriormente durante los afios 1970 y
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1976, siendo atribuida erroneamente al dinoflagelado Prorocentrum micans (Kat,
1979). Durante este mismo periodo de tiempo, Guzman y Campodonico (1975),
describieron las primeras intoxicaciones diarreogénicas en los fiordos australes de
nuestro pais ocurridas en los afios 1970 y 1971 por el consumo de cholgas
(Aulacomya ater), relacionandolas con la presencia de un dinoflagelado del género
Dinophysis, resultados que fueron muy criticados por la comunidad cientifica
internacional. Posteriormente, fueron detectadas en Japon entre los afios 1976 y
1977 (Yasumoto et al., 1979).

En el afio 1980, Yasumoto et al. (1980) identificaron a Dinophysis fortii como el
primer organismo fitoplanctonico productor de este tipo de compuestos.
Posteriormente, diferentes especies del género Dinophysis y Prorocentrum han
sido identificadas como productoras de estas toxinas. Entre estas destacan
Prorocentrum lima, P. maculosum, P. hoffmanianum, Dinophysis acuminata D.
acuta, D. sacculus, D. norvergica (Murakami et al., 1982; Yasumoto et al., 1985;
Yasumoto et al., 1987; Lee et al., 1989; Blanco et al., 2005).

Actualmente, AO, DTX1, DTX2 y los acil-ésteres, son consideradas como las
toxinas mas relevantes con capacidad de producir intoxicaciones diarreogénicas
(Yasumoto et al., 1980; Murata et al., 1982; Hu et al., 1995b). Estas toxinas,
actlan sobre sus receptores farmacologicos, las fosfatasas PP1 y PP2A (Bialojan
y Takai, 1988), produciendo la inflamacién del tracto intestinal, diarreas y el efecto
promotor de tumores (Hamano et al.,, 1986; Cohen et al., 1990). El limite
regulatorio establecido para este tipo de toxicidad corresponde a 160 pg kg™ de
equivalentes de AO (EFSA, 2009c).

Tras el informe de Guzman en afio 1979, se registré una nueva intoxicacion, que
fue asociada nuevamente a dinoflagelados del género Dinophysis (Lembeye y

Campodonico, 1984) y en el afio 1991, se registré6 un nuevo episodio en el cual
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120 personas se intoxicaron por el consumo de “choritos” (Mytilus chilensis)
(Villarroel y Mufioz, 1991). Durante este episodio Lembeye et al. (2003),
confirmaron que el agente responsable fue el dinoflagelado Dinophysis acuta y

gue su perfil toxicolégico estuvo dominado por AO y DTX1.

En Chile, se ha identificado a Dinophysis acuta como la principal especie
responsable en las regiones australes (Mufioz et al., 1992; Lembeye, 1994). Sin
embargo, en 1991, se identifico la presencia Dinophysis acuminata y la deteccion
de AO y DTX1 en muestras de bivalvos frescos y choritos enlatados (Aune y
Yndestad, 1993). Diez afios més tarde, Uribe et al. (2001) detectaron la presencia
de este tipo de toxinas en choritos extraidos en la Region de Magallanes durante
una floracion del dinoflagelado Dinophysis acuminata. Estudios posteriores,
demostraron que las principales toxinas presentes en moluscos extraidos desde el
sur de Chile son la DTX1 y los derivados acilados “DTX3” y el AO (Zhao et al.,
1993; Garcia et al., 2006).

1.3.1.2 Azaspiracidos

La intoxicacion por azaspiracidos en moluscos, se descubrié en el afio 1995
durante una intoxicacién ocurrida en los Paises Bajos, en la cual al menos 8
personas consumieron mejillones (Mytilus edulis) provenientes de Killary Harbour,
Irlanda (McMahon y Silke, 1996). Las personas intoxicadas, evidenciaron sintomas
similares a los producidos por el AO y las DTXs. Sin embargo, los analisis
registraron que los niveles de estas toxinas se encontraban por debajo del limite
regulatorio (Twiner et al., 2008). Posteriormente, se comprobo que la intoxicacion
fue provocada por solo un tipo de compuesto toxico preliminarmente denominado
“Killary toxina” o KT-3 (Satake et al., 1998). Actualmente, estos compuestos son

conocidos como azaspiracidos.
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Los azaspiracidos (AZAs) (Fig.3), son un grupo de toxinas que comprende al
menos 21 analogos (Satake et al., 1998; Ofuji et al., 1999; James et al., 2003b;
Rehmann et al., 2008). Estos compuestos, se caracterizan por tener una amina
ciclica (Grupo aza), un anillo de unién azaspiro y un acido carboxilico (Satake et
al., 1998). Entre los azaspiracidos, se ha comprobado que el AZA-1 es el méas
toxico y el principal responsable de las intoxicaciones (Ito et al., 2006), seguido por
los AZA-2 y AZA-3 (Ito et al., 1998; Ito et al., 2000).

R2
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Figura 3. Estructura quimica de los azaspiracidos (1-5) (Fuente: adaptado de
EFSA, 2008a).

El mecanismo de accion de los azaspiracidos no esta del todo elucidado.
Inicialmente, se creia que este tendria los mismos mecanismos de accion que el
acido okadaico, inhibiendo las fosfatasas (PP1 y PP2A) (Flanagan et al., 1999).
Sin embargo, estudios de inhibicion de fosfatasas realizados con extractos de
mejillones con azaspiracidos (Flanagan et al., 2001) y con AZA-1 purificado
(Twiner et al., 2005), no produjeron la inhibicion de estas enzimas. Actualmente,
se estan desarrollando numerosas investigaciones para comprender sus
mecanismos de accién (Twiner et al., 2008). En humanos, los sintomas de la

intoxicacion incluyen nauseas, vomitos, diarrea y fuertes dolores abdominales
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(McMahon y Silke, 1996). El limite regulatorio establecido para este tipo de
toxicidad corresponde a 160 pug de AZA kg™.

Desde el episodio toxico ocurrido en Irlanda, esta toxina ha sido detectada solo en
el hemisferio norte, en paises europeos como Dinamarca, Espafa, Francia,
Inglaterra, Noruega y Portugal (Twiner et al., 2008). Ademas, ha sido detectada en
Marruecos (Taleb et al., 2006) y Canada (Twiner et al., 2008). Hasta hace algunos
meses, la produccion de AZAs estaba asociada al dinoflagelado Protoperidinium
crassipes (James et al.,, 2003a), dinoflagelado detectado ocasionalmente en las
aguas del norte de Chile (Uribe datos no publicados). Recientemente Krock et al.
(2009c), han demostrado que los AZAs son producidos por una nueva especie de
dinoflagelado morfométricamente muy pequefio (10 um de longitud) el que ha sido
denominado como Azadinium spinosum (Tillmann et al., 2009) Por lo que, estos
autores sugieren que P. crassipes es solo un organismo transvector de la toxina al
incorporarla por su comportamiento heterétrofo mediante la ingestion de A.

spinosum.

En nuestro pais, durante el afio 2008 se detecto por primera vez la presencia de
este tipo de toxinas en la macha (Mesodesma donacium) y la almeja (Mulinia
edulis), dos bivalvos de importancia comercial para la pesca artesanal en la
Region de Coquimbo (Alvarez, 2009). Este registro, corresponde a la primera cita
gue hace referencia a la presencia de este tipo de toxina en el Hemisferio Sur y
fue confirmado por Krock et al. (2009b) quienes detectaron la presencia de AZA-1,
AZA-2 y un nuevo azaspiracido provisoriamente denominado AZA-X en muestras
de fitoplancton de las costas de nuestro pais, sugiriendo ademas la presencia de
Azadinium spinosum. Recientemente, LOpez-Rivera et al. (2009) reportaron la
presencia de este tipo de toxinas en el ostién del norte (Argopecten purpuratus)

en las principales bahias en las que se desarrolla el cultivo de este bivalvo.
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1.3.2 Toxinas no diarreogénicas
1.3.2.1 Pectenotoxinas

Las pectenotoxinas (PTX) son un grupo de toxinas lipofilicas aisladas
originalmente de glandulas digestivas del pectinido Patinopecten yessoensis
(Yasumoto et al.,, 1985). Estos compuestos (Fig.4), son un grupo de lactonas
polietéreas que difieren entre ellos principalmente por: a) el nivel de oxidacion del
carbono 18 (grupo metilo o &cido carboxilico); b) la configuracion o la
epimerizacion del anillo espiro y c) la configuracion abierta del anillo de lactona en
los carbonos 1-33 (Burgess, 2003; Blanco et al., 2005).

Algunas pectenotoxinas son producidas por biosintesis en dinoflagelados del
género Dinophysis. Entre estas toxinas se encuentran: PTX2, PTX-11, PTX-12,
PTX-13 y PTX14 (Suzuki et al., 2003; Miles et al., 2004b; Miles et al., 2006). Sin
embargo, la mayoria de estos compuestos son producidos por transformaciones
metabolicas en los moluscos (Yasumoto y Murata, 1993; Blanco et al., 2005;
EFSA, 2009b). De este modo, compuestos como PTX1, PTX3 y PTX6 serian
producidos por la oxidacion de PTX2. Ademas, la hidrélisis enzimética de PTX2 da
origen a la PTX2 seco acido (PTX2sa) y su epimero 7-epi-PTX2 seco acido (7-epi-
PTX2sa) (Draisci et al., 1996; Yasumoto et al., 2001), siendo estos Uultimos
metabolizados para formar ésteres con acidos grasos de distinta longitud (Wilkins
et al., 2006). Por otra parte, PTX4 y PTX7 son epimeros de PTX1 y PTX®6,
respectivamente y PTX9 y PTX8 (no encontradas en moluscos) son formadas
como artefactos en condiciones acidas por el par de epimeros mencionados

anteriormente (Sasaki et al., 1997).

En relacion a sus efectos toxicos, las PTXs presentan una ligera toxicidad al ser
administradas oralmente en ratones (Miles et al., 2004a), no inhiben las
fosfatasas, pero tienen un fuerte efecto hepatotoxico (Terao et al., 1986), siendo

las mas toxicas por via intraperitoneal en ratones de laboratorio las PTX2 y PTX11
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(Miles et al., 2004a). El limite regulatorio establecido para este tipo de toxicidad

corresponde a 160 pg kg de equivalentes de &cido okadaico (EFSA, 2009c).

Desde su descubrimiento en Japon por Lee et al. (1989) en Dinophysis fortii, estas
toxinas han sido detectadas en D. acuta (Suzuki et al., 1998; James et al., 1999;
Aune et al., 2002; Pavela-Vrancic et al., 2002; MacKenzie et al., 2002; Fernandez
et al.,, 2003; Suzuki et al., 2003; Fernandez Puente et al., 2004; Miles et al.,
2004a), D. acuminata (MacKenzie et al., 2002; Quilliam, 2003; Miles et al., 2004a),
D. norvergica, D. rotundata (Miles et al., 2004a) y D. caudata (Fernandez et al.,
2003; Fernandez et al., 2006).

Region I Conf A

Region I|
Conf.B
R C7 |Region I[Region II] C14 QHO%
PTX1 CH,OH| R A A | Carbonyl A
PTX2 CH, R A A | Carbonyl fﬁ“{OHE
PTX3 CHO R A A | Carbonyl /F’,
PTX4 |CH,OH| S A A | Carbonyl ke
PTX5 CH,CH R A A Hydroxyl
PTX6 COOH R A A Carbony!
PTX7 COOH S A A | Carbonyl
PTX8 CH,0OH ) A B Carbony!
PTX9 COOH S A B | Carbonyl
PTX2sa CH, R B A Carbony!
7-epiPTX2sa| CH; S B A Carbonyl

Figura 4. Estructura quimica de las pectenotoxinas (PTX) y sus acidos secoicos
(PTXsa) (Fuente: adaptado de Blanco et al., 2005)
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En nuestro pais, estas toxinas han sido detectadas por Goto et al. (2000) en la
zona sur y por Blanco et al. (2007) en la zona norte. Esta ultima investigacion,
revela la presencia de PTX2 en células de D. acuminata y de esta toxina y su
acido secoico (PTX2sa) en bivalvos como ostion (Argopecten purpuratus), almeja
(Mulinia edulis), macha (Mesodesma donacium), chorito (Semimytilus algosus) y el

tunicado Pyura chilensis.

1.3.2.2 Yesotoxinas

Las yesotoxinas (YTX) son un de grupo toxinas que fueron descubiertas durante la
realizacion de bioensayos para extractos lipofilicos de moluscos en ratones. Estas
toxinas fueron identificadas por primer vez en el bivalvo Patinopecten yessoensis
(Murata et al., 1987), identificando al dinoflagelado Protoceratium reticulatum

(Satake et al., 1997) como el microorganismo productor de la toxina.

La yesotoxina, es un poliéter disulfatado de elevado peso molecular, que se
caracteriza por tener un esqueleto de 47 carbonos en forma de escalera, formada
por 11 anillos éteres contiguos, una cadena lateral terminal insaturada de 9
carbonos y 2 esteres de sulfato (Fig. 5) (Murata et al., 1987; Satake et al., 1996;
Takahashi et al.,, 1996). Este compuesto, es de naturaleza liposoluble, pero la
presencia de los grupos sulfatos le proporcionan propiedades hidrosolubles
(sustancia anfotera), por lo que facilmente puede ser extraida en metanol acuoso

(Yasumoto y Takizawa, 1997b).

La mayoria de estas toxinas, han sido descubiertas en el dinoflagelado
Protoceratium reticulatum, siendo el primer analogo detectado la 45,46,47-
trinorYTX (Satake et al.,, 1999). En los afios posteriores, se han detectado
alrededor 16 anélogos producidos por oxidacién de la molécula de YTX entre los
gue destacan homo-YTX, noroxo-YTX. Otros 5 analogos encontrados en

dinoflagelados son aquellos producidos por la glicosilacién de la cadena lateral de
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la 1a-homo-YTX y YTX entre los que destacan las protoceratinas (revisado por
Dominguez et al. 2010). En el caso de los moluscos, el primer analogo descubierto
fue la 45-hidroxi-YTX en Patinopecten yessoensis (Yasumoto et al., 1989),
seguido por la 45,46,47-trinorYTX (Satake et al., 1996). En los afios posteriores,
se han descrito mas de 15 compuestos, siendo los mas abundantes en los
moluscos la 45-hidroxi-YTX vy la carboxi-YTX (revisado por Dominguez et al.
2010).

Ho
-r'":,"-'--_
q/"-u-ﬁ-llﬁf’
1 ]
o _/
s
. o
o f“'
; e, {"“'DH
L o
""-f
, ’_‘\‘ .l
i I/c::m A0 e \ )\
Hos0" "o V i l
R17 COS0.H Yesaotoxina (YTX) Rz
. L s g T
R1”™0s0H 45 Hidroxi-YTX R2 T, B
. B .
R 0SO.H 45 46 47-trinor-YTX R2” N
H'I’“‘x/osusH Homo-YTX F{Z'Ii“‘*—’f;“e
. _DSOH — R /l R
fag ety 45-Hidroxihomo-YTX 2 | -
OH
rR17 oM 1-Desulfo-YTX ,.i e
= e TR
jC‘{)H
Ri"ﬁ"oso.,H Carboxi-YTX Ra” ey
(J'JCICIH
R,—""‘*-JOSO::H Carboxihomo-YTX Re e

Figura 5. Estructura quimica de algunas de la yesotoxina y algunos de sus
analogos (YTX) (Fuente: adaptado de Blanco et al., 2005).
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Estas toxinas no son toxicas al ser administradas por via oral (Aune et al., 2002).
Sin embargo, estas toxinas son cardiotoxicas en ratones de laboratorio mediante
administracion intraperitoneal, siendo su potencia superior a la del AO y sus
derivados, produciendo sintomas similares a los de las neurotoxinas (Draisci et al.,
2000).

El agente toxico de este compuesto es el dinoflagelado cosmopolita Protoceratium
reticulatum, siendo asociado a la produccion de toxinas en Nueva Zelandia
(MacKenzie et al., 1998), Japon (Satake et al., 1999), Mar Adriatico (Boni et al.,
2001), Noruega (Miles et al., 2002), Canada (Stobo et al., 2003) y Espafia (Paz et
al., 2007). Actualmente, se ha encontrado que los dinoflagelados Lingulodinium
polyedrum (Draisci et al., 1999; Paz et al., 2007; Armstrong y Kudela, 2006) y
Gonyaulax spinifera (Rhodes et al., 2006; Riccardi et al., 2009), también tienen la
capacidad de generar este tipo de compuestos. Otra especies que ha sido
sugerida como productora de YTX es el dinoflagelado bentdnico Coolia monotis
(Holmes et al., 1995).

En nuestro pais, estas toxinas han sido detectadas en Mytilus chilensis en el sur
de Chile por Yasumoto y Takizawa (1997a). Recientemente, Krock et al. (2009a)
detectaron la presencia de yesotoxinas en muestras de fitoplancton obtenidas en
la Bahia de Arica, asociando la identificacion de esta toxina con la presencia de
quistes similares a los de Protoceratium reticulatum. Sin embargo, la deteccion de
otras especies como Gonyaulax spinifera (Claramunt, 2006), requiere la
confirmaciéon de si esta especie también tiene la capacidad de producir estos

compuestos.

1.3.2.3 Espirélidos

Finalmente, el dltimo grupo de toxinas lipofilicas; que difieren fundamentalmente

por los sintomas clinicos y en animales de laboratorio; son las espiroiminas
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macrociclicas. Este grupo incluye toxinas como las gymnodiminas,

prorocentrolidos, pinatoxinas, pteriatoxinas y los espirolidos (Boyer, 2009).

En 1991, en Nueva Escocia, Canada, se detectd la presencia de una nueva toxina
en un extracto lipofilico de mejillones y pectinidos procedentes de zonas de
cultivo. Los estudios para caracterizar el compuesto permitieron identificar un
grupo de iminas ciclicas que fueron denominadas espirélidos (SPX) (Hu et al.,
1995a). Posteriormente, se determind que los organismos causantes de esta
toxinas son los dinoflagelados Alexandrium ostenfeldii (Cembella et al., 1999) y

Alexandrium peruvianum (Touzet et al., 2008).

Estructuralmente, los espirdlidos (Fig.6) se caracterizan por poseer una molécula
poco comun formada por una iminas ciclica (Hu et al., 1995a; Hu et al., 2001).
Hasta la fecha, se han descrito ocho espirélidos A, B, C, D, E, F, 13-desmetil C
(SPX-1) y 13-desmetil D (Ciminiello et al., 2006). Entre estos, los espirdlidos A-D
son los mas toxicos, causando la muerte fulminante del raton cuando estos son

inyectados intraperitonealmente (Christian et al., 2008).

El mecanismo de accidén de estas toxinas, no se encuentra totalmente elucidado.
(Gill et al., 2003), sugieren que los espirdlidos podrian actuar sobre receptores de
la acetilcolina. En sus estudios en ratas y ratones, los Unicos tejidos dafiados por

estas toxinas fueron los del cerebro.

Los sintomas de estas toxinas, solo han sido descritos en ratones, debido a que
se desconoce algun tipo de antecedentes de intoxicacién en humanos. Estos
sintomas incluyen piloereccion, espasmos musculares abdominales,

hiperextension del lomo y arqueo de la cola (Richard et al., 2001).
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Desde su deteccion en Canada, esta toxina ha sido registrada en el Hemisferio
Norte en paises como Dinamarca (MacKinnon et al., 2004), Espafa (Gonzalez et
al., 2006), Francia (Amzil et al., 2007), Italia (Ciminiello et al., 2006), Irlanda
(Touzet et al., 2008) y Noruega (Aasen et al., 2005).

En nuestro pais, la presencia de esta toxina fue recientemente registrada por
Alvarez et al. (2010) en muestras de macha (Mesodesma donacium) y almeja
(Mulinia edulis) obtenidas desde Bahia Coquimbo. Estos resultados, sugieren que
este tipo de toxinas puede ser un peligro potencial para la industria de la

pectinicultura.

Espirolidos R, R, 'y

A H CH, AT 692.5
B H CH, G04.5
C CH; CH; AP T06.3
D CH, CH, T08.5
13-desmetil C CH, H A 6925
13-desmetil D CH, H 694.5

Figura 6. Estructura quimica de los principales espirdlidos (Fuente: adaptado de
Touzet et al., 2008).
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1.4Toxinas hidrofilicas
1.4.1 Saxitoxina y analogos

La intoxicacion paralizante por moluscos es un sindrome causado por el consumo
de moluscos contaminados con saxitoxina y/o sus analogos (Sommer y Meyer,
1937). Las toxinas responsables de este tipo de intoxicacion son un conjunto de
compuestos estructuralmente relacionados con la saxitoxina, que tienen distinta
toxicidad dependiendo de su estructura quimica. Estos compuestos pueden ser
clasificados en cinco grupos (Fig.7). El grupo més toxico, corresponde a las
toxinas carbamato, que incluye: Saxitoxina (SXT), Neosaxitoxina (NeoSTX) y las
Gonyautoxinas (GTX1-4). Las toxinas decarbamoiladas (dcGTX1-4, dcSTX,
dcNeo) y deoxi-decarbamoiladas (doSTX, doGTX2-3) poseen una toxicidad
intermedia. Finalmente, las toxinas con grupos N-sulfocarbamato (GTX5-6, C1-4)
(Oshima et al., 1990; Oshima, 1993) y benzoato (GC1-3) (Negri et al., 2003b) son

las menos téxicas.

El mecanismo de acciébn de la saxitoxina esta bien descrito. Su receptor
farmacologico es la proteina intrinseca de membrana conocida como el canal de
sodio dependiente de voltaje, cuyo bloqueo por este tipo de toxinas inicia la
despolarizacion neuronal en mamiferos (Powell y Doucette, 1999). Esta
despolarizacion produce la interrupcién de la transmision neuromuscular causando
paralisis respiratoria (Long et al., 1990). El limite legal permisible corresponde a

800 pg de equivalentes de STX kg ™.

Estas toxinas son producidas por diversos dinoflagelados del género Alexandrium,
Gymnodinium catenatum, Pyrodinium bahamense (Moestrup et al., 2008) y la
cianobacterias Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae,
Cylindrospermopsis raciborskii,  Lyngbya wollei (Onodera et al.,, 1997) vy
Planktothrix sp (Neilan et al., 2008). Ademas, algunos autores han sugerido que

estas toxinas podrian ser producidas por bacterias aisladas de cultivo de
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dinoflagelados (Silva, 1990) o que bacterias endosimbiontes de células de estos
dinoflagelados podrian participar en la produccion de este tipo de toxinas (Kodama
et al., 1990; Doucette et al., 1998; Uribe y Espejo, 2003).

Rl R2 R3 N-sulfocarbamato  Carbamato Decarbamato Benzoato deo-decarbamato
H H 05805 Cl GTX2 deGTX2 GCl doGTX2
H 0S0;y H (e, GTX3 deGTX3 G2 doGTX3
H H H BI STX deSTX GC3 doSTX
OH H 0S80y 3 GTXI deGTX1 *GC4
OH 0S0y H C4 GTX4 deGTX4 “GCS
OH H H B2 NeoSTX deNeoSTX *GC6H
i i o i
OSNH -~ "o\ H2N,Jﬁ_o\ HO— (H ( 5 HJC"'L"'O\
)

HO

Figura 7. Estructura quimica de las principales toxinas asociadas con la
intoxicacion paralizante por moluscos (Fuente: adaptado de Vale et al., 2009).

Las toxinas paralizantes estan ampliamente distribuidas a nivel mundial (EFSA,
2009a). El primer registro de estas toxinas en las costas del Océano Pacifico en
los Estados Unidos corresponde a (Sommer y Meyer, 1937). Desde entonces,
estos episodios toxicos han sido detectados en diversos lugares a lo largo de la
costa del Océano Pacifico en el continente Americano (Fig.8). En Norte América,
han sido detectados en Canada (Quayle, 1969; Prakash et al., 1971; Chiang,
1988; Todd et al., 1993), Estados Unidos (Sommer y Meyer, 1937; Nishitani y
Chew, 1988; Beitler, 1991; Price et al., 1991; Hall et al., 1996; RaLonde, 1996;
Tibbetts, 1998; Trainer, 2002) y México (Sierra-Beltran et al., 1996; Garate-
Lizarraga et al., 2005; Band-Schmidt et al., 2005; Garate-Lizarraga et al., 2006).
En América Central han sido reportados en Guatemala (Rodriguez et al., 1990), El
Salvador (Barraza et al., 2004), Nicaragua (Meléndez, 2006) y Costa Rica (Mata et
al., 1990). A diferencia de la amplia distribucion de estas toxinas en Norte y Centro

Ameérica, en Sudamérica, s6lo han sido detectadas en la Bahia de Paracas, Peru
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(zona tropical) (Antinori et al., 2002) y en la zona sur de Chile (zona de transicion

subpolar).

En Chile, los primeros casos de intoxicacion paralizante por moluscos
acontecieron en 1970 y 1972 asociados con la presencia de Alexandrium catenella
en la Region de Magallanes (Guzman y Campodoénico, 1975; Guzman vy
Campodonico, 1978; Avaria, 1979). Desde esa fecha, los episodios toxicos de esta
especie se han desplazado hacia el norte afectando la Region de Aysén (Mufioz et
al.,, 1992; Guzman et al.,, 2002) y mas recientemente a la Regidén de los Lagos
(Lembeye, 1998; Guzman et al., 2002)., provocando la intoxicacion de méas de 400
personas y mas de 28 muertos (Guzman et al., 2002; Villarroel, 2005; Villarroel,
2008).

Lagos et al. (1996); Krock et al. (2007), estudiaron el perfil de toxinas de
Alexandrium catenella demostrando que éste, se encuentra dominado por los
epimeros C1/C2, GTX1/4, GTX2/3 y por GTX5. En cambio, los bivalvos que
ingieren estos dinoflagelados presentaron mayoritariamente GTX2, GTX1
seguidas por GTX3, GTX4, GTX5 y pequefias concentraciones de neoSTX, STX,
dcSTX y toxinas C (Compagnon et al., 1998).

En el norte de Chile, desde el inicio del Programa de Sanidad de Moluscos
Bivalvos (PSMB) dirigido por el Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca) se han
detectado episodios subtoxicos esporadicos en Bahia Tongoy y Bahia
Guanaqueros, sin haber sido posible la identificacion el agente fitoplanctonico
asociado. Por lo que la comprobacion de la toxicidad de los moluscos y las
especies de dinoflagelados sospechosos redundaria en una mejora sustancial de
la seguridad de los alimentos producidos en el area, tanto para consumo local

como para la exportacion.
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Figura 8. Distribucion de episodios toxicos por toxinas paralizantes en las costas
del Océano Pacifico en el continente Americano (e) y Bahias en las que se detecto
la presencia de toxinas paralizantes durante el desarrollo de esta investigacion
(—) (Fuente: adaptado de Alvarez, 2009).
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1.4.2 Acido domoico

En el afio 1987, en Isla Principe Eduardo, Canada, ocurrié un grave evento toxico
provocado por el consumo de mejillones (Mytilus edulis) (Bates et al., 1989; Wright
et al., 1989). La toxina responsable de esta intoxicacion fue el acido domoico y la
fuente causal de la toxina se identificO posteriormente como la diatomea Pseudo-
nitzschia multiseries (Bates et al., 1989; Wright et al., 1989).

El acido domoico es un aminoacido tricarboxilico de bajo peso molecular
originalmente aislado de la macroalga Chondria armata (Takemoto y Daigo, 1958).
Este compuesto es estructural y funcionalmente similar al acido kainico, aunque
éste Ultimo es dicarboxilico. Actualmente, se han descrito otros compuestos
relacionados con el acido domoico (Fig.9), aunque de menor o incluso nula

toxicidad, entre los que destacan los acidos isodomoicos (Clayden et al., 2005).

El mecanismo de accion del acido domoico sobre el hombre est4 basado en su
similitud con el acido glutamico, compitiendo con este por tres receptores distintos
ubicados en neuronas del sistema nervioso central (Stewart et al., 1990). Este
proceso, genera la despolarizacibn de las neuronas, incrementando la
concentracion de Ca*™ a nivel intracelular, causando la muerte de las neuronas del
hipocampo en el cerebro (Todd, 1990; Ravn, 1995).

Los sintomas de la intoxicacion amnésica por mariscos incluyen trastornos
gastrointestinales como nauseas, vomitos, diarreas, y, en casos mMas graves,
efectos neuroldgicos que incluyen mareos, confusion, debilitamiento, letargia,
somnolencia, dolor de cabeza o incluso coma. Los efectos mas severos incluyen
secrecion bronquial, dificultad respiratoria, alucinaciones y pérdida de memoria a

corto plazo y en casos extremos la muerte (Perl et al., 1990; Teitelbaum et al.,
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1990). El limite maximo permisible establecido para este tipo de toxicidad, en la

mayor parte de los paises del mundo es de 20 mg kg™.

HOLG HOLC HO,C —,
‘ ‘Qa_gz Z 3 ,@;‘
HOC" N HOC™ 7 HO™ ™Sy O HOC ™ HO™ ™S O
b H : H :
acido kainico domoilactona A domuilactona B dcido domoico
HO?CWCO?H HO?CWCO?H HOZCW‘COEH HO?C}?——:\—)...CQQH
HO,C™ Sy HO,C SN HOLC™ HOLC™"
H H H H

acido isodomoico A Acido isodomoico B acido isodomoico C acido isodomoico D

HOG HOZC™" Ny G0N
H H
acido isodomoico E acido isodomoico F acido isodomoico H

acido isodomoico G

Figura 9. Estructura quimica del acido kainico y compuestos relacionados con el
acido domoico (Fuente: adaptado de Clayden et al., 2005).

Desde el episodio ocurrido en Canadd, causado por Pseudo-nitzschia multiseries,
este compuesto ha sido detectado en 12 especies: P. australis (Fritz et al., 1992),
P. calliantha, P. cuspidata (Lundholm et al., 2003), P. delicatissima (Smith et al.,
1990), P. fraudulenta (Rhodes et al., 1998), P. galaxiae (Cerino et al., 2005), P.
multistriata (Sarno y Dahlmann, 2000), P. pungens (Rhodes et al., 1996), P.
pseudodelicatissima (Lundholm et al., 1997), P. seriata (Lundholm et al., 1994) y
P. turgidula (Rhodes et al., 1998). Ademas, ha sido detectado en la diatomeas
Nitzschia navis-varingica (Kotaki et al., 2000) y Amphora coffaeformis (Maranda et
al., 1990), aunque existen discrepancias sobre si esta Ultima especie tiene la

capacidad de sintetizar esta toxina.
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En el sur de Chile, en el marco del Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos
(PSMB), el acido domoico ha sido detectado en diferentes moluscos provenientes
de bancos naturales y areas de cultivo de mejillén en la Isla de Chiloé (Regién de
los Lagos) (Suarez-lsla et al., 2002). En la zona Norte, esta toxina ha sido
detectada en las principales bahias en las que se desarrolla el cultivo de ostion del
Norte (Argopecten purpuratus). Entre estas se encuentran Bahia Inglesa (Region
de Atacama), Bahia Guanaqueros y Bahia Tongoy (Regiéon de Coquimbo)
(Suérez-Isla et al., 2002). Adicionalmente, esta toxina ha sido detectada en el
tunicado Pyura chilensis (Lopez-Rivera et al., 2009). En ambas areas, el acido
domoico ha sido registrado en concentraciones superiores al limite regulatorio
provocando cierres en la extraccion de los moluscos afectados por esta toxina.

Todos estos episodios han sido asociados con la presencia de P. australis. Sin
embargo, no se ha comprobado que esta especie sea la Unica fuente de toxicidad
para los moluscos. Esto se debe fundamentalmente, a que las especies del
género Pseudo-nitzschia son componentes frecuentes del fitoplancton en zonas
costeras (Lundholm et al.,, 2002a) y a que varias especies pueden coexistir

durante sus floraciones (Trainer et al., 1998; Cho et al., 2002; Trainer et al., 2002).

Por otra parte, estas especies se distinguen por caracteres taxondmicos de dificil
identificacion con microscopia Optica (Quijano-Scheggia et al., 2008b). Por este
motivo para una correcta identificacion taxonémica a nivel de especie es necesaria
la utilizacion de microscopia electronica (Hasle, 1995; Orsini et al., 2002; Priisholm
et al., 2002; Lundholm et al., 2003; Quijano-Scheggia et al., 2008b) o la utilizacién
de métodos moleculares (Miller y Scholin, 1996; Parsons et al., 1999; Lundholm et
al., 2002b; Evans et al., 2004, Orsini et al., 2004; Bornet et al., 2005).

En Chile, existe escasa informacion relacionada con el género Pseudo-nitzschia.

Los principales estudios fueron realizados por Avaria (1962); Hasle (1972) y
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Rivera (1985). Estos investigadores, registraron la presencia de 5 especies que
han sido asociadas a la produccion de acido domoico en otros lugares del mundo.
Estas especies son P. australis (Frenguelli) (Garrison et al., 1992), P. fraudulenta
(P.T. Cleve) Hasle (Rhodes et al., 1996), P. delicatissima (P.T. Cleve) Heiden en
Heiden & Kolbe (Smith et al., 1990), P. pseudodelicatissima (Hasle) Hasle
(Lundholm et al., 1997) y P. pungens (Grunow ex P.T. Cleve) Hasle (Rhodes et al.,
1996). Ademas, identificaron la especie no toxica Pseudo-nitzschia subpacifica
(Hasle) (Lundholm et al., 2002a) y la presencia de P. seriata que probablemente

fue confundida con P. australis (Hasle, 2002).

1.5Episodios nocivos producidos por organismos fit oplanctonicos que
afectan las caracteristicas organolépticas de losb  ivalvos
Ademés de los episodios téxicos generados el fitoplancton, existe algunas de
especies no toéxicas que contienen substancias que al ser acumuladas por los
bivalvos alteran su aspecto o sabor y por consiguiente disminuyen su valor
comercial, generando pérdidas econOmicas a cultivadores o0 mariscadores
(Blanco, 2001).

En la actualidad, los antecedentes relacionados con estos tipos de episodios son
escasos. Entre estos, se encuentran los cambios de coloracion de la glandula
digestiva de los bivalvos Placopecten magellanicus y Ostrea edulis (Kat, 1984;
Carver et al., 1996) durante floraciones del ciliado Mesodinium rubrum
(=Myrionectra rubra) y el desarrollo de sabor amargo en varias especies de
bivalvos en Australia. En este pais, en el afio 1987, se registrd una floracion de la
diatomea Rhizosolenia chunii, la que estuvo asociada a la presencia de un
intenso sabor amargo en la glandula digestiva de los bivalvos Mytilus edulis,
Pecten alba y Ostrea angasi (Parry et al., 1989). Desde esa fecha, este tipo de
episodios han ocurrido frecuentemente y siempre estan asociados con presencia

de esta diatomea (Department of Primary Industries, 2005), por lo que las
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autoridades de este pais han incluido la identificacion y cuantificacion de esta
microalga en las muestras de fitoplancton que son analizadas en su plan de

control de biotoxinas marinas (Walker, 2009).

Este mismo tipo de eventos nocivos se registro en el afio 1990 la Bahia de
Gamak, Corea del Sur. Durante este episodio, se detectd un fuerte sabor amargo
en las glandulas digestivas de ostras (Crassostrea gigas) que habian sido
utilizadas para la elaboracion de conservas. Los compuestos implicados fueron
estudiados por Lee (1995), que encontr6 que al menos cinco compuestos de
origen peptidico probablemente provenientes del fitoplancton fueron los

responsables.

En nuestro pais, este tipo de episodios, han afectado principalmente al ostién del
norte (Argopecten purpuratus). El primero estos se ha registrado con baja
frecuencia y esta asociado a la presencia de la diatomea Guinardia striata, cuya
ingestion por el ostion altera su aspecto al producir un cambio en la coloracién de
la parte femenina de la gonada sin generar mortalidad en los individuos que
recuperan su aspecto normal alrededor de un mes después de ocurrido el

incidente (Uribe datos no publicados).

El otro tipo de episodios, en el cual nos centraremos, esta asociado a floraciones
de la diatomea Rhizosolenia imbricata durante los cuales se generan cambios en
las caracteristicas organolépticas de los bivalvo, los cuales adquieren un fuerte
sabor amargo, especialmente en los tejidos gonadales (Uribe, 2003). Este tipo de
episodios fue registrado por primera vez en el afio 1994, repitiéndose en el afio
1999 y posteriormente incrementando su frecuencia, con al menos un episodio
anual entre los aflos 2000 y 2007 (Uribe, 2009). De este modo, la presencia de
floraciones algales nocivas de la diatomea Rhizosolenia imbricata en Bahia

Inglesa durante los Ultimos periodos estivales, hace necesario determinar los
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efectos nocivos asociados a la presencia de esta microalga sobre el desarrollo de

la pectinicultura, en una de las bahias méas importantes para el desarrollo acuicola
de este pais.
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2. Metodologia

2.1 Analisis semanales de biotoxinas marinas e iden tificacion de perfiles
toxicos en Argopecten purpuratus extraidos de cada una de las bahias
contempladas en el estudio, mediante HPLC y HPLC-MS

2.1.1 Muestreo de Argopecten purpuratus para analisis de toxinas marinas

Para determinar la presencia de toxinas marinas en el ostion, se considero la
utilizacion de la glandula digestiva debido a que es el érgano en el cual se
acumulan en mayor proporcion las toxinas en la mayoria de los moluscos de

importancia comercial.

Para obtener muestras de glandulas digestivas de ostidn, se realizd6 un muestreo
en las plantas de este molusco en la planta de proceso de las empresas
Compafia Pesquera Camanchaca SA e Invertec Ostimar. Las glandulas fueron
extraidas desde organismos provenientes de Bahia Inglesa (Region de Atacama),

Bahia Guanaqueros y Bahia Tongoy (Region de Coquimbo).

La toma de muestras fue realizada por el personal de las empresas ubicadas en el
area de estudio de manera periddica (una vez por semana o cada quince dias),
con la asistencia de personal del Laboratorio de Produccion Primaria durante los
muestreos intensivos. Cada muestra de glandulas digestivas fue de 200 g, que
corresponde entre 70 a 100 ejemplares talla comercial. EI muestreo se realizo
siguiendo el protocolo establecido por el Laboratorio del Ambiente del Servicio de

Salud Coquimbo, el que consistio en:

* Almacenar las muestras en recipientes limpios, resistentes a agua y
rupturas

 Las muestras fueron apropiadamente etiquetadas con el nombre del
recurso, nombre del recolector, el area de cosecha, la fecha y la hora de

recoleccion.
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* Inmediatamente después de la recoleccién, las muestras fueron
transportadas entre 0 y 10 C al laboratorio y se m antuvieron congeladas (<
20 °C) hasta su analisis.

2.1.2 Analisis de toxinas marinas

Los analisis de las toxinas se realizaron semanalmente en el Laboratorio del
Ambiente dependiente de la Secretaria Regional Ministerial de Salud, Regién de
Coquimbo. El acido domoico (toxina amnésica) fue analizado mediante
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento con deteccion ultravioleta (HPLC-UV)
y las toxinas paralizantes y lipofilicas mediante bioensayo en ratones. Todas las
muestras positivas, exceptuando las del &cido domoico, fueron liofilizadas y
enviadas al Grupo de Episodios Toéxicos del Centro de Investigaciones Marinas
dependiente de la Conselleria de Pesca y Asuntos Maritimos de la Xunta de

Galicia, Espania.

Para la confirmacién y determinacion de perfiles toxicos de toxinas se utilizaron
diferentes técnicas cromatograficas. Para las toxinas paralizantes se utilizd
Cromatografia Liquida de alto rendimiento de fase reversa con apareamiento
idnico y deteccion fluorimétrica (HPLC-RP-FD), mientras que para las toxinas
lipofilicas se utiliz6 Cromatografia Liquida de alto rendimiento acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-MS).

2121 Determinacion de toxina amnésica de molusco s bivalvos (VAM).
Método HPLC-UV

21211 Preparacion de la muestra
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Para realizar los analisis de las toxinas amnésicas, se utilizaron entre 20 y 50 g de
tejidos provenientes de la glandula digestiva. Estos tejidos fueron homogenizados
mecanicamente utilizando un Ultraturrax y 4 g de estos tejidos fueron mezclados
con una solucion de metanol acuoso (50%) para la extraccion de las toxinas. Los
extractos obtenidos fueron centrifugados durante 10 minutos a 20.000 g y el

sobrenadante obtenido fue inyectado directamente al HPLC.

21.2.1.2 Analisis por Cromatografia Liquida de Alt o Rendimiento con
deteccion ultravioleta (HPLC-UV)

Los andlisis fueron realizados en un Cromatografo Liquido de Alta Resolucion con

detector de longitud de onda variable (Agilent 1100). La separacién cromatogréfica

se realizo mediante el método descrito por Quilliam et al. (1989), utilizando una

columna Luna C18 (150 x 2; 3 um) protegida con una pre-columna C18 (4 mm x 2

mm, 3 um) (Phenomenex).

21.2.1.3 Expresion de los resultados

Acido domoico (ug gt) = (A/A) x(C/M)xV

Donde:

A: &rea de la muestra

A': area del estandar

M: peso de la muestra extraida, en gramos.

C: concentracion del estandar inyectado, en yg mL™

V: volumen de dilucion final de la muestra (20 mL)

2.1.2.1.4 Cultivo de Pseudo-nitzschia, preparacibn de muestras y
analisis de toxinas por cromatografia liquida de al ta eficacia
con deteccidn ultravioleta y espectrometria de masa s
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Para el establecimiento de cultivos de Pseudo-nitzschia, se obtuvieron muestras
mediante arrastres verticales con red de fitoplancton de 23 um desde 15m a
superficie. Posteriormente, se procedid a observar las especies in vivo en
busqueda de especies de este género. Al corroborar su presencia, se filtr6 toda la
muestra a través de un tamiz de 220 pm para eliminar impurezas y el
microzooplancton. Para la aclimatacién del fitoplancton al medio de cultivo, las
muestras filtradas se pusieron en matraces con 400 mL de agua de mar filtrada
(0,45 um) enriquecida con medio de cultivo F/2 (Guillard, 1975), incubandolas a 14
°C, irradiacién entre 40 y 35 umol de cuantos m? s™ y un fotoperiodo de de 12:12

h luz:oscuridad.

Una vez aclimatado el fitoplancton se procedid a su separacion mediante la
técnica de aislamiento con micropipetas descrita por Stein (1973). Las células
obtenidas se ubicaron en pocillos de placas de cultivo celular con medio de cultivo
y se realiz6 un seguimiento diario de la evolucién de cada uno de ellos. Una vez
obtenidos los cultivos iniciales, estos fueron escalados a 200 mL y mantenidos a
14 °C, irradiacién entre 100 - 140 pmol de cuantos m? s™ y un fotoperiodo de
12:12 h luz: oscuridad.

Para la extraccion de toxinas de los cultivos de Pseudo-nitzschia australis, P.
calliantha y P. subfraudulenta, se utilizaron 100 mL de cultivo que se encontraban
en fase estacionaria de su curva de crecimiento. Adicionalmente, se tomaron 2 mL

de cada cultivo para determinar la concentracién celular (células mL™).

Las muestras fueron filtradas utilizando un filtro Nuclepore (12 um) y luego lavadas
con 1 mL de formiato de amonio (0,6 M). El acido domoico fue extraido de los
filtros con metanol acuoso (50% v/v) mediante aplicacion de ultrasonidos. Los
extractos obtenidos, fueron centrifugados (20,000 x g; 20 min) y posteriormente
filtrados utilizando filtros de jeringa (0, 45 um) (Teknokroma). Una alicuota de cada

extracto purificado, fue concentrada (10 veces) utilizando un evaporador centrifugo
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Speed Vac (Thermo Fisher Scientific), para posteriormente ser suspendida en

agua ultrapura (MilliQ Gradient, Millipore).

Los analisis de toxinas amnésicas se llevaron a cabo mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento con deteccion Ultravioleta (HPLC-UV) vy
Espectrometria de Masas (HPLC-MS), utilizando un sistema cromatografico
Surveyor MS con detector de diodos y acoplado a espectrometro de masas de

trampa idnica Deca XP plus con interface electro-spray (Thermo Fisher Scientific).

La separacion cromatogréfica, fue realizada utilizando una columna BDS Hypersil
(Thermo Scientific) mediante el método descrito por Quilliam et al. (1989). El
espectrémetro de masas fue operado en modo positivo, con un voltaje de spray de
4,5 kV, temperatura del capilar de 200 °C y operado en modos SIM y MS?,
controlando el ion [M+H]" (m/z 312). La confirmacion y cuantificacion del acido
domoico, se realizé mediante la comparacién con los cromatogramas del material
de referencia (DACS — 1C) obtenidos de IMB-NRC, Canada. El limite de deteccion

de la técnica fue de 0,5 ng mL™.

2.1.2.2 Determinacion de toxina paralizante de molu scos bivalvos
(VPM). Método biolégico.

Para realizar los andlisis de las toxinas paralizantes, se utilizaron entre 100 y 150
g de tejidos provenientes de la glandula digestiva. Estos tejidos fueron
homogenizados mecanicamente utilizando un blender y 100 g de estos tejidos
fueron mezclados con 100 mL de HCI 0,1 N para la extraccién de las toxinas. El
pH de la mezcla fue ajustado entre 2 y 4 (con NaOH 0,1 N o HCI 5 N), en los
casos en los que fue necesario. Posteriormente, la muestra fue calentada (100
C) durante 5 minutos bajo campana de extraccion. Una vez realizada la
extraccion, la muestra fue transferida a una probeta y el volumen fue ajustado a
200 mL con HCI 0.003 N, para finalmente centrifugar o filtrar antes de la inyeccién

intraperitoneal en los ratones.
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21221 Bioensayo

Para la realizacion del bioensayo, se inyectd 1 mL del extracto &cido
intraperitonealmente a 3 ratones (entre 19 y 21 g) (no mayor de 23 g). En cada
caso, se registro el tiempo de muerte (considerando la Ultima respiracion del
raton). En los casos en los que el tiempo de muerte fue menor a 5 minutos las
muestras fueron diluidas con HCI 0,003 N para obtener tiempos de muerte entre 5
y 7 min.

21.2.2.2 Expresion de los resultados

Para determinar la mediana de muerte de los ratones, se convirtieron los tiempos
de muerte a Unidades Raton (UR) utilizando la tabla de Sommer y Meyer (1937),
corrigiendo el peso de cada raton y por la UR correspondiente para obtener la
unidad raton corregida (URC). La concentracion de toxina se determing por la

formula:

ug STXeq 100 g™ de carne = URC x CF x Factor de dilucién x 200

2.1.2.2.3 Determinacion de los perfiles toxicos par  a toxinas paralizantes
en muestras de bivalvos y fitoplancton, mediante cr omatografia
liguida de alta eficacia de fase reversa con detecc i0n
fluorimétrica (HPLC —FD).

Para la extraccion de toxinas en fitoplancton y cultivos de Alexandrium sp, se
utilizaron 30 mL de muestras previamente concentradas. Las muestras fueron
filtradas utilizando un filtro Nuclepore (12 pm) y luego extraidas siguiendo el
meétodo de Franco y Fernandez-Vila (1993).
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Para la extraccidon de toxinas en las glandulas digestivas, se homogenizaron todos
sus tejidos. A continuacion, se extrajeron las toxinas contenidas en 100 g con 100
mL de HCI 0,1 N mediante homogenizacion mecanica (Ultraturrax). La mezcla
obtenida se centrifugd (10.000 x g, 8 min) recuperando el sobrenadante. Una
alicuota de cada extracto, fue purificada utilizando un cartucho de extraccion en
fase solida (SPE) C18 Bond Elut (3 mL, 500 mg) (Varian) siguiendo el método de
(Oshima, 1993), utilizando una estacién de extraccion en fase solida automatizada
Rapid trace SPE Workstation (Caliper LifeScience). Para verificar la presencia de
toxinas del grupo sulfocarbamato, 50 pL de las muestras concentradas fueron
hidrolizados (HCI 0,1 N, 100, 15 min) con el prop 6sito de transformar estas
toxinas a sus equivalentes en toxinas carbamato. Una vez hidrolizada las

muestras, fueron filtradas por filtros de jeringa (0,45 um) (Teknokroma).

Los andlisis de toxinas paralizantes se llevaron a cabo por dos métodos de
cromatografia liquida de alto rendimiento. La deteccion de NeoSTX, dcSTX y STX
se realizd siguiendo el método descrito por (Oshima, 1995), utilizando una
columna cromatografica Prodigy C8 (250 x 4,6 5um) (Phenomenex). La deteccion
de GTX 1-6 y dcGTX 1-4 se realiz6 siguiendo el método de Franco y Fernandez-
Vila (1993), utilizando una columna cromatografica Ascentis RP-Amide (150 x
4,6mm 3um) (Supelco, Sigma-Aldrich). En el caso que las toxinas GTX1 y GTX4
fueran enmascaradas en los cromatogramas por la presencia de interferentes que
no pudieron ser eliminados por SPE, las muestras fueron analizadas con la misma
técnica pero modificando el pH de la fase movil a 6,7. La deteccion de toxinas C
se realizd siguiendo el método de Oshima (1995), utilizando una columna
cromatografica Prodigy C8 (250 x 4.6 5um) (Phenomenex). Finalmente, la
deteccién de toxinas GC se realizo siguiendo el método de Negri et al. (2003b),
utilizando una columna cromatografica Luna C18 (150 x 4,6mm 3um)
(Phenomenex). La cuantificacién de las toxinas se realizé utilizando las técnicas
de Franco y Fernandez-Vila (1993) (GTX1-4) y Oshima (1995) (STX, neoSTX y
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dcSTX). En el caso de las toxinas sulfocarbamato, estas fueron cuantificadas en
base al incremento de en la concentracion de sus correspondientes toxinas
carbamato en las muestras hidrolizadas. Todos los analisis de HPLC-FD, se
realizaron utilizando un sistema cromatografico Beckman System Gold/Nouveau
equipado con un sistema de reaccion post-columna. Este sistema estuvo
compuesto por dos bombas Jasco (PU1580 y PU2080) y 10 m de tubo de teflén
(0,5 mm diametro interno) inmerso en un bafio de agua (65 ). La deteccion fue

realizada mediante un detector de fluorescencia Jasco (sefial/ruido >350).

La asignacion de los picos cromatograficos a las toxinas, se realiz6 mediante la
comparacion de sus tiempos de retencion, con los obtenidos de los analisis de
material de referencia (IMB-NRC, Canada) y por medio de la eliminacion de la
sefal fluorescente al cambiar el oxidante del sistema de reaccion post-columna
por agua. Los limites de deteccion de la técnica fueron estimados considerando

una relacion sefial/ruido de 3 (Tabla II).

Adicionalmente, la presencia de STX en algunas muestras fue confirmada
mediante Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento acoplada a Espectrometria
de Masas HPLC-MS/MS, utilizando un sistema cromatografico Surveyor acoplado
a un espectrometro de masas de trampa i6nica Deca XP plus con una interface
electro-espray (Thermo Fisher Scientific). En este caso, la separacion
cromatogréfica, fue realizada por Cromatografia de Interaccion Hidrofilica (HILIC)
mediante el método descrito por Dell'aversano et al. (2005). El espectrometro de
masas fue operado en modo positivo, con un voltaje de espray de 4,5 kV y con
adquisicién de datos en modo SIM y MS? controlando el ion [M+H]" (m/z 299).
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Tabla Il. Limite de deteccién para toxinas paralizantes analizadas cromatografia
liguida de alto rendimiento en fase reversa con deteccion fluorimétrica y oxidacion
post-columna (HPLC-FD).

Toxina pmol (Mg STX-eq kg™)
Gonyautoxina-1 (GTX1) 0,4 12
Gonyautoxina-2 (GTX2) 0,15 1,6
Gonyautoxina -3 (GTX3) 0,05 1
Gonyautoxina-4 (GTX4) 0,35 7,6
Gonyautoxina-5 (GTX5) 0,28 0,5
Decarbamoylgonyautoxina-2 (dcGTX2) 0,06 0,3
Decarbamoylgonyautoxina-3 (dcGTX3) 0,03 0,3
Saxitoxina (STX) 0,15 4,6
Decarbamoylsaxitoxina (dcSTX) 0,19 3
Neosaxitoxina (neoSTX) 0,16 4.4
N-sulfocarbamoylgonyautoxina-2 (C1) 0,08 0,01
N-sulfocarbamoylgonyautoxina-3 (C2) 0,05 0,1

(Fuente: elaboracion propia)

2.1.2.3 Determinacion de toxinas lipofilicas (Venen o diarreogénico de
los moluscos). Método biolégico.

El método estd basado en la extraccion de las toxinas lipofilicos con acetona
seguido por una particibn con un solvente organico como éter etilico o
diclorometano y agua. Este método, permite detectar la presencia de alguna de
estas toxinas, sin embargo, no es especifico por lo que requiere de una segunda

técnica confirmatoria.

21231 Preparacion de la muestra
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Para realizar los andlisis de las toxinas lipofilicas, se utilizaron entre 100 y 150 g
de tejidos provenientes de la glandula digestiva. Estos tejidos fueron mezclados
con 300 mL de acetona y homogenizados mecanicamente utilizando un blender.
Los extractos obtenidos fueron filtrados a presién reducida, conservando el filtrado
y los residuos. Los residuos obtenidos, fueron extraidos nuevamente con 200 mL
de acetona, mediante el mismo proceso descrito anteriormente. Posteriormente,
los extractos acetonicos fueron combinados y evaporados en rotovapor (sin
exceder los 42 € £ 2 ). Una vez evaporados, el extracto fue suspendido con
100 mL de agua destilada en una probeta y separados por particion liquido-liquido
con un volumen equivalente de diclorometano en un embudo de decantacion,
conservando la fase organica. Este proceso se realizO al menos tres veces,
combinando la fase organica restante y lavando por dltima vez con 20 mL de
agua. Los extractos fueron evaporados a sequedad y suspendidos con un

volumen final de 4 mL de Tween 60 al 1 %.

2.1.2.3.2 Bioensayo

Para la realizacion del bioensayo, se inyectd 1 mL del extracto en Tween 60 por
via intraperitoneal a cada uno de tres ratones de 19 - 20 g de peso. Verificando la

muerte de alguno de estos luego de 24 horas.

2.1.2.3.3 Expresion de resultados

Los resultados se consideraron como positivos para la presencia de toxinas

lipofilicas si se detectaba la muerte de 2 de 3 ratones en 24 horas.

2.1.2.34 Analisis de toxinas lipofilicas en muestr as de glandulas
digestivas por cromatografia liquida de alta eficac ia acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS)
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Para la extraccion de toxinas, las muestras liofilizadas fueron homogenizadas
utilizando un molino. Una porcién de 0,6 g (equivalente a 3 g en peso humedo),
fue extraida dos veces con metanol (100%) en una proporcion aproximada 1:4
(peso humedo/volumen), mediante homogenizacion mecéanica (Ultraturrax). Los
extractos obtenidos fueron centrifugados (10.000 x g, 10 min) recuperando el
sobrenadante y posteriormente se filtrados utilizando filtros de jeringa (0, 45 pm)

(Teknokroma).

Los andlisis de toxinas lipofilicas se llevaron a cabo mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas (HPLC-MS),
utilizando un sistema cromatogréafico Accela MS, acoplado a un espectrometro de
masas de trampa idnica TSQ Quantum Acess Max, con interface electro-spray
(HESI)(Thermo Fisher Scientific). El analisis de las muestras se realizo6 de acuerdo
al método descrito por Gerssen et al. (2009) con algunas modificaciones (Blanco
en preparacion). El espectrometro de masas fue operado en modo negativo para
detectar: 4cido okadaico (AO), dinofisitoxinas (DTX1 y DTX2), yesotoxina (YTX) y
algunos de sus analogos (Homo-YTX, 45-OH-YTX, 45-OH-Homo-YTX, COOH-
YTX, COOH-Homo-YTX, Trinor YTX, COOH-45-OH-YTX) y el acido secoico de la
pectenotoxina 2 (PTXsa) y operado en modo positivo para detectar: esteres del
acido okadaico (16:0 y 22:0), azaspiracidos (AZA 1-6), pectenotoxinas (PTX2,
PTX11, PTX12) espirolidos (SPX) (SPX1, 20-Me G) y las gymnodiminas Ay B.

En ambos todos los casos, las toxinas fueron detectadas en modo SRM (Selected
Reaction Monitoring) siguiendo las transiciones descritas por Gerssen et al.
(2009). Las toxinas fueron confirmadas por sus tiempos de retencion y espectros
de fragmentacion con el material de referencia obtenido del IMB-NRC, Canada.
Los limites de deteccién de la técnica fueron: 0,1 ng mL™ para el 4cido okadaico,
0,8 ng mL™ para las yesotoxinas, 1 ng mL™ para los espirélidos 0,5 ng mL*para la

pectenotoxina-2 y 0,5 ng mL™ para los azaspiréacidos.
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2.1.2.35 Confirmaciéon de perfiles toxicolégicos de muestras de
fitoplancton para toxinas lipofilicas, mediante cro matografia
liguida de alta eficacia de fase reversa acoplada a
espectrometria de masas (HPLC —MS).

2.1.2.3.5.1 Deteccion de pectenotoxinas en  Dinophysis acuminata

Para la extraccion de toxinas en muestras de fitoplancton se utilizaron 30 mL de
muestras de fitoplancton concentradas utilizando un filtro Nuclepore (12 pm). Las
toxinas lipofilicas fueron extraidas desde los filtros utilizando metanol acuoso
(80%). Adicionalmente, se realizaron analisis de 100 células de Dinophysis
acuminata, previamente puestas en 1 mL de metanol (100%). En ambos casos,
las muestras tratadas con ultrasonidos utilizando un sonicador Branson Sonic
Power 250, con el propésito de liberar las toxinas de las células. Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas durante 8 minutos a 10.000 g y filtradas
utilizando un filtro de nylon (0,22 um). Finalmente, los extractos obtenidos fueron
sometidos a una doble particion liquido: liquido, realizada con diclorometano. Las
fracciones organicas obtenidas, fueron evaporadas a sequedad y suspendidas en
100 pL de metanol acuoso (80 %).

Los analisis de toxinas lipofilicas se llevaron a cabo mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas (HPLC-MS),
utilizando un sistema cromatografico con Surveyor MS, acoplado a un
espectrometro de masas de trampa idénica Deca XP plus, con interface electro-

spray (Thermo Fisher Scientific).

La separacion cromatografica, fue realizada utilizando los métodos descritos por
Quilliam (2003) y Suzuki et al. (2006), utilizando una columna cromatografica C8
BDS Hypersil (50 mm x 2 mm, 3 um) (Thermo Scientific) con una pre-columna C8
(4 mm x 2 mm, 3 um) (Phenomenex). El espectrometro de masas fue operado en

modo negativo para detectar acido okadaico (AO), dinophysistoxina 2 (DTX2) y
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dinophysistoxina 1 (DTX1), usando un voltaje de spray de 4 kV y una temperatura
del capilar de 250 C. Para el andlisis de las pect enotoxinas, el espectrometro fue
operado en modo positivo con un voltaje de spray de 5 kV. En ambos casos, las
toxinas fueron detectadas mediante SIM (Selected lon Monitoring) y su
confirmacién mediante el espectro de masas de sus fragmentos obtenidos por CID
(Collision Induced Dissociation) (MS/MS) mediante el modo “dependent scan” y
por sus tiempos de retencidén y espectros de fragmentacion con el material de
referencia obtenido del IMB-NRC, Canada. Para confirmar la presencia de formas
esterificadas del acido okadaico o las dinophysistoxinas, se realizdé una hidrdlisis
alcalina siguiendo el procedimiento descrito por (Vale y Sampayo, 2002b) con
pequefias modificaciones que incluyeron un incremento en la temperatura y la

omision del lavado con hexano (Suzuki et al., 2006).

2.1.2.3.5.2 Deteccion de yesotoxinas en muestras d e fitoplancton.

Para la extraccion de yesotoxinas en muestras de fitoplancton se utilizaron 0,5 mL
de muestras de fitoplancton previamente concentradas mediante arrastres
verticales de una red de fitoplancton. Las muestras, fueron mezcladas con 1,5 mL
de metanol (100%) y las yesotoxinas extraidas utilizando ultrasonidos mediante un
sonicador Branson Sonic Power 250. Posteriormente, los extractos fueron
centrifugados durante 20 minutos a 20.000 g vy filtrados utilizando un filtro de nylon
(0,22 pym).

La purificacion de los extractos toxicos, se realizdé siguiendo el método descrito
por Paz et al. (2006). Una alicuota de 0,5 mL de extracto fue mezclada con 1 mL
de acetato de amonio (0,5 M) a pH 5,8 y cargada en un cartucho de extraccion en
fase solida Bond Elut C18 (Varian) previamente acondicionado con metanol y

acetato de amonio (pH 5.8) (0,5 M) (1:1) y la elucién de las yesotoxinas con
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metanol acuoso (80%). Finalmente, los extractos fueron concentrados utilizando
un evaporador centrifugo Speed Vac (Thermo Fisher Scientific), para

posteriormente ser suspendidos en 0.5 mL de metanol.

La presencia de yesotoxinas en los extractos fue confirmada mediante
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas
(HPLC-MS), utilizando un sistema cromatografico con Surveyor MS, acoplado a un
espectrometro de masas de trampa idénica Deca XP plus, con interface electro-
espray (Thermo Fisher Scientific) utilizando el método de Stobo et al. (2005). La
separacion cromatografica, fue realizada utilizando una columna cromatogréfica
C8 BDS Hypersil (50 mm x 2 mm, 3 um) (Thermo Scientific) con una pre-columna
C8 (4 mm x 2 mm, 3 um) (Phenomenex). El espectrémetro de masas fue operado
en modo negativo para detectar usando un voltaje de espray de 4000 V y una
temperatura del capilar de 200 €. Las yesotoxinas fueron monitorizadas mediante
un escaneo completo (full scan) desde 950 a 1300 m/z y su confirmaciéon mediante
el espectro de masas de sus fragmentos obtenidos por CID (Collision Induced
Dissociation) (MS/MS) mediante el modo “dependent scan” para iones
seleccionados correspondientes a la yesotoxina (m/z 1141) y los principales
analogos detectados normalmente en el plancton que corresponden a trinorYTX
(m/z 1047), noroxoYTX (m/z 1047), glycosilYTX, (m/z 1273), homoYTX (m/z
1155), 45-OHYTX (m/z 1157), 45-OHhomoYTX (m/z 1171), carboxyYTX, (m/z
1173), carboxyhomoYTX (m/z 1187) y 45-OHcarboxyYTX (m/z 1189).

Para confirmar la presencia de yesotoxina, el espectrometro de masas fue
operado en modo SIM (Selected lon Monitoring) para controlando el ion [M+H]"
(m/z 1141) y obteniendo su espectro de fragmentacién en MS? y MS?, aplicando
una energia de colision suplementaria de 45%, para finalmente ser comparados
con los tiempos de retencion y espectros de fragmentacion del material de

referencia obtenido del IMB-NRC, Canada. Adicionalmente, se realizaron los
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analisis cromatograficos para la yesotoxina en muestras de fitoplancton utilizando
la técnica descrita en el punto 2.1.2.3.4

2.2Monitoreo cuantitativo y cualitativo de fitopla ncton de cada una de las

bahias contempladas en el estudio.

Para el monitoreo espacio-temporal de fitoplancton cualitativo y cuantitativo, se
efectu6 muestreos semanales en dos de las estaciones establecidas por PSMB en
Bahia Inglesa (27° 07’ L.S y 70° 52’ L.O) (Fig. 10, Tabla Ill), Regién de Atacama,
Bahia Guanaqueros (30° 10’ L.S. y 71° 24’ L.O) (Fig.11, Tabla IV) y Bahia Tongoy
(30° 16’ L.S. y 71° 33 L.O) (Fig.12, Tabla V), Region de Coquimbo.

monitoreo semanal de las bahias se consider6 los datos provenientes del

Para el

Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PSMB) realizado quincenalmente y
un muestreo adicional en las semanas no contempladas en el programa en dos de
PSMB. El

Guanaqueros y Tongoy fue implementado en octubre de 2008. En Bahia Inglesa

las estaciones establecidas por muestreo semanal en Bahia
los muestreos semanales se iniciaron en diciembre de 2008, razén por la cual solo
se tienen los resultados de PSMB para los meses de octubre y noviembre de

2008.

Tabla lll. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Inglesa.

Estacion |Frecuencia Ubicacion

BI-01 7 dias S 27°06°27,0|W 70°51°43,0”
BI-03 15 dias S 27°06°05,0”" | W 70°51°49,0”"
BI-05 7 dias S 27°07°17,07 |W 70°52°04,0”
BI-10 15 dias S 27°07°30,0" | W 70°54°25,0”

(Fuente: elaboracion propia)

Informe Final Proyecto FIP 2007-20
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos

Pdgina 61



U

Estaciones de Muestreo PSMB Bahia Inglesa
| | | | |

-27.08 4 —
O U
-27.09 -

O

-27.1- -
»
BI-03

271 BI-01 i

-27.12 L
L}
BI-05

BI-10
-27.13 =

-27.14 - =
I I I I I [ I I I
7094  -70.93 -70.92 -7091  -709  -7089 -70.88 -70.87 -70.86 -70.85

Figura 10. Ubicacion de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por
el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Inglesa (o) y las
estaciones seleccionadas durante este estudio (e).(Fuente: elaboracion propia).

Tabla IV. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Guanaqueros.

Estacion Frecuencia Ubicacion

G2 7 dias S 30°11°08,0" |W 71°225°39,0"
G3 15 dias S 30°11°00,0" |W 71°24°57,0"
G7 7 dias S 30°11°25,0" |W 71?225°33,0"
GCentinela | 15 dias S 30°10°23,0" |W 71?24°53,0"

(Fuente: elaboracion propia)
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Figura 11. Ubicacion de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por
el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Guanaqueros (e) y las
estaciones seleccionadas durante este estudio (e). (Fuente: elaboracion propia).

Tabla V. Estaciones y frecuencia de muestreo en Bahia Tongoy.

Estacion |Frecuencia Ubicacion

T3 15 dias S 30°15°43,0” |W 71°30°35,0”
T4 7 dias S 30°16°30,0 |W 71°32°07,0”
T5 7 dias S 30°16°26,0° |W 71°33°59,0”
T11 15 dias S 30°15729,0 W 71°29°52,0”
Tvigia 15 dias S 30°14°48,0° |W 71°31°12,0”

(Fuente: elaboracion propia)
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Figura 12. Ubicacién de estaciones de muestreo de Fitoplancton establecidas por
el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos en Bahia Tongoy (e) y las
estaciones seleccionadas durante este estudio (e)(Fuente: elaboracion propia).

2.2.1 Muestreo y andlisis cualitativo de fitoplanct  on

Las muestras para el analisis cualitativo del fitoplancton, se tomaron con una red
conica estandar con una malla de 23 um de apertura de poro, realizando 3
arrastres verticales desde los 15m de profundidad a superficie por estacion de
muestreo, para conformar una sola muestra de 130 mL, la cuales fueron
almacenada en botellas plasticas de 150 mL y fijadas con formaldehido al 5 %.

Las muestras fueron analizadas con un microscopio invertido con contraste de
fase Olympus modelo CKX41 y fotografiadas utilizando una camara fotogréafica
digital Olympus. Las fotografias de las especies fitoplanctonicas toxicas o nocivas
fueron analizadas utilizando el programa Image-Pro Plus 4.5, que fue previamente

calibrado utilizando un ocular micrométrico Zeiss (0,8 um de precision).
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La abundancia de cada una de las especies fitoplanctonicas presentes en las
muestras de red, se clasificaron utilizando un indice de abundancia relativa (Tabla
VI).

Tabla VI. indice de abundancia relativa del fitoplancton analizado en muestras
cualitativas.

Escala Nivel Células
Raro 1 1-10
Escaso 2 11 - 30

Abundante 3 31-100
Muy Abundante 4 > 100

(Fuente:SERNAPESCA)

2.2.2 Muestreo y analisis cuantitativo de fitoplan  cton

Las muestras volumétricas para el andlisis cuantitativo de fitoplancton, se tomaron
con una manguera segun de 15 m de longitud y 1” de didmetro (Lindahl, 1986),
gue se encuentra estandarizada para los andlisis de PSMB. Las muestras fueron
almacenadas en botellas plasticas 150 mL y fijadas con 2 gotas de una solucién
concentrada de lugol, permaneciendo en oscuridad hasta el momento de analisis.
Ademas, de esta muestra se almacenaron 5 L agua sin fijar, la que posteriormente

se filtr6 con una malla de 10 um para concentrar los nanoflagelados.

Los andlisis cuantitativos fueron realizados siguiendo el método de Utermohl
(1958), utilizando un microscopio invertido Olympus CKX41. En cada analisis, se
contabilizé la cantidad de microalgas sedimentadas en el fondo de una camara de
10 mL siguiendo las recomendaciones descritas por Hasle (1978), expresando los

resultados en células L™
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2.3ldentificacion taxondémica del fitoplancton toxi €O 0 nocivo encontrado
en cada una de las bahias contempladas en el estudi 0.

2.3.1 Especies productoras de toxinas amneésicas.

Los analisis cualitativos se realizaron utilizando un microscopio foténico Olympus
modelo IX71 con contraste de fases. En tanto, los analisis cuantitativos se
realizaron con la técnica de Utermohl (Hasle, 1978), utilizando un microscopio
invertido Olympus modelo CKX41.

Los andlisis taxonémicos de las muestras de fitoplancton y de las células
obtenidas en cultivo, fueron realizados mediante la utilizacion de microscopia
electrénica de barrido (SEM). Las muestras fueron preparadas siguiendo la
metodologia descrita por Lundholm et al. (2002b) y fueron analizadas por el
Centro Mediterraneo de Investigaciones Marinas y Ambientales perteneciente al
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de Espafa, utilizando un

microscopio electronico Hitachi S-3500N.

2.3.2 Especies productoras de toxinas paralizante s

Los analisis cualitativos se realizaron utilizando un microscopio fotonico invertido
Olympus modelo IX71 utilizando técnicas fluorimétricas. Adicionalmente, para
lograr una mejor identificacion de células del género Alexandrium, se procedio a
disgregar las placas de la teca con hipoclorito de sodio. En tanto, los analisis
cuantitativos se realizaron con la técnica de Utermohl (Hasle, 1978), utilizando un

microscopio invertido Olympus modelo CKX41.
2.3.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas

233.1 Dinophysis acuminata
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Los analisis cualitativos se realizaron utilizando un microscopio fotonico Olympus
modelo IX71 con contraste de fases. En tanto, los andlisis cuantitativos se
realizaron con la técnica de Utermohl (Hasle, 1978), utilizando un microscopio
invertido Olympus modelo CKX41, debido a la baja densidad que presenta esta

especie se realiz6 un recuento de la camara completa de 10 mL.

2.3.3.2 Protoceratium reticulatum

Los analisis cualitativos se realizaron utilizando un microscopio foténico Olympus
modelo IX71 con contraste de fases. En tanto, los analisis cuantitativos se
realizaron con la técnica de Utermohl (Hasle, 1978), utilizando un microscopio
invertido Olympus modelo CKX41, debido a la baja densidad que presenta esta

especie se realiz6 un recuento de la camara completa de 10 mL.

Para preparar las muestras de fitoplancton que contienen dinoflagelados tecados
para en el microscopio electronico de barrido. Se dispuso de muestras de
fitoplancton obtenidas desde Bahia Mejillones. Estas muestras, fueron lavadas 3
veces utilizando tampdn cacodilato (0,1 M; pH 7,2) durante una hora cada vez.
Posteriormente, las muestras fueron fijadas en OsQ,, lavando nuevamente con el
tampon de cacodilato. Luego, se realizé la deshidratacion de la muestra durante
15 minutos en una escala de etanol creciente desde 10% hasta 100%, realizando
el proceso 2 veces para este ultimo solvente organico. Posteriormente, se realizo
el mismo procedimiento pero cambiando la solucién por una de amilacetato en
proporciones de (25:75, 50:50, 75:25 y 2 x 100%). Finalmente, las muestras
fueron deshidratadas mediante la técnica de punto critico y cubierta con oro
paladio. Los andlisis fueron realizados utilizando un microscopio electrénico de
barrido ESEM FEI Quanta 200 en el Servicio de Microscopia Electronica

perteneciente al CACTI de la Universidad de Vigo.
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2.4Evaluacion sensorial para determinar la distribucio n anatdmica del
sabor amargo en Argopecten purpuratus

Para determinar como se distribuye la intensidad del sabor amargo en los
principales 6rganos o tejidos de la vieira, se obtuvieron 50 individuos que
adquirieron el sabor amargo de forma natural durante floraciones de la diatomea

Rhizosolenia imbricata en Bahia Inglesa el verano de 2008.

Los bivalvos fueron transportados inmediatamente al laboratorio donde se
procedio a lavarlos. Una vez lavados fueron separados aleatoriamente en cinco
grupos de diez vieiras cada uno. Cada individuo fue desconchado, lavado y
diseccionado en glandula digestiva, manto, branquias, gonada y musculo aductor
(Fig.13).

- Glanduladigestiva

Gonada
- -

Figura 13. Principales organos y tejidos en Argopecten purpuratus. (Fuente:
elaboracion propia)

Los diferentes organos y tejidos obtenidos de cada grupo de vieiras fueron
sometidas a una evaluacion sensorial para determinar la intensidad del sabor
amargo en cada uno de ellos. El panel de evaluadores estuvo constituido por

voluntarios pertenecientes al Laboratorio de Produccion Primaria y Fitoplancton de
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la Universidad Catolica del Norte, quienes clasificaron el sabor amargo utilizando

la clasificacion establecida por Parry et al. (1989) (Tabla VII).

Tabla VII. Clasificacion numérica para la intensidad del amargo en tejidos de
Argopecten purpuratus.

Sabor Escala
No Amargo
Débilmente amargo
Amargo
Amargo, pero que puede ser ingerido
Amargo, que no permite ser ingerido
Extremadamente amargo
Extraordinariamente amargo

(Fuente: adaptado de Parry et al. 1989)

ula|wnk(Plo

2.5Progreso en la purificacion e identificacion de | compuesto quimico
gue da origen al sabor amargo de los bivalvos.

2.5.1 Obtencion de la muestra y caracterizacion pr  eliminar.

Para iniciar los estudios de purificacion, se obtuvieron 2 kg de génadas de vieira
(Argopecten purpuratus) extraidas durante el verano de 2008 de Bahia Inglesa.
Las génadas obtenidas fueron liofilizadas y sometidas a un proceso de evaluacion

sensorial para verificar que el sabor amargo persiste en estos tejidos.

Una sub-muestra de 50 g (de gonada rehidratada) fue utilizada para determinar el
procedimiento 6ptimo de extraccién del compuesto amargo. Para esto, el proceso
de extraccion se realizo utilizando en primer lugar agua Milli-Q gradient en una
proporcion 1 g y 4 mL y homogenizando mecanicamente utilizando un Utraturrax
(IKA). Los extractos obtenidos fueron centrifugados durante 20 minutos a 3.000 g
y el sobrenadante almacenado y mantenido a -20C. E| material decantado por
centrifugacion fue extraido nuevamente utilizando el mismo protocolo descrito

anteriormente pero utilizando como solvente metanol acuoso en concentracion
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creciente desde 30 a 100%, para finalizar con una extraccion con acetona. Una
vez obtenidos los extractos, una alicuota de 10 mL de cada uno de ellos fue
evaporada y concentrada utilizando un evaporador SpeedVac (Thermo Scientific)
para posteriormente ser suspendidas en etanol acuoso (50%) y ser sometidas a
una evaluacion sensorial. La evaluacién sensorial fue realizada por un panel de
voluntarios del Centro de Investigacidns Marifias utilizando una escala numérica

para describir el sabor y el color de los extractos.

Para expresar la intensidad del sabor amargo presente en cada extracto, se utilizd
una modificacion de la clasificacion utilizada por Parry et al. (1989) (Tabla VIII). En
relacion al color, se utilizé una escala simbdlica que permita comprender el grado

de coloracion de la muestra (Tabla IX).

Tabla VIII. Clasificacion numérica para determinar la intensidad del sabor amargo
en extractos obtenidos de gonadas de Argopecten purpuratus.

Sabor Escala
No Amargo
Débilmente Amargo
Amargo
Muy Amargo
Extremadamente amargo
Extraordinariamente amargo
(Fuente: adaptado de Parry et al. 1989)

Mwn(k|Plo

Tabla IX. Escala simbdlica para describir el grado de coloracion de los extractos
obtenidos de gonadas de Argopecten purpuratus.

Color Escala
Sin color -
Débil +
Intenso ++
Muy Intenso +++

(Fuente: elaboracion propia)
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2.5.2 Determinacion del tamafio molecular aproximado del compuesto
amargo

Para determinar el tamafio molecular aproximado del compuesto amargo, se
realizd un fraccionamiento mediante ultrafiltracion. Para esto, una alicuota de 400
uL del extracto amargo en etanol 100% fue sometida a ultrafiltracion utilizando
ultrafiltros de 10 y 3 kDa (Pall Corporation NanoSEP OMEGA). Cada filtro que
contenia la muestra fue centrifugado a 48000 g y la fraccion del extracto que
atravesO las membranas sometidas a evaluacion sensorial para determinar la

presencia del compuesto amargo.

25.3 Determinacion de la carga del compuesto amarg 0

Para determinar el tipo de carga que posee el compuesto amargo, se utilizaron
dos cartuchos cromatograficos de intercambio iénico, uno de intercambio
anioénico débil Strata-X AW (60 mg) (Phenomenex) y de intercambio cationico débil
Strata-X CW (60 mg) (Phenomenex).

254 Determinacion de las caracteristicas de reten  cidn en fase reversa y
normal

Para determinar la retencion en fase reversa del compuesto amargo, se utilizaron
diferentes tipos de columnas cromatograficas con fases de distinta naturaleza
guimica. Para esto, se utilizaron columnas dos columnas cromatograficas de fase
reversa que fueron Prodigy C8 (250 x 4.6 mm; 5 um) (Phenomenex), Luna C18
(250 x 10 mm; 5 pm) (Phenomenex) y tres cartuchos de extraccion en fase sélida,
el primero de ellos de fase reversa Strata — X (60 mg) (Phenomenex) y dos de

fase normal: silice (500 mg)(Waters) y aminopropil (500 mg) (Waters).
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255 Ensayo de digestibn con tri psina par a comprobar la posible
naturaleza proteica del compuesto

Para comprobar si el compuesto amargo es de naturaleza proteica, una alicuota
del extracto amargo en agua fue sometida a una digestién con tripsina (1 mg mL™)
a 37 T en buffer fosfato (10 mM) y s alino (0.15 M) a pH 7.3 durante 24 horas.

2.5.6 Extraccién del compuesto amargo para su purificacié n

Para la realizacién del grueso del estudio se utilizaron 6 kg de gbnadas de vieira
(Argopecten purpuratus) obtuvieron de Bahia Inglesa. Estas fueron donadas por la
Compafia Pesquera Camanchaca que se encontraba elaborando productos
congelados en formato “roe off” para el mercado Norteamericano, en el cual sélo
se utiliza el musculo aductor.

Figura 14. Proceso de extraccion del compuesto amargo desde las gbnadas
liofilizadas de Argopecten purpuratus. (Fuente: elaboracion propia).

Se realiz6 la extraccion de las gonadas liofilizadas (6 kg humedos, 1.5 kg
liofilizados) utilizando una mezcla de acetona y metanol (2:3 v:v) con una
proporcion de 1 g de gonada liofiizada por cada mL de solvente, y

homogenizando mecéanicamente utilizando un procesador de alimentos (Fig. 14).
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Posteriormente, el extracto fue centrifugado a 10000 g durante 15 minutos a 4C y

el sobrenadante evaporado utilizando rotavapor.

257 Purificacion del compuesto utilizando Sephade  x LH-20

Para realizar la purificacion del compuesto amargo en los extractos obtenidos, la
separacion cromatografica fue realizada utilizando cromatografia de exclusiéon
molecular (SEC) con Sephadex LH-20 (GE Healthcare Life Sciences) como fase
estacionaria y una columna cromatogréfica abierta de 80 cm de longitud y 20 cm
de diametro rellena con 1.5 kg de fase estacionaria y un volumen de carga de 50
mL (Fig.15A). La primera purificacion se realizé utilizando metanol 100% como
fase movil (Fig. 15B), mientras que la segunda purificacion se realiz6 utilizando

una mezcla de metanol, cloroformo y n-hexano en proporcion 1:1:1 (Fig.15C).

En ambos casos, para comprobar el contenido de las fracciones obtenidas en la
cromatografia en columna, estas fueron estudiadas utilizando cromatografia en
capa fina (TLC) utilizando placas cromatograficas de Silica gel 60 F (Merck), las
gue fueron eluidas con una mezcla de benceno: acetona : metanol y acido acético
(6 N) en proporcion 150:80:19:1, respectivamente. El revelado de las placas se
llevo a cabo por visualizacion bajo luz UV (254 nm y 310 nm) y por revelado con
acido molibdofosférico. Las fracciones que presentaban el mismo perfil
cromatografico obtenido por TLC, fueron mezcladas para posteriormente ser
evaporadas y luego suspendidas en etanol 50% para ser sometidas a una

evaluacion sensorial y determinar cual o cuales eran amargas.

La fraccibn amarga obtenida en la etapa anterior, fue purificada nuevamente
mediante Sephadex LH-20 (GE Healthcare Life Sciences). En este caso, se utilizd
una columna de vidrio cerrada de 25 mm de diametro interno y 250 mm de
longitud (Omnifit Diba Industries) que se rellend con 25 g de fase estacionaria lo

gue corresponde a 200 mm de lecho (Fig.16). En cada inyeccion, se utilizé 1 mL
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de extracto con una concentracién de 200 mg mL™. La elucién se realizé6 en modo
isocratico con metanol, cloroformo y n-hexano en proporcién 1:1:1 como fase

! colectando fracciones cada 3.6 minutos con un

movil a un flujo de 1.2 mL min ~
colector de fracciones Gilson 203B hasta completar un volumen y medio de la
columna. Tal como se realiz6 en las etapas anteriores, el contenido de cada una
de ellas se comprob6é mediante cromatografia en capa fina utilizando el mismo
protocolo descrito anteriormente. Las fracciones que presentaban el mismo perfil
cromatografico obtenido por TLC, fueron mezcladas para posteriormente ser
evaporadas y luego suspendidas en etanol para ser sometidas a una evaluacion

sensorial y determinar cual o cuales eran amargas.

Figura 15. Purificacion del compuesto amargo extraido de gbnadas de Argopecten
purpuratus, utilizando cromatografia SEC con fase estacionaria Sephadex LH-20.
(A) carga del extracto (B) primera purificacion (C) segunda purificacion.
(Desarrollado en las instalaciones del Instituto de Bio-Organica de la Universidad
de La Laguna). (Fuente: elaboracion propia).

En las fases finales se utilizaron columnas empaquetadas con la misma fase
estacionaria pero de menor didmetro para mejorar la separacién cromatografica.

Se utilizé una columna de vidrio cerrada (Omnifit Diba Industries) de 10 mm de
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diametro interno y 250 mm de longitud utilizando como fase movil la mezcla de

metanol, cloroformo y n-hexano en proporcién 1:1:1 a un flujo de 0.2 mL min ™,

Figura 16. Purificacién del compuesto amargo utilizando cromatografia SEC con
fase estacionaria Sephadex LH-20 en columna cerrada. (Fuente: elaboracién

propia).

2.5.8 Evaluacién de la posibilidad de purificacion por cromatografia
liguida de alta eficacia en fase reversa, fase norm al e interaccion
hidrofilica.

Para continuar con el proceso de purificacion del compuesto amargo, se realizaron
pruebas para verificar si este podia ser separado de sus compuestos
acompafantes mediante la aplicacion de diferentes modos de separacion
cromatogréaficos. Estos fueron evaluados dependiendo de la naturaleza quimica

del relleno de la columna en:

* Fase reversa mediante columnas: Luna C18 (250 x 10 mm; 5 pm)
(Phenomenex) y una POPLC C30 (80 x 3 mm; 5 pum)(Bischoff Scientific).
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» Fase normal mediante columnas: POPLC Cianopropil (80 x 3 mm; 5 um) y
POPLC Fenil (80 x 3 mm; 5 pm) (Bischoff Scientific).

» Interaccion hidrofilica utilizando una columna Kinetex HILIC (50 x 2.1 mm;

2.6 pum) (Phenomenex).

Todos las técnicas se realizaron utilizando un sistema cromatografico equipado
con una bomba Surveyor LC Pump (Thermo Scientific), un autosampler 717 plus
(Waters) y un detector de diodos PDA Plus detector (Thermo Scientific),
monitorizando una longitud de onda entre 190 y 360 nm. En todos los casos, se

colectaron fracciones cada minuto utilizando un colector Gilson 203B.

Finalmente, todas las fracciones fueron evaporadas y luego suspendidas en etanol
para ser sometidas a una evaluacion sensorial y determinar cual o cuales eran

amargas.

259 Purificacion por extraccion en fase solida (S PE)

Debido a la gran cantidad de compuestos detectados por TLC en las fracciones
donde se encuentra el sabor amargo resulta de interés, si es posible, encontrar
estrategias que permitan retener estos interferentes o retener el compuesto que da
sabor amargo a los bivalvos. Para esto, se evaluaron diferentes estrategias de
purificacion del extracto amargo utilizando extraccion en fase solida (SPE) en fase
normal. Las fases cromatogréaficas utilizadas fueron: silice (500 mg) (Waters),
Florisil (500 mg) (Waters) y Aminopropil (NH2) (500 mg) (Waters). Finalmente,
todas las fracciones fueron cromatografiadas por TLC evaporadas y luego
disueltas en etanol para ser sometidas a una evaluacion sensorial y determinar

cual o cuales eran amargas.
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2.5.10  Purificacidon del compuesto amargo mediante | a utilizacion de
resinas de adsorcion

Otra de las metodologias utilizadas para purificar el extracto que contiene el
compuesto quimico que da sabor amargo a los bivalvos fue la utilizacion de
resinas de adsorcion. Para esto se escogié DIAION HP20 (Mitsubishi Chemicals
Co), que se habia comprobado previamente que era capaz de retener el
compuesto amargo en metanol 80%, y que fue empaquetado en una columna de
vidrio cerrada de 25 mm de diametro interno y 250 mm de longitud (Omnifit Diba
Industries) hasta formar un lecho de 200 mm de longitud. En cada inyeccion, se
utilizé 1 mL de extracto con una concentracion de 200 mg mL . La elucién se
realizé6 en modo isocratico con metanol 100% a un flujo de 1 mL min™, colectando
fracciones cada 5 minutos con un colector de fracciones Gilson 203B hasta
completar un volumen y medio de la columna. Tal como se realiz6 en las etapas
anteriores, el contenido de cada una de ellas se comprob6 mediante cromatografia
en capa fina utilizando el mismo protocolo descrito anteriormente. Las fracciones
gue presentaban el mismo perfil cromatografico obtenido por TLC, fueron
mezcladas para posteriormente ser evaporadas y luego suspendidas en etanol
para ser sometidas a una evaluacion sensorial y determinar cual o cuales eran

amargas.

Finalmente, se utiliz6 una columna de vidrio cerrada (Omnifit Diba Industries) de
10 mm de didmetro interno y 250 mm de longitud con DIAION HP20SS (Mitsubishi
Chemicals Co) que se eluyo con metanol 100 % como fase movil, a un flujo de 0.1
mL min . Las fracciones que presentaban el mismo perfil cromatografico obtenido
por TLC, fueron mezcladas para posteriormente ser evaporadas y luego
suspendidas en etanol para ser sometidas a una evaluacion sensorial y determinar

cual o cuales eran amargas.
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2.5.11  Andlisis de los extractos a espectrometria de masas

Los analisis de los extractos obtenidos de la dltima purificacion del compuesto
amargo realizada con Sephadex LH20, se llevaron a cabo mediante
Espectrometria de Masas utilizando un sistema cromatogréafico un espectrometro
de masas de trampa ionica Deca XP plus, con interface Nano-spray (Thermo

Fisher Scientific).

Gonadas PR
" Determinacion " "
liofilizadas tamafio molecular Ultrafiltracion
1.5 . 30y 100 kDa
.5ke) aproximado Y

Extraccion N Primerapurificacion . Sneu:i L:?’:HE;E_I:_;":;':‘:M“
MeoH:Acetona "1 sephadex MeOH 100% ’ ; 1_1_'1
; Tercera purificacion Sephadex _]
Exclusion molecular MeOH:chcl3:n-h HILIC
1:1:1 J
Fase rEuRErsa Fase narme al
Prodlgv (=] Luna C18 POPLC C30 POPLC Clanopropll POPLC fenil Kinetex HILIC
250%4.6 mm; 5 pm 250%10 mm; 5 pm B0x 3mm; 5 pm 80x 3mm; 5 pm BOx3mm;5 pm S0x% 2.1 mm; 2.6 pm
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Fase reversa + [ntercarhic jonico Aminopropil Silice Florisil
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T
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H H y

Figura 17. Resumen de las diferentes técnicas utilizadas durante el desarrollo de
experimentos que permitieron purificar el compuesto amargo que da sabor a los
bivalvos. (Fuente: elaboracion propia).

7
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Los analisis fueron desarrollados utilizando una sonda Nano-spray en modo
estatico. Para los andlisis, una alicuota de 5 pL de cada extracto fue cargada en
un capilar de vidrio con revestimiento metalico (PicoTip Emitter) (5.2 mm x 2 + 0.5
um. El espectrometro de masas fue operado en modos Full scan, Zoom Scan,
MS2 y MS3, en positivo, con un voltaje de spray de 1 kV, realizando un MSn a los
iones moleculares mas abundantes, y en full scan en modo negativo, con un

voltaje.de spray de 2kV.

2.5.12  Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en un
espectrémetro Bruker AMX 500 (Fig. 18), operando a 300.12 y 75.42 MHz para los
nacleos de 1H y 13C respectivamente, y usando como solvente cloroformo
deuterado (CDCI3).

Figura 18. Extractos amargos semi-purificados de goénadas de Argopecten
purpuratus (izquierda). Espectrometro Bruker AMX 500 (derecha) perteneciente al
Instituto de Bio-organica de la Universidad de La Laguna, Tenerife. (Fuente:
Elaboracion propia).
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2.6ldentificacion de quistes obtenidos de las bahi  as incorporadas en el
estudio

Para el estudio de la identificacion de quistes, se obtuvieron muestras de
sedimentos en Bahia Mejillones (Region de Antofagasta), Bahia Inglesa (Region

de Atacama), Bahia Guanaqueros y Bahia Tongoy (Regién de Coquimbo).

Los muestreos en Bahia Mejillones y Bahia Inglesa, se realizaron manualmente
mediante buceo, arrastrando por la superficie un recipiente plastico de boca ancha
(250 mL), de manera de recoger los primeros 2-3 cm superficiales en fondos
preferentemente limoso-arcilloso en sectores someros de la bahia. En las Bahias
Guanaqueros y Tongoy se realiz0 un muestreo mediante draga, debido a que el
sedimento limo-arcilloso se encuentra bajo los 40 m de profundidad (Berrios y
Olivares, 1996). Las muestras se tomaron por triplicado y mantuvieron refrigeradas

a 4 °C y en oscuridad hasta el momento de su procesamiento en laboratorio.

En Bahia Mejillones, con fecha 29 de marzo, se realizO6 un muestreo de
sedimentos en el cual se consideraron seis estaciones (Fig. 19) escogidas por los
estudios de granulometria existentes en la Bahia (Valdés et al., 2005). Cuatro de
ellas se ubicaron en el sector de La Rinconada, donde se encontraba el centro de
cultivo de la empresa Grimar Norte Ltda y dos estaciones en el sector del muelle

del puerto Mejillones.

Debido al cierre de la totalidad de las empresas de cultivos de ostiones en la
Regioén de Antofagasta como es el caso de Bahia Mejillones, con posterioridad a la
presentacion del proyecto, no permitié realizar un muestreo periddico de
parametros ambientales, fitoplancton y toxinas a los ostiones de cultivo, por lo que
solamente se realizé un estudio de quistes de dinoflagelados en sedimentos. Sin
embargo, nuestro equipo de trabajo, habia realizado estudios previos en la zona
en conjunto con la empresa que desarrollaba el cultivo de este bivalvo en esta
zona geogréfica. De este modo, se presentan los resultados de tres floraciones

algales producidos por dinoflagelados potencialmente toxicos.
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Figura 19. Ubicacion de estaciones de muestreo de sedimento en Bahia
Mejillones. (Fuente: elaboracion propia).

2.6.1 Procesamiento de las muestras de sedimentos

Las muestras fueron procesadas segun metodologia descrita por (Matsuoka y
Fukuyo, 2000), que consiste en la limpieza de los quistes para eliminar arena y
detritus utilizando ultrasonidos, seguido por lavados sucesivos y el filtrado a través

de tamices de 80, 35, 20 um. La muestra final fue transferida a un volumen de 3

mL de agua de mar microfiltrada 0,45 um.

2.6.2 Andlisis de muestras

Los quistes fueron identificados utilizando un microscopio invertido Olympus
Modelo IX71 con contraste de fase y fluorescencia. Estos fueron digitalizados,
utiizando una camara fotografica Jenoptix ProgRes C3 cool. Las fotografias
obtenidas fueron analizadas utilizando el programa ProgRes Capture Pro 2.5, que

fue previamente calibrado utilizando un ocular micrométrico Zeiss (0,8 um de
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precision). Para la identificacion de los quistes, se consulté la bibliografia de Euvitt,
(1985); Blanco (1989a); Blanco (1989b); Blanco (1989); Matsuoka y Fukuyo
(2000); Lembeye (2004).

2.7Monitoreo de variables oceanograficas y meteoro logicas de las
principales bahias en las que se desarrollara el es  tudio.

271 Temperatura del mar

Se instalé una cadena de termistores (Stowaway TidbiT Temp) a 5, 10, 15y 20 m
programados para registrar la temperatura (C) cada 5 minutos en bahia Inglesa y
bahia Tongoy. La cadena de termistores de Tongoy fue instalada por primera vez
en septiembre del 2008 y mantenida hasta el 18 de diciembre de 2008, se volvio a
fondear el 15 de enero de 2009, mientras que los termistores de Bahia Inglesa se

fondearon el 5 de diciembre. Ambas cadenas han sido mantenidas hasta la fecha.
2.7.2 Variables meteorolbgicas

Se instalaron dos estaciones meteorologicas HOBO Weather Station Starter
System (H21-SYS-A), una en bahia de Coquimbo, el dia 25 de noviembre del
2008 y la otra en Bahia Inglesa el dia 5 de diciembre de 2008. Cada estacion fue
programada para registrar la presién atmosférica (mBar), viento (magnitud (m s™)
y direccién (grados), temperatura del aire (C), hu medad relativa (%) y la radiacion
incidente (UE) cada 10 minutos. Esta Ultima, se determino como radiacion

acumulada y sus unidades en mE.

Con la informacién de viento se calcularon los indices de surgencia (I1S) (Bakun,
1973; Bakun, 1975 ; Bakun, 1987) y de turbulencia (IT) (Bakun y Parrish, 1982)
gue corresponde al cubo de la magnitud del viento. El indice de surgencia se

calcul6 por medio de la ecuacion:
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donde 7, es el esfuerzo tangencial del viento sobre la superficie en la direccion

norte-sur; f = 2w sen A es el Coriolis, siendo 4 la latitud.

El esfuerzo tangencial se calculé por medio de la expresion:

Ty = Pacav|wl

Siendo p, la densidad del aire (1.25 kg/m®); cq el coeficiente de arrastre (el que
puede ser contante o variar con la intensidad del viento); v es la componente

norte-sur del viento y |w| es la magnitud del viento.

2.8Impactos econémicos generados por la aparicion de floraciones
algales nocivas en la industria pectinicultura en e | norte de Chile.

El impacto economico producido por los cierres cautelares decretados por el
Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PSMB), para las bahias Mejillones,
Inglesa, Guanaqueros y Tongoy, donde se cultivaba mas del 95% de los ostiones,

dependeria de la época del afo.

En estas bahias, la cosecha de ostiones se realiza de manera fraccionada durante
ciertas épocas del afio. Durante el afio 2007, cuando la industria pectinicultora
estaba en plena actividad, el principal destino de las exportaciones fue Francia
(77%) vy el principal formato de exportacion fue IQF con un valor aproximado de
1.653,8 ton. Para lograr esta produccion, las empresas cosechaban el 30% de
producciéon antes del 30 de octubre con el objetivo de llegar antes de navidad
para obtener un mejor precio. Posteriormente desde fines de octubre a principios

de febrero las empresas cosechan aproximadamente el 55%, y el 15% durante el
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resto del afio. Por esta razon, los cierres cautelares por FANs no provocarian el
mismo impacto economico a lo largo del afio, siendo méas fuerte en la época

primavera-verano.

También es importante sefialar que en algunas ocasiones, las empresas detienen
la cosecha debido a desoves naturales de los ostiones con periodos que van
desde los 30 dias en otofio-invierno y alrededor de 5 dias en primavera-verano a
la espera que estos maduren y aumentar el rendimiento. El tiempo mas corto de
recuperacion del indice gonado-somatico del ostion en primavera-verano, se debe
a que hay mas alimento fitoplancténico en el agua. Los tiempos de no cosecha por
desoves, es muy similar a los tiempos de cierres cautelares por FANs, como es
por VAM (Pseudo-nitzschia australis) y por VPM o VDM, que hasta el momento
han sido de corta duracion (10 a 15 dias), lo que significa que no es un gran
impacto econémico para las empresas por estos tipos de FANs. No ocurre lo
mismo con el amargo de los moluscos (Rhizosolenia imbricata), evento que puede

durar hasta dos meses.

Dado que la mayor cantidad de eventos de floraciones de algas nocivas y cierres
cautelares se dio en Bahia Inglesa, se escogido a Compafiia Pesquera
Camanchaca S. A. como sujeto de estudio debido a sus volumenes de produccién
(636.7 ton IQF, 2007), con buen registro de informacion (tasa de crecimiento y
mortalidad de los ostiones) y exporta el total de su produccion. El costo de
producciéon de Camanchaca asciende a los aproximadamente a los US$ 13 el kilo,
siendo el rango de costos de las restantes empresas entre US$ 9 y US$ 13 el kilo
para el afio 2010. Cabe sefalar que las empresas de la Il Region dieron término a
esta actividad entre el 2007 y 2008, posteriormente lo hicieron empresas de la lll y
IV Regidn, entre el 2008 y 2009 por el bajo valor que fue cotizado este producto

en el mercado internacional.
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2.8.1 Periodo de los eventos

Durante la ejecucion del estudio se presentaron dos eventos de floraciones algales
nocivas en que se decretaron cierres, uno que comprendio desde el 30 de enero
de 2008 al 26 de marzo de 2008 y un segundo evento que comprendié desde el
03 de diciembre de 2008 al 04 de febrero de 2009.

2.8.2 Catastro de empresas exportadoras y su peso r elativo en la
produccion total.

La determinacién del nimero de empresas exportadoras que participaban del
mercado para los periodos analizados se realizé consultando las bases de datos
de ProChile. En base a las exportaciones valorizadas en doélares se calculé su
peso relativo sobre el total exportado por el pais para los afios 2007, 2008 y 2009.

2.8.3 Recopilacion de informacion primaria.

Se disefid un cuestionario para recopilar la siguiente informacion relevante para la
determinacion del impacto de los cierres en las empresas cultivadoras, incluyendo

antecedentes como:

» Costo total de operacién durante el periodo sin realizar cosechas

* Numero de ostiones no cosechados en los periodos

» Costo total por ostiones muertos en los periodos

* Numero de trabajadores desvinculados durante el periodo o no contratados

» Salario promedio pagado por trabajador desvinculado

* Valor de los embarques comprometidos y no realizados a causa de los
eventos

» Costo total por periodo adicional en muestreo y analisis de laboratorio.
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La informacién fue solicitada a la empresa Camanchaca como representativa del
sector. Con esto fue posible obtener los montos que la empresa dejo de percibir y

los costos adicionales en los que se tuvo que incurrir debido a los cierres.

28.4 Extrapolacion y determinacion del impacto

Una vez sistematizados los datos recopilados se extrapolé el impacto a la totalidad
del sector, en las 3 regiones en estudio, para un afio calendario, en base al peso
relativo de cada empresa que informd exportaciones en ProChile para el periodo
bajo analisis. Con esto el impacto econémico mostrado por Camanchaca es el
equivalente al 37% promedio del impacto total en la industria, siendo 6 empresas

las principales productoras y exportadoras para el periodo en estudio.
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3. Resultados

3.1Andlisis semanales de biotoxinas marinas e identifi cacion de perfiles
toxicos en Argopecten purpuratus extraidos de cada una de las bahias
contempladas en el estudio, mediante HPLC y HPLC  -MS.

3.1.1 BahialInglesa
3.1.1.1 Veneno amnésic o de los mariscos

Durante el periodo de estudio, la primera deteccion del acido domoico en las
glandulas digestivas fue a comienzos de diciembre de 2008 con una concentracion
de 1,1 pg g’ (Fig. 20). Siete dias méas tarde, la concentracién de la toxina se
incremento rapidamente hasta 33 pg g™, siendo este el nivel mas alto detectado
en glandula digestiva. Esta deteccion, coincidio con el Unico periodo de cierre
cautelar establecido por el PSMB, debido a que la concentracion de toxinas en los

tejidos comestibles se encontraron entre 5y 19 pg g™

_1)

Acido domoico (ug g

Figura 20. Distribucion temporal del acido domoico en glandulas digestivas de
ostion del norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante el periodo octubre de 2008 a
diciembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia).
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Tabla X. Resultados de los andlisis de acido domoico en extractos de glandula
digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Inglesa entre octubre de
2008 y enero de 2010. <LOD: menor al limite de deteccion.

acido domoico Fecha acido domoico
Fecha cosecha 1 1
(Mg g™) cosecha (Mg g™)
24-10-08 <LOD 04-09-09 <LOD
23-11-08 <LOD 07-09-09 <LOD
01-12-08 1,1 11-09-09 <LOD
08-12-08 33,78 25-09-09 <LOD
29-01-09 6,59 28-09-09 <LOD
09-02-09 6,24 30-09-09 <LOD
11-02-09 2,54 05-10-09 <LOD
17-02-09 1 07-10-09 <LOD
24-02-09 2,02 09-10-09 <LOD
05-03-09 <LOD 16-10-09 <LOD
19-03-09 1 19-10-09 <LOD
06-05-09 <LOD 22-10-09 <LOD
20-05-09 <LOD 23-10-09 <LOD
28-05-09 <LOD 26-10-09 <LOD
05-06-09 <LOD 28-10-09 <LOD
13-06-09 <LOD 30-10-09 <LOD
19-06-09 <LOD 02-11-09 <LOD
24-06-09 <LOD 06-11-09 <LOD
11-07-09 <LOD 09-11-09 <LOD
17-07-09 <LOD 28-11-09 <LOD
31-07-09 <LOD 13-11-09 <LOD
27-08-09 <LOD 18-11-09 <LOD
28-08-09 <LOD 04-12-09 15,11
29-08-09 <LOD 16-12-09 14,4
31-08-09 <LOD 20-12-09 <LOD
02-09-09 <LOD 14-01-10 <LOD

(Fuente: elaboracion propia)
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En enero de 2009, se detectd nuevamente la presencia de acido domoico en las
glandulas digestivas con una concentracion de 6,59 pg g . Esta concentracion, se
mantuvo hasta la primera semana de febrero, para posteriormente disminuir a
valores cercanos a los 2 pg g* y desaparecer a mediados de marzo de este afio.
En diciembre de 2009, se detecté nuevamente la presencia de esta toxina durante
la primera quincena de este mes con concentraciones que estuvieron entre 15,11

y 14,4 ug g, para posteriormente desaparecer a principios de enero de 2010.

3.1.1.2 Veneno paralizante de los mariscos

Durante el periodo de estudio, se detectaron diversos eventos de toxicidad
paralizante (Fig. 21). La primera deteccion se registro el dia 24 de octubre de 2008
con valores cercanos a los 33 pg de equivalentes de STX 100 g*. El perfil de
toxinas estuvo dominado por la GTX2 (47%), seguidos de GTX3 (18%) y STX
(16%) y en menor proporcion C2 (6%), dcGTX2 (6%) y cantidades trazas de
dcGTX3y GTX5.

La segunda deteccion corresponde al 23 de noviembre, con valores de toxicidad
de 43 pg de equivalentes de STX 100 g* y un perfil dominado por GTX2 (40%),
STX (23%), GTX3 (19%) y C2 (13%). El siguiente andlisis, evidencio una
disminucion de las toxinas GTX2 (34%) y C2 y el incremento de las toxinas
decarbamoiladas dcGTX3 (12%) y dcGTX2 (1%), manteniéndose estables las
toxinas STX y GTX3. Las ultimas muestras obtenidas el afio 2008, evidenciaron un
incremento en la toxina C2 (28%) y la disminucidén del resto de las toxinas a
excepcion de la STX que se mantuvo estable. Lamentablemente, no se dispuso de

mas muestras hasta el inicio de 2009.
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ug Equivalentes de STX 100 g-1

Figura 21. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g*)
de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas
en Bahia Inglesa durante el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009.
(Fuente: elaboracion propia).

La primera deteccion para el afio 2009, se registro el 29 de enero de 2009 con una
toxicidad de 48 pg de equivalentes de STX 100 g*. El perfil de toxinas estuvo
dominado por GTX2 (43%) y GTX3 (36%) seguidos de STX y C2 (6%). Al inicio de
febrero de 2009, se detectd una nueva intoxicacion, debido a que el perfil toxico de
estas muestras estuvo dominado por GTX5 (49%), seguido por las toxinas GTX2 y
GTX3 con valores entre 21 y 16%, respectivamente. En el siguiente muestreo,

este perfil mantuvo sus proporciones a excepcion del incremento de la STX (15%).

En mayo de 2009, se registro un episodio aislado con una toxicidad cercana a 55
ng de equivalentes de STX 100 g. El perfil de toxinas estuvo dominado por los
epimeros GTX2 y GTX3 con un 40 y un 23%, respectivamente. En este episodio,

se detecta por primera vez la presencia de dcSTX (16%).
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En el invierno de 2009, las glandulas digestivas de los ostiones se mantuvieron
toxicas por un prolongado periodo de tiempo entre el 11 de julio y el 4 de
septiembre. Durante este periodo, los ostiones probablemente se intoxicaron
continuamente debido a la alta proporcion de GTX5 que en algunas ocasiones
supero el 50%. El valor mas alto de toxicidad fue registrado el dia 27 de agosto
(68 pg de equivalentes de STX 100 g, debido a la alta proporcién de STX). Esta
toxicidad comenzd a disminuir la segunda semana de septiembre para alcanzar

valores cercanos a 38 pg de equivalentes de STX 100 g™.

A fines de Septiembre de 2009, se registré un nuevo episodio con una toxicidad
cercana a 35 pg de equivalentes de STX 100 g*. El perfil de toxinas estuvo
dominado por GTX5 (43%), seguido de STX (21%), GTX2 (10%) y dcSTX (9%).
Posteriormente, se detect6 un aumento de la toxicidad con valores cercanos a 50

g de equivalentes de STX 100 g™.

El dltimo episodio se detecto entre el 26 octubre y el 2 de noviembre de 2009 con
valores de toxicidad cercanos a los 31 pug de equivalentes de STX 100 g™. El perfil
de toxinas fue muy similar y estuvo dominado por GTX2, GTX3, STX y dcGTX3.
Finalmente, la ultima intoxicacion de los moluscos ocurrio el 2 de noviembre de
2009, destacando la primera deteccion de GTX1, la que domino el perfil de toxinas
con mas de un 50%.
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Figura 22. Distribucion temporal de los perfiles téxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de
ostiéon del norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante el periodo octubre 2008 a noviembre de 2009. (Fuente: elaboracién

propia).
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Tabla XI. Resultados de los andlisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo
en ratones de extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos
de Bahia Inglesa entre octubre de 2008 y enero de 2010. ND: no detectado.

Fecha cosecha ugscjlfaxefgcl)véqle Fecha cosecha ugsql?xefgcl)vé ﬂe
24-10-08 32,96 04-09-09 38,16
23-11-08 43,62 07-09-09 ND
01-12-08 37,84 11-09-09 ND
08-12-08 ND 25-09-09 ND
29-01-09 48,46 28-09-09 ND
09-02-09 66,57 30-09-09 35,39
11-02-09 34,54 05-10-09 ND
17-02-09 ND 07-10-09 ND
24-02-09 ND 09-10-09 ND
05-03-09 ND 16-10-09 32,86
19-03-09 ND 19-10-09 ND
06-05-09 ND 22-10-09 31,26
20-05-09 55,51 23-10-09 ND
28-05-09 ND 26-10-09 51,87
05-06-09 ND 28-10-09 ND
13-06-09 ND 30-10-09 37.98
19-06-09 ND 02-11-09 42,32
24-06-09 ND 06-11-09 41
11-07-09 33,43 09-11-09 ND
17-07-09 44,46 28-11-09 ND
31-07-09 54,24 13-11-09 ND
27-08-09 40 18-11-09 ND
28-08-09 68,37 04-12-09 ND
29-08-09 68,6 16-12-09 ND
31-08-09 69,44 20-12-09 34,6
02-09-09 ND 14-01-09 ND

(Fuente: elaboracion propia).
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3.1.1.3 Toxinas li pofilicas

Los bioensayos para detectar toxicidad de tipo lipofilica en las glandulas digestivas
del ostion determinaron una alta frecuencia temporal de la toxina, sin observar un
patron de frecuencia estacional, estando presente durante todo el periodo de

muestreo (Fig. 23).
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Figura 23. Distribucion temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante
bioensayo en ratones durante el analisis de glandulas digestivas de ostion del
norte, obtenidas en Bahia Inglesa durante el periodo octubre de 2008 a diciembre
de 2009. (Fuente: elaboracién propia).

Al realizar los andlisis confirmatorios por Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS), se determiné que la
toxicidad de las glandulas digestivas, se debe fundamentalmente a la presencia de
cuatro tipos de toxinas que son en orden de importancia: yesotoxina (YTX),
azaspiracido-2 (AZA2), pectenotoxina 2 (PTX2) y su acido secoico (PTX2sa)
(Fig.24). Entre estas, la YTX es la mas importante debido a que fue la Unica toxina
que pudo ser cuantificada encontrandose con un rango entre 0,01 y 1,24 pg g*
(Tabla XII).
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En la figura 24A y 24B, se muestran los cromatogramas correspondientes a los
analisis para la deteccion de pectenotoxinas, en los cuales se confirma la
presencia de PTX2, con un tiempo de retencion de 5,84 minutos, mediante la
monitorizaciéon del i6n molecular (876 m/z) y dos de sus transiciones
correspondientes a los fragmentos 823 y 805 m/z. Este mismo tipo de analisis
confirmo la presencia de su acido secoico (PTX2sa), con un tiempo de retencion
de 2,82 minutos, a través de la monitorizacion del ibn molecular (875 m/z) y dos de

sus transiciones correspondientes a los fragmentos 179 y 137 m/z.
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Figura 24. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a
la muestra obtenida el 9 de febrero de 2009, en la cual se identifico y cuantifico la
presencia de PTX2 (A) transicion 876/823 (B) transicion 876/805 y PTX2sa (C)
transicion 875/179 y (D) transicion 875/137. (Fuente: elaboracién propia).
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Tabla XIll. Resultados de los andlisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo en
ratones e identificacion y cuantificacion de toxinas mediante LC-MS de los
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia
Inglesa entre octubre de 2008 y enero de 2010. ND: no detectado; > LOD: Mayor
al limite de deteccion.

ngggﬁa Bioensayo YTX(ugg %) PTX2 (ugg™) | PTX2sa AZA2
24-10-08 Positivo > LOD ND ND > LOD
23-11-08 Positivo > LOD ND ND ND
01-12-08 ND ND ND ND > LOD
08-12-08 Positivo ND ND ND > LOD
29-01-09 Positivo ND ND ND ND
09-02-09 Positivo >LOD >LOD >LOD > LOD
11-02-09 Positivo > LOD ND ND > LOD
17-02-09 Positivo > LOD ND ND ND
05-03-09 ND ND ND ND ND
24-02-09 ND ND ND ND ND
19-03-09 Positivo 1,24 > LOD >LOD > LOD
20-05-09 ND ND ND ND ND
28-05-09 Positivo ND > LOD >LOD ND
24-06-09 ND ND ND ND ND
05-06-09 Positivo ND ND ND ND
13-06-09 Positivo ND > LOD ND > LOD
19-06-09 Positivo ND > LOD >LOD > LOD
11-07-09 Positivo > LOD ND ND > LOD
17-07-09 ND ND ND ND ND
31-07-09 ND ND ND ND ND
27-08-09 ND ND ND ND ND
28-08-09 ND ND ND ND ND
29-08-09 ND ND ND ND ND
31-08-09 ND ND ND ND ND
02-09-09 Positivo > LOD > LOD ND ND
04-09-09 Positivo ND ND > LOD > LOD
07-09-09 Positivo ND ND ND > LOD
11-09-09 Positivo ND ND ND > LOD
25-09-09 Positivo ND ND ND ND
28-09-09 Positivo ND ND ND > LOD
30-09-09 Positivo ND ND ND ND
05-10-09 Positivo 0,18 ND ND > LOD
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07-10-09 Positivo ND ND ND ND
09-10-09 ND ND ND ND ND
16-10-09 Positivo ND ND ND ND
19-10-09 Positivo ND ND >LOD ND
22-10-09 Positivo ND ND ND >LOD
23-10-09 ND ND ND ND ND
26-10-09 Positivo 0,13 >LOD ND ND
28-10-09 Positivo ND ND ND ND
30-10-09 Positivo 0,16 ND ND ND
02-11-09 Positivo ND >LOD ND >LOD
06-11-09 Positivo ND ND >LOD ND
09-11-09 Positivo ND ND ND ND
28-11-09 Positivo ND >LOD ND ND
13-11-09 ND ND ND ND ND
18-11-09 ND ND ND ND ND
04-12-09 Positivo ND ND ND ND
16-12-09 ND ND ND ND ND
20-12-09 ND ND ND ND ND
14-01-10 ND ND ND ND ND
(Continuacion tabla anterior, Fuente: elaboracion propia).
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3.1.2 Bahia Guanaqueros
3.1.2.1 Veneno amnésico de los mariscos

La primera deteccion de acido domoico en esta bahia corresponde al 1 de

diciembre de 2008, que alcanzé una concentracién de 4,86 pg g™.

Posteriormente, se detectd nuevamente en febrero del ano 2009 con

concentraciones cercanas al limite de deteccion de la deteccion de la técnica

cromatografica (1 pg g™).
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Figura 25. Distribucion temporal del 4cido domoico en glandulas digestivas de
ostion del norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros durante el periodo octubre de
2008 a diciembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia).
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La tercera deteccion de esta toxina ocurrié entre el 5y el 13 de junio de 2009 y al
igual que en el caso anterior, las concentraciones de acido domoico se
encontraron cercanas al limite de deteccion.

A finales de 2009, se detectd nuevamente la presencia de esta toxina con una
concentracion de 4,68 pg g* en el mes noviembre y a mediados de diciembre se
registra la mayor concentracion de acido domoico en las glandulas digestivas de

este bivalvo con una concentracién cercana a los 25 pg g™*

Tabla XIII. Resultados de los andlisis de acido domoico en extractos de glandula
digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Guanaqueros entre
octubre de 2008 y diciembre de 2009. <LOD: menor al limite de deteccion.

éCid.O Fecha acido domoico
Fecha cosecha domou_:lo cosecha (ug g—l)
(Mg g™)
20-11-08 <LOD 09-09-09 <LOD
24-11-08 <LOD 11-09-09 <LOD
01-12-08 4,86 01-10-09 <LOD
09-12-08 <LOD 09-10-09 <LOD
18-12-08 <LOD 16-10-09 <LOD
04-02-09 1 22-10-09 <LOD
16-02-09 1 09-09-09 <LOD
02-03-09 <LOD 23-10-09 <LOD
16-03-09 <LOD 28-10-09 <LOD
07-04-09 <LOD 30-10-09 <LOD
20-05-09 <LOD 04-11-09 <LOD
16-05-09 <LOD 06-11-09 4,68
28-05-09 1 11-11-09 <LOD
05-06-09 1 16-11-09 <LOD
13-06-09 <LOD 21-11-09 <LOD
19-06-09 <LOD 16-12-09 24,41
24-06-09 <LOD
(Fuente: elaboracion propia).
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3.1.2.2 Veneno paralizante de los mariscos

Durante el periodo de estudio, se detect6 en diferentes ocasiones la presencia de
toxicidad paralizante en las muestras de glandulas digestivas (Fig. 26). El primer
episodio toxico fue detectado el 20 de noviembre de 2008 con una toxicidad
cercana a los 48 pg de equivalentes de STX 100 g, la que fue disminuyendo
durante las semanas posteriores a niveles cercanos a 38 pg de equivalentes de
STX 100 g*, incrementandose nuevamente durante la segunda semana de
diciembre de 2008 con valores cercanos a los 56 pg de equivalentes de STX 100

g, que corresponden a la toxicidad méas alta encontrada durante el periodo de
muestreo.
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Figura 26. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g*)
de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas
en Bahia Guanaqueros durante el periodo octubre de 2008 a noviembre de 2009.
(Fuente: elaboracién propia).
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Al comienzo del episodio, el perfil de toxinas (Fig. 27) de estas muestras estuvo
dominado por GTX5 (35%) y STX (29%), seguido por GTX2 y C2 con valores
cercanos al 13%. En el siguiente muestreo, el perfil cambia sin detectar la
presencia de GTX5, siendo conformado por solo cuatro toxinas: STX, GTX2 y
GTX3. A comienzos de Diciembre, se detectd la presencia de GTX5, que
nuevamente domina el perfil con un 49%, seguida por los epimeros GTX2 y GTX3
y en menor proporcion STX, C2 y trazas de C1 y dcGTX2. En las siguientes
muestras, las proporciones varian nuevamente y la toxina dominante corresponde
a GTX2 (Fig. 31).

Durante el periodo comprendido entre el 4 y el 16 de Febrero de 2009, los valores
de toxicidad se encontraron entre 39 y 32 ug de equivalentes de STX 100 g™. El
perfil toéxico en los bivalvos, estuvo dominado por GTX3 (26%), GTX5 (26%),
GTX2 (25%), seguidas de STX (13%). En el siguiente andlisis, se destaca la
ausencia de GTX5 y el incremento de STX y GTX2, ademas de la deteccion de

dcGTXS3, mientras que el resto de las toxinas se mantuvieron estables.

El episodio méas prolongado correspondio al periodo entre el 16 de mayo al 19 de
junio de 2009. En este episodio, la toxicidad se mantuvo relativamente estable con
valores en torno a 32 pg de equivalentes de STX 100 g*. El maximo registro de
toxicidad correspondié a 37 pg de equivalentes STX 100 g™ para el dia 19 de junio
de 2009. A comienzos de este episodio, el perfil de toxinas estuvo dominado por
GTX5 (60%) seguido por GTX2 (15%), GTX3 (7%) y STX (5%). Este perfil se
mantuvo durante practicamente todo el evento, destacando la presencia de dcSTX
(6%) en la muestra correspondiente al 20 de mayo de 2009. La presencia continua
de GTX5, sugiere que los bivalvos pudieron intoxicarse continuamente debido a
gue probablemente estuvieron expuestos constantemente a la presencia de una

especie fitoplancténica capaz de producir este tipo de toxinas.
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El siguiente episodio se detectd durante la segunda semana de septiembre de
2009 con una toxicidad cercana a 35 pg de equivalentes de STX 100 g*. El perfil
de toxina, es idéntico al registrado para el episodio anterior y estuvo dominado por
GTX5 (69%) seguido por GTX2 (15%), GTX3 (9%) y STX (5%).

Finalmente, el ultimo episodio se detecté en noviembre de 2009, alcanzando la
maxima toxicidad en las glandulas digestivas con una toxicidad de 62,79 ug de
equivalentes de STX 100 g™. Este episodio, debié ser producido probablemente
por otra especie 0 raza de fitoplancton téxico, debido a que no se detect6 la
presencia de GTX5. En esta ocasion, el perfil estuvo dominado por GTX2 (37%),
STX (33%), GTX3 (21%), detectando por primera vez la presencia de GTX1 (7%).
En el siguiente muestreo, el perfil cambia nuevamente, manteniéndose estables
los epimeros GTX2 y GTX3, y detectando dcGTX2 proveniente probablemente por
la biotransformacion de la GTX2. Ademas, desaparece la GTX1, probablemente
epimerizada a STX, la que fue disminuyendo por el proceso de depuracion del

molusco.
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Figura 27. Distribucion temporal de los perfiles téxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de
ostion del norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros durante el periodo octubre de 2008 a noviembre de 2009. (Fuente:
elaboracion propia).
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Tabla XIV. Resultados de los analisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo
en ratones de extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos
de Bahia Guanaqueros entre octubre de 2008 a noviembre de 2009. ND: no
detectado.

Fecha ug de Equiv. de STX 100 g *
20-11-08 48,5
24-11-08 38,18
01-12-08 37,07
09-12-08 56,68
18-12-08 ND
04-02-09 39,65
16-02-09 32,73
02-03-09 ND
16-03-09 ND
07-04-09 ND
20-05-09 34,33
16-05-09 32,42
28-05-09 32,36
05-06-09 31,59
13-06-09 37,78
19-06-09 ND
09-09-09 ND
11-09-09 32,27
01-10-09 ND
09-10-09 ND
16-10-09 ND
22-10-09 ND
09-09-09 ND
23-10-09 ND
28-10-09 ND
30-10-09 ND
04-11-09 ND
06-11-09 62,79
11-11-09 38,2

(Fuente: elaboracion propia)
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3.1.2.3 Toxinas lipofilicas

Los bioensayos para detectar toxicidad de tipo lipofilica en las glandulas digestivas
obtenidas en Bahia Guanaqueros, muestran que la mayor cantidad de resultados

positivos se encontraron en los periodos de primavera y verano (Fig. 28).
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Figura 28. Distribucion temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante
bioensayo en ratones durante el analisis de glandulas digestivas de ostion del
norte, obtenidas en Bahia Guanaqueros durante el periodo octubre de 2008 a
noviembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia).

Los analisis confirmatorios por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS), determinaron que la toxicidad de
las glandulas digestivas se encuentra asociada a la presencia de cuatro toxinas
lipofilicas que son en orden de importancia: yesotoxina (YTX), azaspiracido-2
(AZA2), pectenotoxina 2 (PTX2) y su acido secoico (PTX2sa). Entre estas, la YTX
es la mas importante debido a que fue la Unica toxina que pudo ser cuantificada

encontrandose con un rango entre 0,01y 1,24 pg g* (Tabla XV).
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Tabla XV. Resultados de los analisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo en
ratones e identificacion y cuantificacion de toxinas mediante LC-MS de los
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia
Guanaqueros entre octubre de 2008 y noviembre de 2010. ND: no detectado;
>LOD: mayor al limite de deteccion.

Cosecha |Bioensayo |YTX (ugg™)|PTX2(ugg™) | PTX2sa AZA2
22-11-08 Positivo > LOD ND ND ND
24-11-08 Positivo > LOD ND ND > LOD
01-12-08 Positivo > L.OD ND ND ND
09-12-08 Positivo > LOD > LOD > LOD ND
18-12-08 Positivo > LOD ND ND >LOD
04-02-09 Positivo > LOD ND ND ND
16-02-09 Positivo > LOD ND ND >LOD
02-03-09 ND ND ND ND ND
16-03-09 ND ND ND ND ND
07-04-09 ND ND ND ND ND
16-05-09 ND ND ND ND ND
20-05-09 ND ND ND ND ND
05-06-09 Positivo 1,62 ND ND ND
13-06-09 ND ND ND ND ND
19-06-09 ND ND ND ND ND
24-06-09 ND ND ND ND ND
28-05-09 ND ND ND ND ND
11-09-09 ND ND ND ND ND
01-10-09 ND ND ND ND ND
09-10-09 ND ND ND ND ND
16-10-09 Positivo 1,13 ND ND ND
22-10-09 ND ND ND ND ND
09-09-09 ND ND ND ND ND
23-10-09 Positivo 0,37 ND ND ND
28-10-09 Positivo 0,59 ND ND ND
30-10-09 Positivo 0,61 ND > LOD > LOD
04-11-09 Positivo 0,82 ND ND > LOD
06-11-09 Positivo SM ND ND ND
11-11-09 Positivo SM ND ND ND
16-11-09 Positivo SM ND ND ND
21-11-09 Positivo 0,25 ND ND >LOD
(Fuente: elaboracion propia)
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3.1.3 Bahia Tongoy
3.1.3.1 Veneno amnésico de los mariscos

En Bahia Tongoy, la primera deteccion corresponde al inicio del muestreo en
noviembre de 2008 con una concentracion de acido domoico cercana a los 12 ug
g’ que disminuyé rapidamente, debido a que en las muestras obtenidas una

semana después no se detecto la presencia de esta toxina (Fig. 29).
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Figura 29. Distribucion temporal del acido domoico en glandulas digestivas de
ostion del norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de 2008 a
noviembre de 2009. (Fuente: elaboracion propia).

El segundo registré corresponde a principios de febrero de 2009 con una
concentracion cercana al limite de deteccion de la técnica cromatografica. A
finales de este mes, se detect6 el episodio més prolongado de acido domoico que
comenzo el dia 23 de febrero y se prolongo6 hasta finales de marzo de 2009. Los
valores fluctuaron alrededor de 2 pg g™* en la mayoria de las muestras analizadas,
alcanzando la maxima concentracion el 24 de marzo, dia a partir del cual la
concentracion disminuyo rapidamente para no ser detectada en el siguiente

muestreo realizado la primera semana de abril de 2009. El siguiente registro
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corresponde a la primera quincena del mes de junio de 2009 con valores que se
encontraron cercanos al limite de detecciéon. Finalmente, el dltimo episodio fue
detectado entre los meses de septiembre y octubre de 2009, con una

concentracién maxima de 4 pg g .

Tabla XVI. Resultados de los analisis de acido domoico en extractos de glandula
digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia Tongoy entre octubre de
2008 y diciembre de 2009. <LOD: menor al limite de deteccion

acido domoico acido domoico
Fecha cosecha 1 Fecha cosecha 1
(Mg g™) (Mgg™)
25-11-08 12,52 14-05-09 <LOD
01-12-08 <LOD 19-05-09 <LOD
09-12-08 <LOD 28-05-09 <LOD
16-12-08 <LOD 01-06-09 1,41
23-12-08 <LOD 05-06-09 1
08-01-09 <LOD 10-06-09 1
14-01-09 <LOD 17-06-09 <LOD
21-01-09 <LOD 24-06-09 <LOD
29-01-09 <LOD 13-07-09 <LOD
03-02-09 1 23-07-09 <LOD
16-02-09 <LOD 27-07-09 <LOD
23-02-09 2,85 10-09-09 4,79
02-03-09 <LOD 13-09-09 2,03
09-03-09 2,72 15-09-09 <LOD
11-03-09 1,99 08-10-09 2,55
24-03-09 16,4 16-10-09 1,92
07-04-09 <LOD 25-10-09 <LOD
14-04-09 <LOD 30-10-09 <LOD
22-04-09 <LOD 04-11-09 <LOD
27-04-09 <LOD 11-11-09 <LOD
05-05-09 <LOD 18-11-09 <LOD
12-05-09 <LOD 25-11-09 <LOD
13-05-09 <LOD 13-12-09 <LOD
(Fuente: elaboracion propia)
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3.1.3.2 Veneno paralizante de los mariscos

En Bahia Tongoy, la presencia de toxicidad paralizante se encontré entre el inicio
del verano y el término del otofio (Fig. 30). Durante este periodo, las glandulas
digestivas estuvieron frecuentemente contaminadas con una toxicidad paralizante
con valores relativamente estables que se mantuvieron en torno a 35 pg de
equivalentes de STX 100 g*. A comienzos de marzo, los niveles de toxicidad se
incrementaron alcanzando valores cercanos a 55 pg de equivalentes de STX 100
g™, para posteriormente disminuir a mediados de este mes y volver a recuperar la
toxicidad con un maximo de 74 ug de equivalentes de STX 100 g™* el dia 24 de
marzo de 2009.
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Figura 30. Distribucién temporal de la toxicidad (ug Equivalentes de STX 100 g*)
de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de ostion del norte, obtenidas
en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009.
(Fuente: elaboracion propia).
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Al comienzo del episodio en diciembre de 2008, el perfil de toxinas de las
muestras estuvo dominado por cuatro toxinas, GTX2 (47,1%), GTX3 (26%), STX
(17,9%) y C2 (9,7%) (Fig.31). Dos dias mas tarde, este perfil cambia, debido a la
presencia de las toxinas GTX1l y GTX5 (probablemente provenientes del
fitoplancton) lo que sugiere una nueva intoxicacion. A mediados de este mes, el
perfil es similar al obtenido al comienzo de la toma de muestras, aunque con una
mayor proporcion de GTX2 (58%). EIl ultimo analisis realizado para el afio 2008,
se encuentra dominado por el par de epimeros GTX2 (49%) y GTX3 (19%) y en
menor proporcion STX y C2. Lamentablemente, no se dispuso de muestras hasta
la segunda semana de enero. Las muestras analizadas para la primera quincena
de febrero de 2009, presentaron un perfil de toxinas muy similar, dominado por
GTX2 y STX, pero diferenciados por la presencia de dcGTX3. La ultima muestra
analizada en este mes, refleja una disminucion de la GTX2 y un incremento en la
STX y la aparicion de dcGTX2. Finalmente, en marzo de 2009, la toxina C2
desaparece y se incrementa las toxinas GTX2 (37%), STX (24%) y GTX3 (18%).
En el mes de Abril, la toxicidad se mantuvo con valores entre 34 y 57 ug de
equivalentes de STX 100 g, disminuyendo a valores cercanos a 30 pg de
equivalentes de STX 100 g* durante todo el mes de mayo. A finales de este mes,
se volvi6 a detectar un incremento en la toxicidad encontrando valores en torno a
62 pg de equivalentes de STX 100 g*, los que disminuyeron rapidamente
alrededor de un 50% en las semanas posteriores.Durante este periodo, el perfil de
toxinas estuvo dominado por la presencia de GTX2 (53%), GTX3 (20%), STX
(13%), destacando ademas la primera deteccién de dcSTX (Fig. 31). Una semana
mas tarde, este perfil cambio y fue dominado por GTX5 (41%), GTX2 (21%), GTX3
(17%) y STX (7%), por lo que la alta proporcion de GTX5, sugiere nuevamente un
proceso de intoxicacidon. Este mismo perfil se mantuvo en el resto de las muestras
positivas, lo que indica que la especie productora de las toxinas se encontré de

manera frecuente en el fitoplancton.
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Figura 31. Distribucién temporal de los perfiles toxicos (% molar) de las toxinas paralizantes en glandulas digestivas de
ostion del norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de 2008 a diciembre de 2009. (Fuente:
elaboracion propia).
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Tabla XVII. Resultados de los andlisis de toxicidad paralizante mediante bioensayo
en ratones de extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos
de Bahia Tongoy entre octubre de 2008 a diciembre de 2009. ND: no detectado.

Fecha pg de Equiv. de Fecha pg de Equiv. de
cosecha STX 100g™* cosecha STX 100g™*
25-11-08 ND 14-05-09 30,76
01-12-08 ND 19-05-09 33,67
09-12-08 31,95 28-05-09 62,61
16-12-08 31,86 01-06-09 31,3
23-12-08 ND 05-06-09 ND
08-01-09 30,71 10-06-09 43,09
14-01-09 34,1 17-06-09 ND
21-01-09 ND 24-06-09 31,36
29-01-09 ND 13-07-09 ND
03-02-09 36,07 23-07-09 ND
16-02-09 31,2 27-07-09 ND
23-02-09 35,27 10-09-09 ND
02-03-09 55,8 13-09-09 ND
09-03-09 17,25 15-09-09 ND
11-03-09 33,37 08-10-09 ND
24-03-09 70,99 16-10-09 ND
07-04-09 ND 25-10-09 ND
14-04-09 34,03 30-10-09 ND
22-04-09 57,18 04-11-09 ND
27-04-09 49,36 11-11-09 ND
05-05-09 49,48 18-11-09 ND
12-05-09 31,5 25-11-09 ND
13-05-09 32,26 13-12-09 ND

(Fuente: elaboracion propia)
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3.1.3.3 Toxinas lipofilicas

Los bioensayos para detectar toxicidad de tipo lipofilica en las glandulas digestivas
obtenidas en Bahia Guanaqueros, muestran que a diferencia de las otras Bahias,
no se observa un patrén de frecuencia estacional, estando presente durante todo

el periodo de muestreo (Fig. 32).
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Figura 32. Distribucion temporal de toxinas lipofilicas detectadas mediante
bioensayo en ratones durante el andlisis de glandulas digestivas de ostion del
norte, obtenidas en Bahia Tongoy durante el periodo octubre de 2008 a diciembre
de 2009. (Fuente: elaboracion propia).

Al realizar los andlisis confirmatorios por Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS), se determind que la
toxicidad de las glandulas digestivas, se debe fundamentalmente a la presencia de
cuatro tipos de toxinas que son en orden de importancia: yesotoxina (YTX),

azaspiracido-2 (AZA2), pectenotoxina 2 (PTX2) y su acido secoico (PTX2sa).
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Entre estas, la PTX2 y la YTX (Fig.33) son las mas importantes debido a su
frecuencia temporal, encontrandose con un rango entre 0,01y 0,4 pg g*y 0,01y

1,78 pg g, respectivamente (Tabla XVII1).

En la figura 33, se muestran los cromatogramas correspondientes a la yesotoxina,
con un tiempo de retencion de 3 minutos, en los cuales se confirma la presencia
de esta toxina mediante la monitorizacion de los iones moleculares 1141 m/z (Fig.
33A) y 570 m/z (correspondiente a esta toxina en condiciones alcalinas) y dos de

sus transiciones correspondientes a los fragmentos 467 y 396 m/z (Fig.33B y C).
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Figura 33. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a
la muestra obtenida el 27 de julio de 2009, en la cual se identificd y cuantifico la
presencia de YTX (A) ion molecular 1141 m/z (B) transicion 570/467 y (C)
transicion 570/396 (Fuente: elaboracion propia).
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En la figura 34, se muestran los cromatogramas correspondientes al azaspiracido
2 (AZA2), con un tiempo de retencion de 4,18 minutos, en los cuales se confirma
la presencia de esta toxina mediante la monitorizacion del ion molecular 856 m/z
(Fig. 34A) una de sus transiciones correspondiente a su fragmento 672 m/z
(Fig.34B).
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Figura 34. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a
la muestra obtenida el 28 de mayo de 2009, en la cual se identificéd y cuantifico la
presencia de AZA2 (A) ion molecular 856 m/z (B) transicion 856/672. (Fuente:
elaboracion propia).
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Tabla XVIII. Resultados de los analisis de toxicidad lipofilica mediante bioensayo
en ratones e identificacion y cuantificacion de toxinas mediante LC-MS de los
extractos de glandula digestiva de Argopecten purpuratus obtenidos de Bahia
Tongoy entre octubre de 2008 y diciembre de 2010. ND: no detectado; > LOD:
mayor al limite de deteccidn.

coFseg:r?a Bioensayo | Yesotoxina (ugg ) | PTX2 (ugg™) | PTX2sa | AZA2
25-11-08 ND ND ND ND ND
01-12-08 Positivo > LOD ND ND > LOD
09-12-08 Positivo > LOD 0,4 > LOD ND
16-12-08 Positivo ND ND ND ND
23-12-08 Positivo ND ND ND ND
08-01-09 Positivo > LOD ND ND ND
14-01-09 Positivo > LOD ND > LOD > LOD
21-01-09 ND ND ND ND ND
29-01-09 ND ND ND ND ND
03-02-09 Positivo ND ND > LOD ND
16-02-09 | Positivo ND ND ND ND
23-02-09 | Positivo 0,15 > LOD ND ND
02-03-09 ND ND ND ND ND
09-03-09 Positivo > LOD ND >LOD ND
11-03-09 | Positivo > LOD ND ND ND
24-03-09 ND ND ND ND ND
07-04-09 ND ND ND ND ND
14-04-09 Positivo 0,35 >LOD ND ND
22-04-09 ND ND ND ND ND
27-04-09 Positivo 0,74 ND ND ND
05-05-09 | Positivo 0,79 ND ND ND
12-05-09 ND ND ND ND ND
13-05-09 ND ND ND ND ND
14-05-09 ND ND ND ND ND
19-05-09 ND ND ND ND ND
28-05-09 | Positivo 0,58 ND ND > LOD
01-06-09 Positivo 0,42 ND ND ND
05-06-09 ND ND ND ND ND
10-06-09 ND ND ND ND ND
17-06-09 ND ND ND ND ND
24-06-09 | Positivo 0,86 ND ND ND
13-07-09 | Positivo 1,76 ND ND > LOD
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23-07-09 | Positivo 1,13 ND ND > LOD
27-07-09 | Positivo 1,78 ND ND > LOD
10-09-09 | Positivo 0,6 ND ND ND
13-09-09 ND ND ND ND ND
15-09-09 ND ND ND ND ND
08-10-09 ND ND ND ND ND
16-10-09 | Positivo 0,29 ND ND ND
25-10-09 ND ND ND ND ND
30-10-09 | Positivo 0,7 ND ND > LOD
04-11-09 | Positivo 0,2 ND ND ND
11-11-09 | Positivo > LOD > LOD > LOD > LOD
18-11-09 | Positivo 0,22 ND ND > LOD
25-11-09 | Positivo 0,34 ND ND ND
13-12-09 | Positivo 0,25 ND ND > LOD

(Continuacion tabla anterior, Fuente: elaboracion propia)

3.2Resultados de identificacion taxonomica del fit  oplancton toxico o
nocivo encontrado en cada una de las bahias contemp ladas en el
estudio

3.2.1 Especies productoras de acido domoico

3.21.1 Pseudo-nitzschia australis  Frenguelli

Los analisis taxonémicos de los 5 cultivos previamente clasificados como Pseudo-
nitzschia australis, permitieron realizar que efectivamente se trataba de esta
especie. Las células observadas en vista valvar, tenian un frastulo muy silificado,
con forma linear-lanceolada y con apices rostrados (Fig.35A). Las medidas del eje
apical estaban entre 66,3 — 101,7 um y las del eje transapical entre 6,2 — 8 um. La
superficie valvar posee estrias e interestrias y no presenta nédulo central
(Fig.35B). Las estrias (18 — 19 en 10 pum), estaban formadas por dos hileras de

poroides redondos (5 en 1 um) separados por un espacio liso.
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Figura 35. Vista valvar de Pseudo-nitzschia australis (PA4). Escala: A (3 um); B
(20 um). (Fuente: elaboracién propia).

3.2.1.2 Pseudo-nitzschia subfraudulenta  (Hasle)

En relacién a los cultivos obtenidos de P. subfraudulenta. Las células observadas
en vista valvar, tenian forma linear en la parte media de las valvas (Fig. 36A). Las
medidas del eje apical estaban entre 66 — 111 um y las del eje transapical entre
3,5-7 pm.

Figura 36. Vista valvar de Pseudo-nitzschia subfraudulenta (PSF2). Escala: A (20
um); B (5 um). (Fuente: elaboracion propia).
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La superficie valvar (Fig.36B), se caracterizé por presentar mas de una estria por
fibula y tener nédulo central. EI nUmero de fibulas y estrias en 10 um fue de 17 —
18 y 23 — 24, respectivamente. Las estrias, estaban formadas por dos hileras de

poroides redondos (5 en 1 pm) separados por un espacio liso.

3.2.1.3 Pseudo-nitzschia calliantha  Lundholm Moestrup et Hasle

Las células de los cultivos de P. calliantha, se caracterizaron por tener forma linear
en la parte media las valvas. Las medidas del eje apical estaban entre 41 — 98 um

y las del eje transapical entre 1,3 — 1,8 um.

La superficie valvar (Fig. 37), se caracterizé por presentar estrias e interestrias y
por tener nddulo central. El nimero de fibulas y estrias en 10 um fue de 15 - 22y

34 — 39, respectivamente. Las estrias, estaban formadas por una hilera de

poroides cuadrados con sus esquinas curvadas (4 —8 en 1 pum).

Figura 37. Vista valvar de Pseudo-nitzschia calliantha (PCA2). Escala: (1 pm).
(Fuente: elaboracién propia).
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3.2.1.4 Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima  (Hasle) Hasle emend.
Lundholm, Hasle & Moestrup

Observaciones realizadas de muestras de fitoplancton tomadas en Bahia Inglesa

durante octubre de 2004, revelaron la presencia de P. pseudodelicatissima.

Las células se caracterizaron por tener forma linear en la parte media las valvas
(Fig.38). Las medidas del eje apical estaban alrededor de 88 um y las del eje
transapical alrededor de 2,4 um. La superficie valvar (Fig. 40B), se caracterizd por
presentar estrias e interestrias y por tener nédulo central. El nimero de fibulas
estuvo alrededor de 20 en 10 um y el de estrias entre 30 en 10 um. Las estrias,

estaban formadas por una hilera de poroides ovalados (4 en 1 um).

"

%

Figura 38. Vista valvar de Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (en muestras de
fitoplancton). Escala: A (30 um), B (20 um). (Fuente: elaboracion propia).
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3.2.2 Especies productoras de toxinas paralizantes
3.2.2.1 Alexandrium tamarense (Lebour) Balech, 1985

El Laboratorio de Produccion Primaria y Fitoplancton de la Universidad Catdlica
del Norte, participa del Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos desde el afio
2003. Durante Mayo de 2006, en el marco de este programa se detecto un
proliferacion de Alexandrium sp, de la cual se obtuvo un cultivo el que es
mantenido en el laboratorio. Las células observadas (Fig. 39A) se caracterizaron
tener una longitud entre 35 y 37 um y un ancho entre 36 y 38 um, siendo
frecuentemente mas anchas que largas. Las observaciones realizadas a las
placas de la epiteca (Fig. 39B), indicaron la presencia de un pequefio poro ventral
(pv) en el margen derecho de la primera placa apical (17). Esta placa (1), se
encuentra unida directamente a la placa del poro (Po), la cual, en su centro,
presenta una pequefia excavacion en forma de coma. En relacién a la placa sulcal
(Sa) (Fig. 39C), esta se caracteriz6 por ser mas larga que ancha. Estas
observaciones se ajustan a las descripciones correspondientes a Alexandrium
tamarense.

Figura 39. (A) Célula de Alexandrium sp, presente en las muestras de fitoplancton
obtenidas de Bahia Mejillones. (B) Vista de la placa 1", que se encuentra unida
directamente a la placa del poro (Po). (C) Vista de las placas 1" y Sulcal (Sa).
Escala: 10 um. (Fuente: elaboracion propia).
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3.2.2.2 Alexandrium sp

Durante Mayo de 2006, en el marco del programa de sanidad de moluscos
bivalvos, se detectd la presencia de dos tipos de células de Alexandrium sp. La
primera de ellas y mas abundante, se caracterizO por no formar cadenas
(Fig.40A).

Este tipo de células, se caracteriz6 por formar cadenas cortas (2-4 células)
(Fig.40B). Su longitud fue de 30, 71 £ 0,48 um y su ancho de 35,52 + 0,29 um.
Lamentablemente, no se dispuso de material suficiente para hacer estudios
taxondmicos mas detallados que permitieran identificar de manera inequivoca a
gue especie pertenecian.

Figura 40. (A) Célula individual de Alexandrium sp. (B) Cadena de células de
Alexandrium sp. presente en las muestras de fitoplancton de Bahia Guanaqueros.
Escala: 10 um (Fuente: elaboracion propia).
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3.2.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas
3.23.1 Dinophysis acuminata Claperede & Lachmann 1895

Célula bastante pequefia (38 pm), con forma eliptica y alargada antero-
posteriormente en vista lateral, pero con una relaciéon L/H bastante variable.
Epiteca pequefia, levemente convexa a aplastada. Cingulum muy céncavo
dorsalmente. Aleta singular anterior bastante desarrollada, sin costillas pero a
veces irregularmente esculpida. Sulcal izquierda bastante mas corta que la
hipoteca, de borde libre irregular, con frecuencia fuertemente doblado hacia la
derecha entre R; y Ry; R, mas cerca de R; que de Rs. A nivel de R2 la aleta

presenta casi siempre un angulo mas o menos marcado (Fig. 41).

Figura 41. Célula individual de Dinophysis acuminata. (Fuente: elaboracion
propia).
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3.2.3.2 Protoceratium reticulatum  (Claparede et Lachmann) Butschli
1885

Durante Febrero de 2007, en el marco del programa de sanidad de moluscos
bivalvos, se detecté en Bahia Mejillones una floracibn de un dinoflagelado

identificado preliminarmente como Protoperidinium sp.

Los analisis taxondmicos de los especimenes estudiados confirmaron que la
especie causal de este episodio corresponde al dinoflagelado Protoceratium
reticulatum. Las células observadas (Fig. 42) son de forma poliédrica y se
caracterizaron tener una longitud entre 26 y 49 um y un ancho entre 18 y 40 um,
siendo frecuentemente mas largas que anchas. Las tecas, estan formadas por
numerosas placas reticuladas, destacando la presencia de un marcado cingulum,

unido de manera perpendicular al sulcus.

Figura 42. Células de Protoceratium reticulatum obtenidas en muestras de
fitoplancton de Bahia Mejillones. (A) Vista dorsal (escala: 5 um). (B) Vista ventral y
antapical (escala: 10 um). (Fuente: elaboracién propia).
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3.2.3.3 Gonyaulax spinifera (Claparede et Lachmann) Diesing

Especie relativamente pequefia, cuello y “hombros” bien marcados. Se entiende
por hombros una inflexion bastante marcada de los flancos de la epiteca, hacia la
mitad o algo por delante. Presenta dos espinas antiapicales bien desarrolladas,
con membranas laterales. El cingulum esta fuertemente excavado, descendente
(2.5 — 3 veces su altura) y de estrecruzamiento pronunciado de manera que la
recta que une los dos extremos del cingulum forma con el eje longitudinal un
angulo de 20 — 259 el entrecruzamiento es de aproximadamente 2 a 3 alturas de
cingulum (Balech, 1988). Esta especie en se ha encontrado como una especie

secundaria durante una floracion de Gonyaulax monacantha en el verano de 2008

en Bahia Mejillones.

Figura 43. (A) Gonyaulax spinifera. (B) Gonyaulax monacantha Pavillard (Fuente:
elaboracion propia).
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3.234 Azadinium spinosum Elbrachter & Tillmann, 2009

Durante el desarrollo del proyecto, se detectd la presencia de un pequefio
dinoflagelado similar a Azadinium spinosum en muestras obtenidas con

manguera. Cabe sefialar que siempre ha sido un ejemplar accidental.

Lamentablemente por su tamafio no es posible capturarlo con una red de
fitoplancton con abertura de malla de 20 um, lo que dificulta la deteccion de su
presencia en las muestras cualitativas. Ademas, es poco probable que este
organismo sea posible colectarlo con una malla de 10 um de abertura de poro, lo
gue ha dificultado su obtencién para establecer un cultivo. Por otra parte, para
realizar los analisis cuantitativos de fitoplancton, es necesario realizarlo con el
objetivo de 40X.

5 microns
—

Figura 44. Posible Azadinium sp, registrado en Bahia Guanaqueros el 21 de julio
de 2009, con una longitud de 8,35 pum y ancho 5,45 um. (Fuente: elaboracién
propia).

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 126
Prospeccion y sequimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



¥

CHILE
3.24 Especie nocivas para la acuicultura
3.24.1 Rhizosole nia imbricata Brightwell 1858

Las células observadas fueron encontradas individualmente o formando cadenas
de 2 a 4 individuos. Las células individuales son cilindricas, alargadas y poseen
varios cromatoforos (Fig. 45B). El frastulo, presenta una serie de bandas que se
encuentran apiladas en forma de columna. (Fig. 45C). Las valvas tienen una forma
ligeramente conica asimétrica, que terminan en un pequefio proceso con forma de
espina con una longitud de 7.1 + 1.6 um, cuya base se encuentra insertada en
una pequefia otaria que ocupa alrededor de un tercio de la espina. (Fig. 45D). Las
medidas del eje pervalvar son 121.8 +28.4 umy su eje apical es de 23.4 +4.5

um.

Figura 45. (A) Muestra obtenida durante la floracion de Rhizosolenia imbricata (B)
Cromatoforos (C) Bandas transversales en las pleuras del fristulo (D) Proceso con
forma de espina insertada en una pequefia otaria. Escala: (A) 100 um, (B) 20 pm,
(C) 50 um y (D) 10 pm. (Fuente: Elaboracién propia).
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3.2.4.2 Guinardia striata (Stoltherfoth) Hasle

Células cilindricas levemente curvadas. Valvas planas con bordes redondeados.
El proceso externo es marginal, y se inscribe en una depresiéon poco profunda en
la valva adyacente. La medida del eje pervalvar es de 250 pm y su eje apical es
de 6 a 45 um. Las células forman cadenas que en algunas ocasiones pueden
tener forma de espiral. La faja de bandas aparece como collares, pero son dificiles
de observar en microscopia convencional. Las células presentas numerosos

cloroplastos de pequefio tamario.

Durante la presencia de esta especie en la comunidad fitoplanctonica, se observa
una alteracion de las caracteristicas organolépticas del ostion (Argopecten
purpuratus). Esta alteracién es un cambio de coloracién de la génada desde un
tono rojizo a un tono crema, que puede ser debido al consumo de esta especie por
este bivalvo. Este cambio de coloracion otorga un aspecto similar al que presenta

la génada luego del desove del bivalvo.

Figura 46. Célula individual de Guinardia striata. (Fuente: elaboracién propia).
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3.3Resultados de los perfiles toxicologicos del fi toplancton toxico
encontrado en cada una de las bahias contempladas e  n el estudio.

3.3.1 Especies productoras de 4cido domoico

Antes del inicio del proyecto, el Laboratorio de Produccidén Primaria y Fitoplancton
de la Universidad Catolica del Norte mantenia en cultivo diferentes cepas de
Pseudo-nitzschia.

Los analisis realizados a los extractos de los cultivos de P. australis por HPLC-UV
y HPLC-MS, confirman la presencia de acido domoico en cuatro de los cultivos
obtenidos (PA2, PA3, PA4 y PA5S) (Tabla XVII). Estos andlisis (Fig.47), muestran
un pico cromatografico con una maximo de absorbancia en 242 nm y un tiempo
de retencion de 11,6 minutos. Adicionalmente, el cromatograma obtenido
mediante HPLC-MS, muestra un pico cromatografico del ion molecular 312 m/z en
el minuto 11,7. La fragmentacién de este ion molecular da como resultado los
fragmentos caracteristicos (294, 266, 248 m/z) que confirman la presencia de
acido domoico. La concentracion de esta toxina en los cultivos se encontro entre
0,04 — 1,74 pg célula * (Tabla XIX).

En relacién a P. calliantha, solo el cultivo obtenido en Bahia Tongoy (PCA2) dio
positiva para acido domoico. Su analisis por HPLC-UV y HPLC-MS (Fig. 48),
mostraron un pico cromatogréafico con una absorbancia de 242 nm con un tiempo
de retencion de 11,56 minutos y un pico cromatografico para el ion molecular 312
m/z en el minuto 11,69, respectivamente. Al igual que en el caso de P. australis, la
fragmentacion del ion molecular 312 m/z dio como resultado los fragmentos
caracteristicos (294, 266, 248 m/z) que confirman la presencia de acido domoico.

La concentracion de esta toxina en el cultivo fue de 0,01 pg célula ™.

Finalmente, los analisis realizados a los cultivos obtenidos de P. subfraudulenta,

dieron negativo para la presencia de acido domoico (Tabla XIX).
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Figura 47. Cromatograma y espectro de fragmentacion (MS?) correspondiente al
acido domoico presente en los cultivos de Pseudo-nitzschia australis (PA4)
aislados de Bahia Inglesa (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 48. Cromatograma y espectro de fragmentacion (MS?) correspondiente al
acido domoico presente en los cultivos de Pseudo-nitzschia calliantha (PCA2)
aislados de Bahia Tongoy (Fuente: elaboracion propia).
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Tabla XIX. Concentracion de acido domoico en los cultivos de Pseudo-nitzschia
obtenidas en las bahias del Norte de Chile. < LOD: Menor al limite de deteccién
(< 0,5 ng mL™.

_ Fecha , Acid_o Acid_o

Raza Especie obtencion Bahia domoico domoico
(ngmL™Y) | (pg célula™)

PAl P. australis 14/09/03 | La Herradura <LOD <LOD
PA2 P. australis 06/09/04 | La Herradura 5,18 0,04
PA3 P. australis 26/09/04 | La Herradura 5,08 0,05
PA4 P. australis 25/10/04 Inglesa 205,20 1,74
PAS5 P. australis 11/01/05 | La Herradura 87,31 0,59
PCAl P. calliantha 15/09/03 | La Herradura <LOD <LOD
PCA2 P. calliantha 23/12/05 Tongoy 1,84 0,01
PSF1 | P. subfraudulenta | 25/10/04 Inglesa <LOD <LOD
PSF2 | P. subfraudulenta | 14/02/06 Tongoy <LOD <LOD

(Fuente: elaboracion propia).

3.3.2 Especies productoras de toxinas paralizantes

Los analisis de toxinas realizados mediante HPLC-FD, no detectaron la presencia
de estas toxinas paralizantes en las muestras de fitoplancton extraidas desde
Bahia Mejillones y en los cultivos de Alexandrium tamarense (Fig. 49).

Sin embargo, se detectaron pequefias cantidades de toxinas paralizantes en
muestras de Semimytilus algosus y Argopecten purpuratus extraidas durante la
floracién de A. tamarense, lo que nos permite tener una aproximacion a su perfil

toxicoldgico (Fig. 49).

En ambos moluscos, el perfil de toxinas se caracterizé por la presencia de C2,
GTX2y GTX3y la presencia de dcGTX2 sd6lo en A. purpuratus. La hidrdlisis de las
muestras no incremento la concentracion de toxinas GTX, STX o neoSTX, por lo
gue se descarta la presencia de toxinas sulfocarbamato (C1l, C3, C4, GTX5-

GTX®6). Finalmente, no se detecto la presencia de toxinas GC (Fig. 49).
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Figura 49. Toxinas paralizantes en Semimytilus algosus y Argopecten purpuratus
extraidos durante una floracion de Alexandrium tamarense en Bahia Mejillones.
(A) Patrén del grupo de STX. (B) Extracto de Semimytilus algosus. (C) Extracto de
Argopecten purpuratus. (D) Patrén del grupo de GTX. (E) Extracto de S. algosus
con GTX2 y GTX3. (F) Extracto de A. purpuratus con GTX2, GTX3 y dcGTX2. (G)
Patrén del grupo C. (H) Extracto de S. algosus con trazas de C2. (I) Extracto de A.
purpuratus con trazas de C2. (Fuente: elaboracién propia).
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3.3.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas

3.3.3.1 Dinophysis acuminata

Los andlisis realizados a las células aisladas de Dinophysis acuminata por HPLC-
MS, confirmaron la ausencia de acido okadaico (AO) y dinophysistoxinas (DTX) 1
y 2. De este modo, el perfil de toxinas de este dinoflagelado en esta zona
geogréfica solo estd compuesto por pectenotoxina 2 (PTX2) y probablemente
pequefas cantidades de PTX11. Los analisis realizados para detectar y cuantificar
la PTX2 (Fig.50), muestran un pico cromatografico para el ion molecular 876 m/z
con tiempo de retencion de 9,54 minutos. Adicionalmente, el espectro de
fragmentacion da como resultado los fragmentos caracteristicos 841, 823, 805 y
787 m/z que confirman la presencia de PTX2. La concentracion de esta toxina en
las células fue de 180 pg célula ™
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Figura 50. Cromatograma y espectro de fragmentaciéon (MS?) correspondiente a la
PTX2 presente en las células aisladas de Dinophysis acuminata aisladas de Bahia
Tongoy (Fuente: elaboracion propia).
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Adicionalmente, un compuesto con la misma masa molecular de la PTX1 o PTX11
(897 m/z) fue encontrado en muestras de fitoplancton obtenidas desde Bahia
Tongoy. La fragmentacion de este ion molecular da como resultado los fragmentos
caracteristicos (853, 555 m/z) (Fig.51), lamentablemente, la concentracién en el
extracto fue muy baja para confirmar con exactitud a cual de los dos compuestos

corresponde este espectro.
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Figura 51. Cromatograma y espectro de fragmentacién (MS?) correspondiente a
una muestra concentrada de fitoplancton extraida desde Bahia Tongoy en la que
se detectd un compuesto de masa similar a la PTX1 o la PTX11 (897 m/z)
(Fuente: elaboracion propia).
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3.3.3.2 Protoceratium reticulatum

Los analisis realizados a las muestras de fitoplancton obtenidas desde Bahia
Mejillones en Febrero de 2007, confirmaron la presencia de yesotoxina. Los
realizados para detectar y cuantificar la YTX (Fig.52), muestran un pico
cromatogréfico para el ion molecular 1141 m/z con tiempo de retencion de 7,85
minutos. El espectro de fragmentacién en ms? y ms®, dan como resultado los
fragmentos caracteristicos 1061 m/z y 924 m/z que confirman la presencia de
YTX. La concentracion de esta toxina en las células se encontr6 entre 0,2 y 0,4 pg

-1

célula Por otra parte, no se detectd la presencia de ninguna otra toxina

relacionada con la yesotoxina.

Relative Abundance
o 3

Relative Abundance
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Relative Abundance
@ 3
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Figura 52. Cromatograma y espectros de fragmentacion (MS? y MS®)
correspondiente a la YTX presente en muestras de fitoplancton obtenidas en
Bahia Mejillones (Fuente: elaboracion propia).
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3.3.3.3 Gonyaulax cf . spinifera

Los analisis realizados a las muestras de fitoplancton obtenidas desde Bahia
Mejillones en Febrero de 2008, confirmaron la presencia de yesotoxina. En la
figura 53, se muestran los cromatogramas correspondientes a la yesotoxina, con
un tiempo de retencion de 3 minutos, en los cuales se confirma la presencia de
esta toxina mediante la monitorizacion de los iones moleculares 1141 m/z (Fig.
33.A) y 570 m/z (correspondiente a esta toxina en condiciones alcalinas) y dos de
sus transiciones correspondientes a sus fragmentos 467 y 396 m/z (Fig.33B y C).
Lamentablemente, el contenido de toxina por célula no pudo ser determinado,
debido a que la mayoria de las células se encontraban destruidas por lo que la
mayor parte de la toxina se encontraba libre en el medio.
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Figura 53. Cromatograma MRM (Multiple Reaction Monitoring) correspondiente a
la muestra de plancton concentrada durante una floracion de Gonyaulax cf
spinifera, en la cual se identificd y cuantifico la presencia de YTX (A) ion molecular
1141 m/z (B) transicion 570/467 y (C) transicion 570/396 (Fuente: elaboracion

propia).
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3.4 Resultados de la identificacion del fitoplancto n que genera cambios en
las caracteristicas organolépticas y coloracion gon adal de Argopecten
purpuratus.

3.4.1 Evaluacion sensorial para determinar la distr  ibucién anatomica del
sabor amargo en Argopecten purpuratus

Durante la primera floracion de Rhizosolenia imbricata detectada en el verano de
2008, se realizaron una serie de evaluaciones sensoriales desarrolladas en el
terreno por el personal de las empresas cultivadoras de ostiones. La informacién
entregada por los encargados de estas empresas, sefiala que existid6 un
incremento progresivo en la intensidad del sabor amargo en los bivalvos a medida
gue se incrementd la concentracion de esta diatomea, alcanzando su mayor
intensidad dias después de detectar la maxima concentracion de R. imbricata, a

finales del mes de enero.

Tabla XX. Evaluacion sensorial de los diferentes tejidos de Argopecten purpuratus
obtenidos durante la primera floracidon de Rhizosolenia imbricata detectada en
Bahia Inglesa durante el verano de 2008 (n=50).

g;_landpla Manto | Branquia | Génada | Musculo
igestiva

Evaluador 1 0 0 0 4 O+
Evaluador 2 0 0 0 4 0
Evaluador 3 0 0 0 4 0
Evaluador 4 0 0 0 4 o+
Evaluador 5 0 0 0 5 O+

(Fuente: elaboracion propia)

Los resultados de las evaluaciones sensoriales para determinar cual de los
organos o tejidos tiene el sabor mas intenso demostraron claramente que el
principal 6érgano que concentra este sabor es la génada. Ademas, permitieron
determinar que el musculo aductor también ve afectadas sus caracteristicas

organolépticas presentando un leve sabor amargo que, para algunos evaluadores
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resulté casi imperceptible. Finalmente, las pruebas realizadas al resto de los

tejidos demostraron que ninguno de ellos se encontraba amargo (Tabla XX).

Finalmente, de acuerdo a las evaluaciones sensoriales realizadas por el personal
de las empresas, para ambos episodios se determind que los bivalvos tardan al
menos 100 dias en recuperar sus condiciones organolépticas, lo que permite
reiniciar el procedimiento habitual de cosecha y elaboracion de productos en

formato “roe on” (génada y muasculo).

3.4.2 Progreso en la purificacion e identificacion del compuesto quimico
gue da origen al sabor amargo de los bivalvos

3.4.21 Caracterizacion preliminar

Se comprobd que la sustancia amarga no se pierde con el liofilizado (necesario
para el transporte de Chile a Espafia, donde se realiz6 la mayor parte del trabajo).
Ademés, se determind que el compuesto es insoluble en agua pero soluble en
metanol, e incluso en metanol acuoso, siendo percibido desde la extraccion
realizada con metanol al 60%. La mayor intensidad del sabor amargo fue
detectada en las fracciones extraidas a partir de metanol 80% vy la ultima

extraccion en acetona (Tabla XXI).

Se constaté que el principal compuesto causante es una molécula pequefia (<2
kDa), que no se retiene en cartuchos cromatograficos de fase normal y que
probablemente se retiene en columnas y cartuchos de fase reversa, pero que
sufre alguna alteracion que le hace perder su sabor amargo, lo cual limita en

buena parte las posibilidades de purificacion.
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Tabla XXI|. Evaluacion sensorial de cada fraccién obtenida durante la extraccion
del compuesto amargo en gonadas de A. purpuratus.

Fraccién Evaluacioén sensorial Color en la muestra
Acuosa 0 ++
MeOH 30% 0 ++
MeOH 40% 0 ++
MeOH 50% 0 ++
MeOH 60% 0+ ++
MeOH 70% 1 ++
MeOH 80% 2 +++
MeOH 90% 4 +++
MeOH 100% 4 +++
Acetona 100% 2 +++

(Fuente: elaboracion propia).

El compuesto amargo parece ser electronegativo ya que queda retenido en un
cartucho de intercambio anionico débil. Finalmente, las pruebas realizadas para
determinar si este compuesto tiene naturaleza proteica, resultaron negativas ya
gue el extracto se mantuvo amargo luego de ser sometido a una digestion con

tripsina.

3.4.2.2 Purificacion con Sephadex LH-20

3.4.2.21 Primera purificacion

Con la primera purificacion realizada con Sephadex LH-20 (Fig.54A), se
obtuvieron dos grupos de fracciones amargas. Estos grupos de fracciones fueron
clasificadas como, amargo 1 (Al) y amargo 2 (A2) constituyendo la primera mas
del 90% del amargo, por lo que se decidié continuar la purificacion de los
compuestos de este grupo, suponiendo que A2 podria probablemente contener
metabolitos secundarios o productos de degradacion del componente principal. En
el grupo Al se detectaron numerosos compuestos por lo que debid continuarse

con el proceso de purificacion.
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Figura 54. (A) Purificacién del extracto amargo utilizando Sephadex LH-20 y
posicion de la banda que corresponde al grupo Al. (B) Perfil TLC correspondiente
al grupo Al (fracciones 4-9). (Fuente: elaboracién propia).

Tabla XXII. Evaluacion sensorial de cada fraccion obtenida durante la primera
purificacién del compuesto amargo en génadas de A. purpuratus. Fracciones del
grupo Al: 4 -9y grupo A2: 12 — 14,

Fraccion Color Sabor Fraccion Color Sabor

1 +++ 0 10 +++ 0
2 +++ 0 11 +++ 0
3 +++ 0 12 ++ 0+
4 +++ 0+ 13 ++ 1
5 +++ 1 14 ++ 0+
6 +++ 3 15 ++ 0
7 +++ 3 16 ++ 0
8 +++ 1 17 ++ 0
9 +++ 0+ 18 + 0

(Fuente: elaboracion propia)
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3.4.2.2.2 Segunda purificacion

Se obtuvieron cuarenta y cinco fracciones amargas que fueron agrupadas en tres
grupos (Tabla XXIIl), siendo las pertenecientes al grupo A1C las que presentaron
el sabor amargo mas intenso.

Tabla XXIII. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la segunda
purificacion con Sephadex LH-20.

Fraccion Grupos Color Sabor
1-4 AlA ++ 0
5-20 Al1B ++ 0
21 - 50 Al1C +++ 4
51-54 Al1D +++ 1
55 — 66 AlE ++ 0+
67 — 80 AlF + 0
80-120 | Residuos + 0

(Fuente: elaboracion propia)

Figura 55. (A) Purificacion del grupo Al utilizando Sephadex LH-20 y posicién de
la banda que corresponde al grupo A1C. (B) Perfil TLC correspondiente a los tres
grupos amargos A1C, A1D y AL1E. (Fuente: elaboracién propia).
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3.4.2.2.3 Tercera purificacion

La purificacion del grupo A1C (Fig. 56A) permitié disminuir a nueve el nUmero de
fracciones amargas que se combinaron en cuatro grupos, siendo el grupo F4 el
gue tenia el sabor amargo mas intenso (Tabla XXIV).

Tabla XXIV. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la tercera
purificacion con Sephadex LH-20.

Fraccion Grupo Color Sabor
1-5 A + 0
6 -7 F1 +++ 0
8-9 F2 +++ 0
10-14 F3 ++ 0+
15-18 F4 ++ 4
19 — 24 | Residuos + 0

(Fuente: elaboracién propia)
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Figura 56. (A) Purificacion del grupo A1C utilizando Sephadex LH-20 y la banda
que corresponde al grupo F4. (B) Perfil TLC correspondiente a todas las
fracciones obtenidas, destacando la fraccion 17 incluida en el grupo F4. (Fuente:
elaboracion propia).
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3.4.2.3 Purificacién utilizando extraccion en fase sélida

La purificacion del extracto F4 con fase aminopropil (NH), permitié identificar el
sabor amargo en las fracciones correspondientes a la etapa de carga y la primera
elucion realizada con diclorometano (Tabla XXV). La utilizacion de esta técnica
permitid retener una gran cantidad de material entre las fracciones 5y 10. Entre
estos, podrian encontrarse una gran cantidad de compuestos de naturaleza polar

gue corresponderian a mas del 60% del color anaranjado del extracto.

Tabla XXV. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la
purificacion realizada con extraccion en fase solida en cartucho aminopropil (NH).

Fraccion Color Sabor
Carga 1 + 3
Diclorometano 2 + 3
Diclotometano : acetona 3 - 0
Acetona 4 + 0
Acetona : metanol 5 - 0
Metanol 6 - 0
Metanol 50% 7 - 0
Agua Milli —Q 8 + 0
Metanol 50% pH 4.5 9 ++ 0
Metanol 50% pH 9 10 ++ 0

(Fuente: elaboracion propia)

Figura 57. Perfil TLC correspondiente a todas las fracciones obtenidas durante la
purificacion con SPE aminopropil. Las bandas 1 y 2 corresponden a las fracciones
amargas. (Fuente: elaboracion propia).
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3.4.2.4 Purificacién con resinas de adsorcién

La purificacion con DIAION HP20, de la F4 previamente purificada con SPE
aminopropil, realizada, permitié obtener cuatro fracciones amargas. Entre estas las
fracciones 11 y 12 (Fig. 58) fueron las que presentaron un sabor mas intenso
(Tabla XI). Ademas, esta técnica, permitié eliminar gran parte del color restante en
el extracto (Tabla XXVI), por lo que las fracciones amargas quedaron con un leve

color las fracciones amarillo palido.

Tabla XXVI. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la
purificacion realizada con DIAION HP20.

Fraccion Color Sabor Fraccion Color Sabor
1 - 0 10 ++ 0
2 - 0 11 ++ 3
3 - 0 12 + 2
4 - 0 13 + 0+
5 - 0 14 + 0
6 - 0 15 + 0
7 + 0 16 + 0
8 + 0 17 - 0
9 ++ 0 18 - 0

(Fuente: elaboracion propia).

PR § KEY ~ VS . W R - VIO o VERE ~ VR A TR~
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 58. Perfil TLC de las fracciones obtenidas de la purificacion realizada con
DIAION HP20. Las bandas 11 y 12 corresponden a las fracciones amargas.
(Fuente: elaboracion propia).
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3.4.2.5 Nueva purificacion con Sephadex LH20

Una nueva separaciéon con Sephadex LH-20 de las fracciones 11 y 12 de la
separacion anterior, permitid obtener tres fracciones amargas correspondientes a
las fracciones 16, 17 y 18, que practicamente no presentaban coloracion (Tabla
XXVII). El perfil de las fracciones amargas demostr0 que estas contienen
compuestos de polaridad intermedia los que podrian estar asociados al sabor
amargo (Fig.59). Por otra parte, la utilizacién de esta técnica permitié eliminar en
gran parte de los compuestos que corresponderian a compuestos apolares, los

gue no tendrian relacion con el sabor amargo en los extractos.

Tabla XXVII. Evaluaciéon sensorial de las fracciones obtenidas durante la
purificacion realizada con Sephadex LH20

Fraccion Color Sabor Fraccion Color Sabor
1 - 0 10 - 0
2 - 0 11 - 0
3 - 0 12 - 0
4 - 0 13 + 0
5 - 0 14 + 0
6 - 0 15 + 0
7 - 0 16 - 4
8 - 0 17 - 3
9 - 0 18 - 0+

(Fuente: elaboracién propia).
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Figura 59. Perfil TLC de las fracciones obtenidas de la cuarta purificacion realizada
con Sephadex LH20. (Fuente: elaboracién propia).

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 145
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8)

3.4.2.6 Purificacién con resina de adsorcién DIAION HP20SS

Esta Ultima separacion permitio obtener, a partir de las fracciones 16, 17 y 18 de la
separacion anterior, tres nuevas fracciones amargas (Tabla Xlll). El analisis de
estas fracciones por TLC, demostro que las bandas de los compuestos obtenidos
son casi imperceptibles (Fig. 60). Sin embargo, es posible observar la presencia
de compuestos de polaridad intermedia, similar a lo observado en la etapa de

purificacion previa (Fig. 59).

Tabla XXVIIl. Evaluacion sensorial de las fracciones obtenidas durante la
purificacion realizada con DIAION HP20SS.

Fraccion Color Sabor Fraccion Color Sabor
1 - 0 10 - 0
2 - 0 11 - 0
3 - 0 12 - 0
4 - 0 13 - 0
5 - 0 14 - 0
6 - 0 15 - 0
7 - 0 16 - 4
8 - 0 17 - 3
9 - 0 18 - 0+

(Fuente: elaboracién propia).

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 60. Perfil TLC de las fracciones obtenidas del Ultimo proceso de purificacion
utilizando DIAION HP20SS. Las bandas 16, 17 y 18 corresponden a las fracciones
amargas. (Fuente: elaboracion propia).
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3.4.2.7 Perfil obtenido por espectrometria de masas

Los perfiles obtenidos de las fracciones amargas 17 y 18 (purificadas por
Sephadex LH20) en modo positivo, presentaron las sefiales mas intensas en un
rango de masas entre 200 y 650 m/z (Fig.61).
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Figura 61. Espectro de fragmentacién de las fracciones amargas. (A) Fraccion 17
y (B) fraccion 18. (Fuente: elaboracion propia).

Al comparar los espectros obtenidos en cada fraccion, se observa que tres iones
moleculares que corresponden a 491.1, 352.1 y 309.9 m/z, se comparten en
ambas fracciones, siendo mas intensos en la fraccibn mas amarga y siendo 491.1
el que produce mas sefal. La fragmentacion del ion molecular mas abundante que
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corresponde a 491 .1 m/z dio como resultado un fragmento de masa 373.9 m/z, el
que al ser fragmentado nuevamente genera los fragmentos 256.9, 177.1 y 160.1

m/z.

En modo negativo no se pudieron obtener diferencias apreciables entre la fraccion
mas y la menos amarga. La distribucion isotdpica obtenida mediante ZoomScan
sugiere que este compuesto tiene aproximadamente 30 &tomos de carbono
(Fig.62).

amargofraccl7 #975 RT:17.28 AV:1 NL:2.92E5
F:+ ESIZms [490.00-494.00]
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1005
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o

4939 4940
T

o
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Figura 62. Distribucion isotépica de obtenida mediante ZoomScan. (Fuente:
elaboracion propia).
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3.5Resultados de la identificacion de quistes obte  nidos de las bahias
incorporadas en el estudio.

Los sedimentos analizados de las 6 estaciones de Bahia Mejillones, presentaron
una similitud cualitativa del los quistes de resistencia. Esto se deberia por una
parte a la cercania de las estaciones y por otra a las caracteristicas similares de

los sedimentos.

En relacion a los sedimentos obtenidos de las otras bahias incluidas en el estudio
que corresponden a Bahia Inglesa, Bahia Guanaqueros y Bahia Tongoy, los
analisis revelaron que la presencia de quistes es muy baja y poco representativa lo
gue podria ser explicado debido a la ausencia de zonas andxicas y con alto
contenido de materia organica en las areas en las que se desarrollan los cultivos.

Es importante destacar que las técnicas de identificacion de quistes actuales fue
desarrollada por paleontdlogos, quienes trabajaron en el estudio de quistes fosiles
provenientes del los sedimentos. De este modo, nos referiremos a los tipos de
quistes encontrados por su nombre paleontolégico, sefialando ademas cual es la

especie fitoplancténica a la que se encuentra relacionada.

Durante el desarrollo del proyecto, en Bahia Mejillones comunmente se
encontraron quistes morfolégicamente similares a Trinovantedinium (Fig. 63), que
corresponderian a dinoflagelados del género Protoperidinium. Este tipo de quistes

estuvo presente en las otras bahias pero con una menor frecuencia.

Entre los quistes mas abundantes registrados en Bahia Mejillones, destacan
aquellos morfolégicamente similares a Spiniferites, que corresponderian a
dinoflagelados del género Gonyaulax (probablemente Gonyaulax spinifera) (Fig.
64).
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Figura 63. Quistes morfologicamente similares a Trinovantedinium que
corresponderian a dinoflagelados del género Protoperidinium. (Fuente:
elaboracion propia).

Figura 64. Quistes morfolégicamente similares a Spiniferites que corresponderian
a dinoflagelados del género Gonyaulax. (Fuente: elaboracion propia).
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Otro de los quistes frecuentemente encontrados en Bahia Mejillones, fueron
aquellos morfolégicamente similares a Operculodinium centrocarpum, que
corresponderian al dinoflagelado Protoceratium reticulatum (Fig. 65). Durante el
verano de 2007, se registr6 una gran cantidad de quistes de Operculodinium,
durante una floracion del dinoflagelado P. reticulatum. Estos quistes, también

fueron detectados en Bahia Inglesa, Bahia Guanaqueros y Bahia Tongoy.

Figura 65. Quistes morfologicamente similares a Operculodinium centrocarpum
gue corresponderian al dinoflagelado Protoceratium reticulatum. (Fuente:
elaboracion propia).

En todas las bahias estudiadas, se detectaron quistes morfologicamente similares
a Scripsiella, que corresponderian probablemente al dinoflagelado Scripsiella
trochoidea (Fig. 66).

Ademds, se encontrd la presencia de quistes morfolégicamente similares a
Brigantedinium, que corresponderian probablemente a dinoflagelados del género
Protoperidinium (Fig. 67).
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Figura 66. Quiste morfolégicamente similar a Scripsiella que corresponderia al
dinoflagelado Scripsiella trochoidea. (Fuente: elaboracion propia).

Figura 67. Quiste morfolégicamente similar a Brigantodinium que corresponderia a
dinoflagelados del género Protoperidinium. (Fuente: elaboracién propia).

Otros quistes encontrados en todas las bahias estudiadas, presentaron similitudes
morfolégicas con Lingulodinium, y corresponderian probablemente al

dinoflagelado Lingulodinium polyedrum (Fig. 68).
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Figura 68. Quistes morfolégicamente similares a Brigantodinium que
corresponderian al dinoflagelado Lingulodinium polyedrum. (Fuente: elaboracién

propia).

Finalmente, en Bahia Mejillones se ha detectado la presencia de quistes similares
a los correspondientes a los géneros Alexandrium (Fig. 69), Polykrikos (Fig.70) y
Pyrodinium (Fig.71). Sin embargo, no se ha podido establecer a que especie

fitoplanctonica se encuentra asociada.

Figura 69. Quiste morfolégicamente similar al correspondiente a Alexandrium.
(Fuente: elaboracién propia).
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Figura 70. Quiste morfolégicamente similar al correspondiente a Polykrikos
(Fuente: elaboracién propia).

Figura 71. Quiste morfolégicamente similar al correspondiente a Pyrodinum
(Fuente: elaboracién propia).
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3.6 Resultados del monitoreo de variables oceanogra ficas vy
meteorologicas de las principales bahias en las que se desarrollara el
estudio.

3.6.1 Temperatura del mar

Las series muestran incrementos de temperatura en la columna de agua desde
noviembre en adelante, presentando pulsos de 3 a 5 dias, en los cuales la
temperatura a 20 m de profundidad incrementa en aproximadamente 2T (Fig. 72).
En el caso de Tongoy durante octubre los incrementos de temperatura por estos
pulsos fueron menos débiles y con duraciones de un par de dias. Los valores
minimos y maximos muestran que la columna presenta un rango de 7,7C (Tabla
XXIX), observandose en algunos momentos la columna esta homogénea y con

temperaturas cercanas sus minimos valores.

Al comparar las dos bahias se observa que en Tongoy se presenta un mayor
calentamiento de la columna de agua, tanto en profundidad como en tiempo,
aungue no se alcanzan los valores maximos observados en Bahia Inglesa. Otra
diferencia observada es que de junio hasta fines de septiembre la columna de
agua en Tongoy es homogénea en forma permanente y mas fria que lo observado

en bahia Inglesa.

Ambas bahias muestran durante el mes de diciembre de 2009 temperaturas mas
bajas en comparacion con diciembre del 2008, por lo que se puede esperar que
las temperatura durante el verano 2009-2010 sean mas bajas en comparacion con
el verano 2008-2009. Esto pude explicarse por el incremento de la surgencia en la

primavera del 2009 y comienzos del verano 2009-2010.
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Tabla XXIX. Valores minimos y méaximos de la temperatura a las distintas
profundidades en las bahias Inglesa y Tongoy.

Bahia Inglesa | Bahia Tongoy
Min | Max | Min Max
511239 | 1997 | 11,70 | 18,83
10| 12,37 | 19,51 | 11,67 | 18,14

15 11,86 | 19,22 | 11,64 | 17,70
20| 1219 | 18,86 | 11,43 | 17,18

(Elaboracién propia)
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Figura 72. Variacion de la temperatura (C) del mar en profundidad y tiempo de las
bahias Inglesa y Tongoy. (Fuente: elaboracion propia).
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3.6.2 Variables meteoroldgicas

En Bahia Inglesa la serie de tiempo de viento muestra un predominio de vientos
del S y SSW (Fig. 73), presentando las maximas intensidades entre las 12 y 14
horas, y observandose las minimas después de las 18 horas. Esta variacion es
producida por las diferencias de calentamiento entre el mar y la tierra, que genera
la briza marina, que en este caso se expresa en la disminucién de la intensidad del
viento, no variando mucho la direccion del viento (Fig. 74). La méaxima rafaga
registrada es de 17.44 m s, con un promedio de 4.06 m s™, y el viento promedio

registro un maximo de 12.9 m sy su valor medio fue de 2.8 m s™.

180

Figura 73. Rosa de los viento registrado en Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion
propia).

La serie de tiempo (Fig. 75) muestra un incremento del viento durante la primavera
del 2009, lo que se refleja en un incremento de los indices de surgencia y
turbulencia (Fig. 76). El indice de surgencia presenta valores negativos que
indican la posibilidad que se produzca hundimiento de agua en la costa, pero dada

su duracion e intensidad producen la relajacion del sistema. La relacion de los
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indices muestra un predominio de la surgencia, respecto al hundimiento, y que el
viento traspasa energia a la superficie del mar de igual por turbulencia como por el
transporte fuera de la costa. Bakun y Parrish (1982) mostraron que a lo largo de la
costa de Pert y Chile hay zonas donde un proceso predomina sobre el otro,

producto de las variaciones en latitud y de la direccién de procedencia del viento.
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Figura 74. Serie de tiempo del viento registrado en Bahia Inglesa. (Fuente:
elaboracion propia).
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Figura 75. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en Bahia
Inglesa. (Fuente: elaboracién propia).
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Figura 76. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en Bahia
Inglesa. (Fuente: elaboracién propia).
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La maxima rafaga (Fig. 77) registrada en esta la estacion meteorolégica de bahia
Coquimbo fue de 14.29 m s™, con un promedio de 3.1 m s™, y el viento promedio
registrado presento un méaximo de 10.58 m/s con un promedio de 2.1 m s, con un
predominio de las direcciones del NW. El viento registrado en esta estacion, a
diferencia del registrado en bahia Inglesa, presenta una variabilidad mayor en la

intensidad del viento por efecto de la brisa marina (Fig. 78).

180

Figura 77. Rosa de los vientos registrado en Bahia Coquimbo. (Fuente:
elaboracion propia).

El indice de surgencia (Fig. 79) muestra un predominio de la condicién de
surgencia de relajacion con indices negativos que indican la posibilidad que exista
una tendencia al hundimiento al interior de la bahia. Lo que se refleja en la
relacion de ambos indices (Fig. 80) que muestran que los vientos favorables al
hundimiento se presentan en igual nimero de ocasiones generando, y que
aportan de igual forma a la turbulencia, 1o que no se observé en bahia Inglesa,
donde predominan los vientos favorables a la surgencia y los vientos favorables al

hundimiento producen menos turbulencia.
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Figura 78. Serie de tiempo del viento registrado en Bahia Coquimbo. (Fuente:
elaboracion propia).
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Figura 79. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en bahia
Tongoy. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 64. Serie de tiempo de los indices de surgencia y turbulencia en bahia
Tongoy. (Fuente: elaboracion propia).

La presion atmosférica en ambas estaciones presento un comportamiento
semejante, con algunas variaciones, lo que era de esperar por la distancia que hay
entre ellas (Figs. 81 y 82). Las maximas presiones se registraron en agosto de
2009, siendo en bahia Inglesa la maxima de 1027.25 mBar y en bahia Coquimbo
de 1028.95 mBar; en tanto que las minimas presiones se registraron entre febrero
y marzo de 2009, en bahia Inglesa la minima fue de 1007.95 mBar y en bahia
Coquimbo de 1007.85 mBar.

La humedad relativa en la estacion de bahia Inglesa muestra mayor fluctuacion,
con un minimo de 44,2%, un méaximo de 98,3%, y un promedio de 82,35%,
mientras que la estacion de Coquimbo fluctia entre 51,7% y 99.6%, y su promedio
fue de 87,68%. Las variaciones diarias de la humedad relativa son amplias

durante todo el periodo de mediciones, mientras que en bahia Coquimbo se
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reducen notoriamente durante el periodo de invierno, manteniéndose alta la

humedad.

La temperatura del aire en bahia Inglesa presenté variaciones diarias de
aproximadamente 8C, en forma mas 0 menos constante, mientras que en
Coquimbo algunos dias su variacion no supero el grado Celsius, pero se
registraron variaciones de 10<C. La sefial obtenida durante el afio de mediciones
muestra maximas temperaturas en verano, durante enero y febrero, y las minimas

en invierno, en julio.

Algo similar ocurre con la radiacion incidente (PAR) en que los valores
acumulados son minimos en invierno y maximos en verano. La comparacion visual
de las series de Bahia Inglesa indica que las variaciones de PAR estan asociadas
a las variaciones de la humedad relativa, presentandose menor valor acumulado

de PAR en los periodos de mayor humedad relativa.

En Coquimbo, junto con presentarse este efecto de la cantidad de humedad en el
aire, se observa ademas una relacion con las variaciones de la presion
atmosférica, encontrandose que disminuciones de presion estan asociados con
incrementos de la humedad relativa y la reduccion del PAR, mientras que estas
variaciones de presion en Bahia Inglesa no tienen asociado un incremento de la
humedad relativa ni una reduccion del PAR en forma simultanea, sino que son
observado desfasados por par de dias, diferencia que puede estar relacionados

con la topografia local.
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Figura 81. Series de tiempo de presion atmosférica, radiacion incidente
acumulada, temperatura del aire y humedad relativa en la estacion meteorolégica
de Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 82. Series de tiempo de presion atmosférica, radiacion incidente
acumulada, temperatura del aire y humedad relativa en la estacion meteoroldgica
de Bahia Coquimbo. (Fuente: elaboracion propia).
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3.7 Informacién geografica sobre la distribucion es pacio temporal de las
principales especies causantes de floraciones algal es nocivas
identificadas en cada una de las bahias contemplada s en el estudio.

3.7.1 Fitoplancton Bahia Inglesa

Se evalud la distribucion del fitoplancton en Bahia Inglesa desde fines de afio
2005 a diciembre del 2009, en tres estaciones (B1, B5, B10) y desde enero del

2008 a diciembre de 2009 considerando una nueva estacion (B3).

En general las densidades fitoplanctonicas en todas las estaciones fueron muy
similares en el tiempo, presentando las mayores densidades (> 2 millones cél L™)
en la época primavera verano, alcanzando la mayor densidad (> 5 millones cél L™)
en noviembre de 2009. Por el contrario las menores concentraciones (<100.000

cél L' se registran en los meses de invierno (Fig. 83).

Fitoplancton Total
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Figura 83. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Inglesa entre los
afos 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).
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3.7.11 Pseudo-nitzschia australis

La diatomea Pseudo-nitzschia australis ha sido detectada durante estos 5 afios de
estudio, registrandose periodos corto de aparicion en el mes de diciembre de 2005
con un maximo de 68.182 cél L™ y representando un porcentaje de dominancia de

un 3% con respecto al fitoplancton total de la muestra.

En 2006 se registré6 durante todo el afio, con apariciones esporadicas en los
meses de enero (< 3%), abril (< 29%), agosto (<5%) y diciembre (<5%) y dos
eventos con cierre de bahia. Cabe sefialar que se ha detectado toxina amnésica
cuando el porcentaje de la poblacion P. australis supera el 60% (cuando
SERNAPESCA solicita muestreo de contingencia). El primer evento se presento
entre los meses de julio y agosto (40 dias) con una concentracion maxima 487.341
cél L™ (87%), y el segundo evento se registrd fines de octubre a principios a
mediados de noviembre (21dfas) con un maximo de 1.795.455 cél L™ (85%),

siendo este ultimo evento de mayor concentracion de todos los afios en estudio.

En 2007, la concentracion de Pseudonitzschia australis fue menor con respecto a
los otros afios, su presencia fue detectada entre los meses de abril-mayo, octubre
y diciembre, con una duracion maxima de 8 dias en octubre con una
concentracion méaxima de 86.364 cél L' (7%) y en diciembre con una

concentracion maxima de 500.000 cél L™ (21%).

Durante el afio 2008 la presencia de esta diatomea fue escasa, y no fue
registrada, presentando una primera ventana entre febrero hasta abril del 2006 y

la segunda de junio del 2008 hasta fines de enero (Fig. 84).
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Pseudo-nitzschia australis
Bahia Inglesa 2005-2009
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Figura 84. Distribucion espacio temporal de Pseudonitzschia australis en Bahia
Inglesa entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).

3.7.1.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima )

En esta zona geogréfica, las detecciones de acido domoico, siempre fue asociada
a la presencia de la diatomea Pseudo-nitzschia australis. Sin embargo, en
algunas ocasiones se detectaba la presencia de niveles sub-toxicos de esta toxina
cuando se encontraba presente una diatomea clasificada preliminarmente como P.
pseudodelicatissima. Por esta razdn, se aislé la especie para ser cultivada y
posteriormente clasificarla taxonomicamente vy evaluar la produccion de acido

domoico.

Los analisis taxondmicos revelaron que lo que se consideré por afios como P.
pseudodelicatissima, es realmente un complejo formado por floraciones
multiespecificas de P. pseudodelicatissima y Pseudo-nitzschia calliantha (Alvarez
et al., 2009), las que solo pueden ser clasificadas utilizando técnicas de

microscopia electrénica de barrido.
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El complejo P. calliantha/pseudodelicatissima, presentd una alta densidad en
diciembre del 2005, alcanzando concentraciones superiores 1 millén de cél L™
Posteriormente el afio 2006 presenté una alta frecuencia pero con densidades
inferiores a los 200.000 céIL™ (Fig. 85). Esta diatomea es una especie frecuente
en Bahia Inglesa, excepto primavera—verano 2007-2008 y verano - otofio de 2008
- 2009.
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Figura 85. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (Pseudo-
nitzschia pseudodelicatissima) en Bahia Inglesa entre los afios 2005 y 2009.
(Fuente: elaboracién propia).

3.7.1.3 Dinophysis acuminata

La presencia de Dinophysis acuminata se concentré entre diciembre de 2005 y
mayo de 2006, registrandose una méxima concentraciéon de 2.000 cél L™ en marzo
de este ultimo afo. Desde diciembre de 2006 a enero de 2007 se mantuvo en
concentraciones menores a 500 cél L™, sin embargo entre enero y mayo de 2007
se presentan registros de 6.329 cél L. Cabe sefialar que en estos dos afios no

se detecto presencia de D. acuminata en los meses de junio, julio y agosto.

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 169
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8)

Para 2008, la presencia de D. acuminata se concentré entre los meses de enero y
julio, con concentraciones mayores a 9.000 cél L™, los cuales solo son detectados
en una o dos estaciones de la bahia (B5 y B10). Desde octubre de 2008 a
diciembre de 2009, esta especie siempre ha estado presente (Fig. 86), sin

embargo no se ha detectado VDM en esta época de estudio.
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Figura 86. Distribucién espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia
Inglesa entre 2005 — 2009. (Fuente: elaboracién propia).

3.7.14 Rhizosolenia imbricata

La diatomea Rhizosolenia imbricata fue poco frecuente entre los afios 2005 y
2007, mientras que entre enero y marzo de 2008 se registro la primera floracion de
esta especie, que tuvo una duracion de 65 dias con una concentracion maxima de
972.727 cél L™ (46%) en la estacién BI-10 (Fig. 87).

El segundo evento ocurrié entre diciembre de 2008 y febrero de 2009 con
concentraciones que alcanzaron los 590.000 cél L™, con una duracién de 60
dias. En ambos eventos los ostiones tomaron un sabor amargo, especialmente la

gonada en su parte femenina, impidiendo que las empresas pectinicultoras
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pudieran procesar el producto por el tiempo de 120 dias, provocando un fuerte

desempleo en las plantas procesadoras.

Rhizosolenia imbricata
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Figura 87. Distribucion espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia
Inglesa entre 2005 — 2009. (Fuente: elaboracién propia).

3.7.15 Guinardia striata

Guinardia striata se puede considerar como una especie levemente nociva para la
acuicultura de pectinidos, que no provoca un dafio a la salud humana y no afecta
al crecimiento y la supervivencia del ostién. Esta diatomea provoca un cambio de
coloracion en la génada de ostién (especificamente en su parte femenina),
cambiando de color rojizo a un color blanquecino cremoso similar a la tonalidad

gue esta presenta cuando la gonada se encuentra desovada (Fig. 88).

G. striata, se registré6 generalmente en los meses de otofio (Fig. 89), pero su
mayor densidad (> 700.000 cél L') se observé en febrero del 2006,

posteriormente se presentd con valores relativamente bajos (< 200.000 cél L™).
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Figura88. Cambio de coloracion de la gbénada femenina de Argopecten
purpuratus durante una floracion de la diatomea Guinardia striata. (Fuente:
elaboracion propia)
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Figura 89. Distribucién espacio temporal de Guinardia striata en Bahia Inglesa
entre 2005 — 2009. (Elaboracion propia).
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3.7.2 Fitoplancton Bahia Guanaqueros

La distribucion del fitoplancton en Bahia Guanaqueros desde fines de afio 2005 a
diciembre de 2009 en 4 estaciones (G2, G3, G7, GC), muestra las mayores
densidades (> 2 millones cél L) corresponden a la época de primavera y que
estas disminuyen a valores inferiores a 100.000 cél L™ en los meses de invierno
(Fig.90).
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Figura 90. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Inglesa entre los
afos 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).

3.7.2.1 Pseudo-nitzschia australis

La diatomea Pseudo-nitzschia australis ha sido detectada durante estos 4 afios,
encontrandose sus mayores densidades (495.000 cél L") en el mes de mayo y
junio del 2009 con una duracién del evento de 90 dias, sin embargo su
concentracion porcentual alcanzé al 54% donde se registré toxina amnésica a
nivel sub-téxico (4,5 ug g%).
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Desde febrero del 2006 a mayo del 2008 se registro esta especie de diatomea en
bajas concentraciones (< 100.000 cél L) excepto en alguna muestras puntuales
donde su densidad llegé a las 300.000 cél L. (Fig. 91).
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Figura 91. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia australis en Bahia
Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia).

3.7.2.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima )

P. calliantha y P. pseudodelicatissima, son especies muy frecuentes en Bahia
Guanaqueros. Sus mayores densidades (>800.000 cél L") se registraron en abril
de 2006, en noviembre de 2007 y febrero de 2008 (Fig. 92). Se puede considerar
como las especies mas frecuentes en Bahia Guanaqueros, excepto en el afio
2009 donde no se registré desde enero a mayo. Cabe sefialar que durante este
periodo se han registrado eventos VAM pero no se registré durante las mayores

concentraciones de estas especies en Bahia Guanaqueros.
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Figura 92. Distribucién espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (P.
pseudodelicatissima) en Bahia Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente:
elaboracion propia).

3.7.2.3 Dinophysis acuminata

Dinophysis acuminata estuvo presente durante todo el periodo de estudio, excepto
en cortos periodos de invierno del 2007 y 2008. Las mayores densidades
alcanzaron las 2000 cél L™ ya sea en verano o invierno, excepto en el mes de
octubre del 2007 donde alcanz6 las 8000 cél L™ (Fig.93).
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Figura 93. Distribucién espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia
Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia).
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3.7.2.4 Rhizosolenia imbricata

La presencia de la diatomea Rhizosolenia imbricata en Bahia Guanaqueros
durante estos ultimos 5 afios fue poco frecuente. Esta diatomea solo pudo ser
detectada en los meses de mayo de 2007 y mayo de 2008, con una densidad de

40.000 cél L™ que no superd el 5 % de abundancia relativa (Fig. 94).
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Figura 94. Distribucion espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia
Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia).

3.7.2.5 Guinardia striata

La presencia de Guinardia striata en Bahia Guanaqueros ha sido frecuente,
presentando dos eventos de alta densidad, en enero de 2006 con mas de
1.200.00 cél L™ y en abril de 2008 con méas de 400.000 cél L™ (Fig. 95). Durante
el primer evento se registré6 un cambio de color rojo a crema de la parte femenina
de la gonada del ostion, como ya habia sido mencionado en Bahia Inglesa (Fig.
88).
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Guinardia striata
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Figura 95. Distribucidn espacio temporal de Guinardia striata en Bahia
Guanaqueros entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracién propia).

3.7.3 Fitoplancton Bahia Tongoy

Se evaluo la distribucion del fitoplancton en Bahia Tongoy entre los afios 2005 a
2009, en tres estaciones (T3, T4, T5) y desde enero de 2008 a diciembre de 2009

considerando dos nuevas estaciones (T11y TC).
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Figura 96. Distribucion espacio temporal del fitoplancton en Bahia Tongoy entre
los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracidn propia).
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En las 5 estaciones se observo que las mayores densidades (>2 millones cél L™
se presentan en la época primavera-verano. Por el contrario las épocas de
pobreza fitoplancténica (<200.000 cél L) se presentaron durante los meses de
invierno. Cabe sefialar que las maximas concentraciones de fitoplancton (> 5
millones cél L) se registraron durante el verano y la primavera del afio 2006 (Fig.
96).

3.7.3.1 Pseudo-nitzschia australis

La diatomea Pseudo-nitzschia australis ha sido detectada durante estos 5 afios en
Bahia Tongoy, registrandose sus mayores densidades (> 200.000 cél L) en
marzo de 2006 y en agosto de 2007 (donde alcanza la maxima concentracion que
corresponde a 900.000 cél L) y en mayo de 2009 (Fig. 97). Cabe sefialar que la
estructura de distribucion de esta especie muy similar a la observada en Bahia
Guanaqueros. Ademas esta especie no fue registrada desde mayo a octubre del
2008 y entre diciembre del 2008 has mediado de mayo del 2009.
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Figura 9765. Distribucion espacio temporal de Pseudo-nitzschia australis en Bahia
Tongoy entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).
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3.7.3.2 Pseudo-nitzschia calliantha (P. pseudodelicatissima )

P. calliantha, como P pseudodelicatissima presentaron una alta frecuencia y una
alta densidad en Bahia Tongoy entre el 2006 y 2009, alcanzando la mayor
concentracion (931.000 cél L) en diciembre del 2007, generalmente la suma de

estas dos especies registran una densidad inferior a las 100.000 cél L™ (Fig. 92).
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Figura 98. Distribucién espacio temporal de Pseudo-nitzschia calliantha (P.
pseudodelicatissima) en Bahia Tongoy entre los afios 2005 y 2009. (Fuente:
elaboracion propia).

3.7.3.3 Dinophysis acuminata

Dinophysis acuminata es una especie frecuente en Bahia Tongoy en estos ultimos
4 afios de registro, con una densidad que fluctia entre las 100 a 2000 cél L™ (Fig.
99). Sin embargo, durante todo este periodo no se ha registrado VDM en especial

durante abril del 2009 donde se registré las mayores densidades (>1000 cél L™).

Informe Final Proyecto FIP 2007-20 Pdgina 179
Prospeccion y seguimiento de microalgas nocivas para la actividad de cultivo de Pectinidos



8)

Dinophysis acuminata
Bahia Tongoy 2005 - 2009
A JeTseTaeTs@TIL O TC] " .
1600 ° °
1400 o
1200 - ° ®0
< 1000 -
8 “so0 e o ° (R
600 ® [ J [ J
400 ﬂ t ° ® ’ og !g o @
[N
208 o % o’ o° % 88:°% o oo‘:oo 8
o © © © © QA QA QA ® ® ® ® $) o
,\/,Q 'L’Q Q},Q qD ‘L’Q NQ ,\,0 Q,Q ,\,,0 (0,0 %,0 ,\;Q ,b,Q Q},Q QD
N SV S A S Yy S
) R S N N A S SN NS, N o
Fecha

Figura 99. Distribucién espacio temporal de Dinophysis acuminata en Bahia
Tongoy entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).

3.7.3.4 Rhizosolenia imbricata

La presencia de la diatomea Rhizosolenia imbricata en Bahia Tongoy durante
estos ultimos 4 afios fue escasamente, solo fue detectada en el mes de abril de
2006 con menos de 40.000 cél L™ y un evento entre febrero y abril del 2008 con
densidades que superaron los 40.000 cél L. Ademéas se presentd en baja
densidad (< 20.000 cél L") entre agosto y noviembre de 2009 (Fig. 100).
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Figura 100. Distribucién espacio temporal de Rhizosolenia imbricata en Bahia
Tongoy entre los afios 2005 y 2009. (Elaboracién propia).
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3.7.3.5 Guinardia striata

La presencia de Guinardia striata en Bahia Tongoy ha sido frecuente, presentando
dos eventos de alta densidad, en enero de 2006 con méas de 1.200.00 cél L* y en
abril de 2008 con mas de 400.000 cél L™ (Fig. 101). Durante el primer evento se
registrd6 un cambio de color de la gonada femenina del ostion. Cabe sefialar que
la estructura de distribucion para las bahias Guanaqueros y Tongoy, son muy

similares.
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Figura 101. Distribucion espacio temporal de Guinardia striata en Bahia Tongoy
entre los afios 2005 y 2009. (Fuente: elaboracion propia).

3.8 Distribucion del fitoplancton y especies de mic roalgas nocivas
(abundancia y frecuencia) en relacibn a variables a mbientales
(temperatura superficial del mar, indice de surgenc ia e indice de
turbulencia).

3.8.1 Bahia Inglesa

3.8.1.1 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacion a la temperatura superficial del mar (T~ SM), durante la
época de estudio en Bahia Inglesa.
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La relacion entre la distribucion del fitoplancton y la temperatura superficial del mar
(TSM); que presento un rango térmico entre los 13 a 19 °C; es similar para
Dinophysis acuminata, y Rhizosolenia imbricata.

Sin embargo, Guinardia striata presenta una mayor frecuencia con una
temperatura de 15 °C. En el caso de Pseudo-nitzschia australis y P. calliantha

estas son mas frecuentes en aguas mas frias (14 °C) (Fig. 102).
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Figura 102. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad), en relacion a la temperatura superficial del mar, durante la época de
estudio en Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.1.2 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacion al Indice de Surgencia (IS), durante la época de
estudio en Bahia Inglesa.

En Bahia Inglesa, el fitoplancton y las microalgas nocivas se presentan con un
indice de Surgencia (IS) entre 0 y 500 (Fig. 103). Solo D. acuminata se encontro
con valores negativos, que indica su presencia durante un pulso de hundimiento
(downwelling). La mayor frecuencia para todas las diatomeas se encontré con un
valor de IS cercano a 0, que indica que el maximo de concentracion se detectd

durante el periodo de relajacion de la surgencia (Fig. 103).
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Figura 103. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad), en relacién Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en
Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.1.3 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacién al Indice de Turbulencia (IT), dura nte la época de
estudio en Bahia Inglesa.

El Fitoplancton en general, el dinoflagelado Dinophysis acuminata y la diatomea
Pseudo-nitzschia australis se encontraron con un indice de Turbulencia (IT) entre
0 y 450 (Fig. 104). En tanto, las diatomeas Pseudo-nitzschia calliantha, Guinardia
striata y Rhizosolenia imbricata se encontraron en un rango de IT entre 0 y 190.
Sin embargo, la mayor frecuencia para las especie tdxicas 0 nocivas se encontro
con un IT cercano al 0, que indica que la presencia de estas especies en

momentos de calma y estabilidad en la columna de agua (Fig. 104).
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Figura 104. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad) en relacion al Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en
Bahia Inglesa. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.2 Bahia Guanaqueros

3.8.2.1 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacién al Indice de Turbulencia (IT), dura nte la época de
estudio en Bahia Guanaqueros

La distribucion del fitoplancton en relacion a la temperatura superficial del mar
(TSM) se encontré6 en un rango térmico que va de los 12 a los 18 °C. Esta
distribucién es similar a la registrada para Dinophysis acuminata. En el caso de
Pseudo-nitzschia australis, esta se encontré en un rango térmico entre 12 y 15 C
mientras que P. calliantha se encontré entre 12 y 17 °C. Guinardia striata se
encontré entre 15 y 18 °C y finalmente Rhizosolenia imbricata se presento de

forma accidental en esta bahia (Fig. 105).
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Figura 105. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad) en relacion a la temperatura superficial del mar, durante la época de
estudio en Bahia Guanaqueros. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.2.2 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacion al Indice de Surgencia (IS), durante | a época de
estudio en Bahia Guanaqueros

El fitoplancton en general y las microalgas nocivas se encontraron con un indice
de Surgencia (IS) entre -100 y 100 (Fig. 106). Los valores negativos indican pulsos
de hundimiento (downwelling) y valores positivos pulsos de surgencia. Cabe
sefalar que el centro de surgencia mas cercano se encuentra en Punta Lengua de

vaca al sur de Bahia Tongoy.
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Figura 106. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad) en relacion Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en
Bahia Guanaqueros. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.2.3 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacién al Indice de Turbulencia (IT), dura nte la época de
estudio en Bahia Guanaqueros.

El Fitoplancton, como las especies nocivas, se encontraron con un indice de
Turbulencia (IT) entre 0 y 100 (Fig. 107). Cabe sefialar que la baja frecuencia de
R. imbricata que solo se registré cuando el indice de turbulencia se estaba entre 0
y 50.
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Figura 107. Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad) en relacion Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en
Bahia Guanaqueros. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.3 Bahia Tongoy

3.8.3.1 Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacion a la temperatura superficial del mar (TSM), durante
la época de estudio en Bahia Tongoy.

En figura 108, se puede observar que la distribucion del fitoplancton en Bahia
Tongoy, presenta una similitud a lo observado en B Guanaqueros con un rango
térmico que va desde 12 a 18 °C. Similar distribucion térmica presentaron
Dinophysis acuminata y Pseudo-nitzschia calliantha, mientras que P. australis se
encontroé con un rango térmico entre 12 a 15 . En relacién a Guinardia striata el
rango corresponde a valores entre 15 y 18 °C y finalmente Rhizosolenia imbricata

se present6 de forma accidental en Bahia Tongoy (Fig. 100).
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Figura 108. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad) en relaciébn a la temperatura superficial del mar, durante la época de
estudio en Bahia Tongoy. (Fuente: elaboracién propia).
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3.8.3.2 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacion al Indice de Surgencia (IS), durante la época de
estudio en Bahia Tongoy.

El Fitoplancton y las microalgas nocivas se presentaron con un indice de
Surgencia (IS) entre -200 y 200 (Fig. 109), valores que son en 100 unidades
mayores que los encontrados en Bahia Guanaqueros. Cabe sefialar que en esta

oportunidad G. striata y R. imbricata se encontraron con rangos entre -100 a 100.
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Figura 109. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad), en relacion Indice de Surgencia (IS), durante la época de estudio en
Bahia Tongoy. (Fuente: elaboracion propia).
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3.8.3.3 Distribucién del fitoplancton y especies de microalgas nocivas
en relacién al Indice de Turbulencia (IT), dura nte la época de
estudio en Bahia Tongoy.

El Fitoplancton, como D. acuminata y P. australis, se encontraron con un indice de
Turbulencia (IT) entre 0 y 450 (Fig. 110), mientras que P. calliantha, G. striata y R.

imbricata se presentaron con un rango entre 0 a 190.
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Figura 110. Distribucion del fitoplancton y especies de microalgas nocivas (log
densidad), en relacion Indice de Turbulencia (IT), durante la época de estudio en
Bahia Tongoy. (Fuente: elaboracion propia).
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3.9 Determinacion de los géneros o especies fitopla  nctdnicas que pueden
ser considerados como plagas hidrobiolégicas.

3.9.1 Especies productoras de acido domoico

En la zona norte de Chile, las diatomeas Pseudo-nitzchia australis y P. calliantha,
son hasta la fecha las Unicas especies identificadas como productoras de &cido
domoico (toxina amnésica). Sin embargo, debido a que las floraciones producidas
por estas especies son multi-especificas, es necesario determinar si la diatomea
P. pseudodelicatissima; que co-existe con P. calliantha durante estos episodios;

tiene la capacidad de producir esta toxina.

Considerando la frecuencia intermitente de la deteccion de toxina amnésica
durante el periodo de estudio, en las tres principales bahias en las que se
desarrolla el cultivo de pectinidos (Regiones de Atacama y Coquimbo), podemos
decir que estas zonas geograficas pueden ser clasificadas como “Areas de

Floraciones Algales Nocivas” (area de FAN).

Por otra parte, es importante destacar que estas especies probablemente se
encuentren distribuidas a lo largo de toda la costa entre las regiones de Atacamay
Coquimbo, por lo que no deberia ser necesario aplicar medidas de contencién

para el traslado de bivalvos o fomites entre las bahias de ambas regiones.

3.9.2 Especies productoras de toxinas paralizantes

Durante el periodo anterior al desarrollo de este proyecto, la presencia de toxinas
paralizantes en la zona norte de Chile era esporadica y se centraba principalmente
en la Regidn de Coquimbo. Actualmente, mediante los analisis de glandula
digestiva de Argopecten purpuratus se ha comprobado que esta toxina se
encuentra frecuentemente en todas las principales bahias en las que se desarrolla
el cultivo de este bivalvo. Debido a la continua deteccion de este tipo de toxinas en

la glandula digestiva de este bivalvo, podemos decir que estas zonas geograficas
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pueden ser clasificadas como “Areas de Floraciones Algales Nocivas” (area de
FAN).

Considerando el perfil de toxinas detectados en las muestras analizadas, la
deteccion de células pertenecientes al género Alexandrium y la presencia de
guistes que podrian pertenecer a estos dinoflagelados, es probable que estas
toxinas sean producidas por diferentes cepas o clones de los dinoflagelados

Alexandrium tamarense o Alexandrium minutum.

Sin embargo, es necesario desarrollar un trabajo mas detallado que incluya la
germinacion de quistes y el posterior cultivo de las especies obtenidas para
determinar con exactitud cual o cuales son las especies productoras de las toxinas
paralizantes. Considerando estos antecedentes, no es posible determinar por una
parte, si estas especies son nativas o fueron introducidas recientemente y por otra,

si se requiere la aplicacion de medidas de contencidn para evitar su propagacion.

3.9.3 Especies productoras de toxinas lipofilicas

3.93.1 Especies productoras de toxinas diarreogéni  cas

En relacion a los dinoflagelados con la capacidad de producir toxinas
diarreogénicas en la zona norte de Chile, podemos destacar la presencia de
Dinophysis acuminata y probablemente de alguna especie perteneciente al género

Azadinium, como por ejemplo Azadinium spinosum.

En el caso de D. acuminata, es necesario destacar que en la zona norte de Chile,
este dinoflagelado solo tendria la capacidad de sintetizar pectenotoxinas (PTX),
entre las que se encuentran la PTX2 y PTX11l y no presentaria toxinas
diarreogénicas como acido okadaico, dinofisistoxinas y sus derivados acilados.
Este perfil de toxinas, ha sido detectado en diferentes bahias en las que se

desarrolla la acuicultura y la explotacion de moluscos como por ejemplo Bahia
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Inglesa y Bahia Salada (Region de Atacama), Bahia Coquimbo, Bahia
Guanaqueros y Bahia Tongoy (Regién de Coquimbo) y recientemente en Bahia
Arica (Region de Arica y Parinacota). Considerando esta informacién, podemos
inferir que éste dinoflagelado se encuentra distribuido en todo el norte de Chile por
lo que la aplicacion de medidas de contencidn para evitar la propagacion de este

dinoflagelado en esta amplia zona geografica no son necesarias.

En el caso de dinoflagelados del género Azadinium, se requiere un estudio mas
detallado para determinar cual es la especie productora de azaspiracido-1
detectado en machas y almejas extraidas desde Bahia Coquimbo, y si esta
corresponde a la misma especie productora de azaspiracido-2 detectado en
ostiones extraidos desde diferentes bahias de las regiones de Atacama y
Coquimbo. Debido a reciente descripcion taxondmica de esta especie y a la falta
de equipos cromatograficos que permitan desarrollar este tipo de investigaciones
no es posible determinar, por una parte si esta especie es introducida o siempre
ha estado presente en la zona norte de nuestro pais y por otra, si existe algun

riesgo asociado al no tener medidas de contencion para evitar su propagacion.

3.9.3.2 Especies productoras de toxinas no diarreog  énicas

En relacién a la presencia de dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas no
diarreogénicas, debemos destacar la presencia del dinoflagelado Protoceratium
reticulatum. Este dinoflagelado productor de yesotoxinas es un componente
frecuente del fitoplancton de Bahia Mejillones y tiene la capacidad de producir
floraciones. Ademas, los estudios de identificacion de quistes, revelaron una alta
densidad de quistes pertenecientes a esta especie los que pueden contribuir a la
produccion de los episodios toxicos. Durante este trabajo, la presencia de

yesotoxinas, ha sido registrada en las principales bahias en las que se desarrolla
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el cultivo del ostion del norte. Recientemente, este tipo de toxinas ha sido
detectada en Bahia Arica y fue asociada a la presencia de quistes similares a
Operculodinium centrocarpum que corresponde al quiste que da origen a este
dinoflagelado. Considerando estos antecedentes, podemos inferir que esta
especie probablemente es autéctona y que se encuentra distribuida
preferentemente en las regiones de Arica y Parinacota, Tarapaca y Antofagasta,
por lo que la aplicacién de medidas cautelares para evitar su propagacion serian
necesarias especialmente para evitar el traslado de organismos o fomites hacia

las bahias de las regiones de Atacama y Coquimbo.

Finalmente, es necesario desarrollar mas estudios para determinar de forma
inequivoca la distribucion del dinoflagelado Gonyaulax spinifera (productor de
yesotoxinas), la presencia del dinoflagelado Lingulodinium polyedrum (debido a la
deteccién de quistes similares a los producidos por este dinoflagelado) y
determinar cudl o cuales son los organismos productores de espirélidos en esta
amplia zona geogréfica, con el proposito de fortalecer la clasificacion de las
diferentes areas de explotacion y cultivo contemplando el reglamento de plagas

hidrobiolégicas.
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Tabla XXX. Principales toxinas marinas y especies fitoplanctonicas detectadas en la zona norte de Chile

Toxina

Posible agente causal

Agente causal
confirmado

Toxinas
paralizantes

Saxitoxina
Gonyautoxina 1
Gonyautoxina 2
Gonyautoxina 3
Gonyautoxina 5

dcSaxitoxina
dcGonyautoxina 2
dcGonyautoxina 3

Alexandrium tamarense
Alexandrium minutum

No disponible

C1
Cc2
Pseudo-nitzschia delicatissima Pseudo-nitzschia
Tox,in_as acido domoico Pseudo-n_itzsphi_a pseudo- austr:_:llis _
amnésicas delicatissima Pseudo-nitzschia
Amphora coffaeformis calliantha
Toxinas Azaspiracido 1
lipofilicas Azadinium spinosum No disponible

diarreogénicas

Azaspiracido 2

Pectenotoxina 2

Dinophysis acuminata

' . . . . Dinophysis acuminata
Iip;(l’)liggzsno Pectenotoxina 11 Dinophysis acuminata Phy
diarreogénicas Yesotoxina Gonyagla-lx spinifera Protoceratium
Lyngulodinium polyedra reticulatum
. - . Alexandrium peruvianum . .
Iminas ciclicas Espirdlidos . P . No disponible
Alexandrium ostenfeldii
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3.10 Impactos econOmicos generados por la aparicién de floraciones
algales nocivas en la industria pectinicultura en el norte de Chile.

Segun las estadisticas de ProChile, para los afios 2007, 2008 y 2009 el monto
total exportado (en US$) fue el siguiente para cada una de las empresas
presentes en la industria. Como se puede observar en la tabla XXXI, Compafiia
Pesquera Camanchaca S.A. representa el 37% del promedio del total de lo

exportado por Chile para el periodo 2007-2009.

Tabla XXXII. Exportacion de Ostiones (US$) entre los afios 2007 y 2009.

Empresa 2007 2008 2009
Cia. Pesquera Camanchaca S.A. 6.974.379 34% 12.093.502| 40% 7.131.834 37%
Pesquera San José S.A. 6.284.500( 31% 6.930.714| 23% 5.698.876| 30%
Invertec Ostimar S.A. 2.387.183 12% 5.439.537 18% 2.636.614 14%
Comercial e Inversiones Loanco Ltda. 2.130.836 10% 2.547.069 8% 1.899.399 10%
Inversiones Centinela S.A. 1.564.649 8% 2.297.412 8% 1.257.243 7%
Pesquera El Golfo S.A. 596.033 3%
Sociedad Comercial Bahia Tongoy S.A. 278.902 1% 590.997 2% 350.077 2%
Exportadora Mytilus S.A. 237.400 1%
Comercial y Pesquera South Wind S.A. 54.431 0% 161.828 1% 105.229 1%
Grusic Barrios Marko Bozidar 24.710 0%
Comercial Aquagro Ltda. 101.229 0%
Soc Inv Rebolledo Ferreira Ltda. 59.739 0%
Sociedad Distribuidora de Productos del Mar Ltda. 189.771 1%
Proyecta Corp. S.A. 99,2871 0,52%
Chile Seafoods Comercial Spa 39.637]10,21%
PisciSeafood Ltda. 6.576] 0,03%
Total 20.533.023 100% 30.411.798 100% 19.224.772 100%

(Fuente: ProChile)

Los datos proporcionados por Compafia Pesquera Camanchaca S.A. durante el
estudio, revelan que durante los periodos con eventos toxicos 0 nocivos los costos
de operacion fueron de US$ 683.659, los costos por muerte de individuos
correspondieron a US$ 51.434 y, el monto no percibido por los desembarques no
realizados fue de US$ 2.726.010. El costo para la Cia. Pesquera Camanchaca
S.A. se determin6 como sigue: US$ 51.434 por muerte de ostiones y US$
2.042.351 por utilidades no percibidas en el periodo. Esto es la diferencia entre los
ingresos no percibidos por embarques no realizados menos los costos de

operacion del periodo.
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En el ranking de empresas exportadoras, aparecen 6 empresas principales para el
afio 208, Cia. Pesquera Camanchaca S.A., Pesquera San José S.A., Inversiones

Ostimar S.A., Comercial e Inversiones Loanco Ltda. e Inversiones Centinela S.A.

Se considerd el costo declarado por Pesquera Camanchaca como el costo
representativo de la industria y se estimo6 que cada una de las restantes empresas
presento igual costo para el periodo analizado. Si bien explicitamente no se obtuvo
informacion de compafilias grandes como San José o Invertec, si se han
considerado dentro del andlisis, ya no utilizando un porcentaje representativo,
sino asumiendo que las 5 principales empresas de la industria han presentado
pérdidas equivalentes.

Con lo anterior el costo para la empresa tipo es de US$ 2.093.785 y la industria en
su totalidad US$ 10.468.927, con una capitalizacion a 10 afios a una tasa del 7%
el impacto econémico global de los eventos descritos es de U$ 20.593.964.
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4, Discusion

4.1 Toxinas amnésicas en el norte de Chile

En la zona norte de nuestro pais, la primera deteccion de &cido domoico
corresponde al afio 1999 en muestras de ostiones obtenidos de centros de cultivo
de la Region de Coquimbo (Suéarez-Isla et al., 2002). Desde este estudio, se ha
registrado al menos un episodio anual de este tipo de toxicidad, los que han sido
asociados a la presencia de la diatomea Pseudo-nitzschia australis

El incremento en la aparicién de este tipo de toxinas y la alta frecuencia de esta
diatomea en esta amplia zona geografica, determinaron que el Servicio Nacional
de Pesca (SERNAPESCA) estableciera una mayor frecuencia de monitoreo de
fitoplancton y toxinas marinas. Desde el afio 2004 hasta septiembre de 2008 (al
inicio del proyecto), se detectaron 10 cierres cautelares debido a la presencia de
acido domoico con niveles por sobre el limite regulatorio, siendo Bahia Inglesa la
principal zona afectada con un 50% de cierres, seguida por las Bahias de Tongoy
(33%) y Bahia Guanaqueros (17%) (Servicio Nacional de Pesca, 2009).

La aplicacion de estos cierres cautelares, estan basada en el cumplimiento de del
reglamento 854/2004 (European Commission, 2004) y las decisiones 2003/804/CE
y 2004/623/CE, y sus modificaciones, en las cual los analisis del cuerpo entero del
bivalvo o cualquier parte comestible de este no debe superar los 20 pg g*
(revisado por Paseiro et al. (2009)). Considerando estos antecedentes, la Norma
Técnica N3 del Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos menciona en el
parrafo 2.1.2 “Si los niveles de abundancia de Pseudo-nitzschia australis es
superior al 65% del total de las especies presentes en la muestra de fitoplancton,
se aplicara un muestreo intensivo para fitoplancton y analisis de acido domoico en
muestras de carne. En caso de detectarse en niveles superiores a 15 ppm de

acido domoico en muestras de carne, se cerrara el area y se aplicara un muestreo
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intensivo con el fin de evaluar la evolucién del evento. Si el nivel detectado es
igual o inferior a 15 ppm, se debera aplicar solamente un muestreo intensivo, que
consiste muestreos cada dos dias y se suspende al obtener dos resultados
negativos consecutivo.” Actualmente, la Comision Europea (CE), a través de su
Agencia de Seguridad Alimentaria (EFSA) se encuentra analizando la posibilidad
de cambiar la legislacién, disminuyendo el limite regulatorio de esta toxina a 4,5 g
g' (EFSA, 2009c), situacién que ha sido duramente criticada por el sector
productivo en paises como Espafa, Francia y Portugal. Si este cambio en la
legislacion es aceptado, afectara negativamente las exportaciones de bivalvos de
nuestro pais hacia la Comunidad Europea, debido a las concentraciones de esta
toxina registrada en las tres bahias estudiadas y en especial en Bahia Inglesa son
superiores al limite regulatorio sugerido. Por este motivo, durante la ejecucion de
este proyecto, se decidio realizar los analisis de toxinas en la glandula digestiva de
Argopecten purpuratus, debido a que este 6rgano retiene cerca del 55% de la
toxina (Uribe et al., 2007), lo que nos permitié determinar con una mayor precision

la distribucion temporal del &cido domoico en este bivalvo.

En Bahia Inglesa (Region de Atacama), el acido domoico parece estar restringido
a los periodos de primavera y verano. En diciembre de 2008, se registré la mayor
concentracion de esta toxina en las glandulas digestivas con valores cercanos a
33 pg g*. Este registrd, coincidié con la prohibicién de cosecha de este molusco
dictaminada por SERNAPESCA al detectar durante el PSMB niveles cercanos al
limite regulatorio en los tejidos comestibles de Argopecten purpuratus (Servicio
Nacional de Pesca, 2009). Cabe sefalar que durante este evento se registro la
presencia de la diatomea P. australis con una densidad muy baja (54.000 células
L™), que sin embargo correspondié al 54% del total del fitoplancton. Los anélisis
posteriores a este episodio, demostraron que la glandula digestiva de este bivalvo
mantuvo una concentracién entre 6 y 1 pg g* hasta el final del verano, lo que

puede ser explicado debido a que la depuracion de este érgano es muy lenta o
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gue la presencia de diatomeas del género Pseudo-nitzschia en este periodo
pudieran re-intoxicar al bivalvo. Es importante destacar, que a pesar de que las
glandulas digestivas se encontraron toxicas, no se generd un nuevo cierre cautelar
para la cosecha de este bivalvo. El dltimo registrd6 de toxina en Bahia Inglesa,
corresponde a finales de 2009 con concentraciones de &cido domoico en la
glandula digestiva cercanas a 15 pug g™*. Al igual que al comienzo del estudio, este
registré coincidi6 nuevamente con el cierre cautelar para la cosecha de este
bivalvo, ya que los tejidos comestibles alcanzaron valores cercanos al limite
regulatorio (Servicio Nacional de Pesca, 2009). La presencia de esta toxina,
nuevamente estuvo asociada a la presencia de diatomeas del género Pseudo-
nitzschia, con una clara dominancia de P. australis con concentraciones

superiores a los 2.000.000 de células L™.

En el caso de Bahia Guanaqueros (Region de Coquimbo), al igual que en Bahia
Inglesa, la presencia de &cido domoico se encuentra mayoritariamente en los
periodos de primavera y verano, aunque en Guanaqueros, se registro un episodio
en el otofio de 2009. En esta bahia, durante el periodo de enero a noviembre de
2009 se registraron dos episodios en los cuales la concentracion de toxina en la
glandula digestiva no sobrepasé los 5 ug g™. Esos episodios estuvieron asociados
a la presencia de P. australis, con una concentracion méaxima de 495.000 células
L detectada en el mes de mayo de 2009. El Gnico registr6 importante
corresponde a diciembre de 2009, en el cual la concentracion de la toxina en la
glandula digestiva alcanzé un nivel de 24,41 ug g*, que al parecer no generé un
cierre para las actividades acuicolas de acuerdo a la informacién generada por el
PSMB (Servicio Nacional de Pesca, 2009). La presencia de esta toxina, estuvo
asociada a P. australis, cuya densidad fue muy baja, no superando las 50.000
células L™ y con un porcentaje de no superior al 4% con respecto a la densidad

total.
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En Bahia Tongoy (Region de Coquimbo), al igual que en las otras bahias la
presencia de esta toxina corresponde mayoritariamente al periodo verano-
primavera, con un episodio aislado en otofio. Durante el periodo estival, se detecto
la presencia de cuatro episodios, siendo los mas importantes el ocurrido a finales
de 2008 con una concentracion de acido domoico en las glandulas digestivas
cercana a 12 pg g' y otro detectado durante marzo de 2009 con una
concentracion de acido domoico en las glandulas digestivas cercana a 16 pg g™,
ninguno de los cuales se encontré asociado a algun cierre cautelar decretado por
SERNAPESCA (Servicio Nacional de Pesca, 2009). Ambos episodios, estuvieron
relacionados con la presencia de diatomeas del género Pseudo-nitzschia. El
primer episodio, se encontré6 dominado por el complejo P. calliantha /
pseudodelicatissima con concentraciones cercanas a 150.000 células L™, seguida
por P. australis con una concentracién cercana a las 50.000 células L™. En tanto,
el episodio ocurrido en marzo de 2009 fue producido por la por el complejo P.
calliantha / pseudodelicatissima destacando que no se registro la presencia de P.
australis. El siguiente registro de acido domoico corresponde a otofio (mayo de
2009), con una concentracién de toxina que no superé los 2 pg g*, el que estuvo
asociado a la presencia de P. australis con una densidad cercana a las 400.000
células L. Finalmente, el dltimo registro de esta toxina corresponde al inicio de la
primavera, con una concentracion de toxina cercana a los 5 pug g™ y el que estuvo
asociado nuevamente a la presencia de P. australis y P. calliantha (P.
pseudodelicatissima), destacando que ninguno de los eventos, se encontrd
asociado a cierres cautelar decretado por SERNAPESCA (Servicio Nacional de
Pesca, 2009).

Es importante destacar que la aplicacion de cierres cautelares aplicados por el
Servicio Nacional de Pesca se genera cuando los analisis superan una
concentracion de 20 pg g' en una muestra constituida por la totalidad de los

tejidos del bivalvo. Considerando estos antecedentes, es l6gico encontrar una
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mayor frecuencia de esta toxina en las glandulas digestivas al ser analizadas por
separado, debido a que es 6rgano contribuye con mas de un 55% del contenido
total de esta toxina, por lo que frecuencia de deteccion en uno y otro caso no

tienen porque presentar el mismo patron temporal.

Por otra parte, este trabajo, demuestra que las diatomeas del genero Pseudo-
nitzschia son componentes habituales de las poblaciones fitoplanctonicas de las
principales bahias en las que se desarrolla el cultivo de Argopecten purpuratus en
el norte de Chile. Estas especies tienen la capacidad de producir floraciones
(especialmente en primavera, verano y al menos un episodio en otofio. Todas
estas floraciones, se han desarrollado durante los dias posteriores a los eventos
de surgencia, con temperaturas que se encuentran entre los 13 a 15 °C y con un
bajo indice de turbulencia (< 100).

Al igual que en otros lugares del mundo, especies toxicas y no toxicas de este
género, pueden coexistir durante sus floraciones (Bates, 1998; Trainer et al., 1998;
Cho et al., 2002; Trainer et al., 2002; Quijano-Scheggia et al., 2008a). Los
resultados de este trabajo, demuestran que al menos cuatro de estas especies
pueden coexistir durante un episodio toxico. Estas especies son P. australis, P.

calliantha, P. pseudodelicatissima y P. subfraudulenta.

En Chile, P. australis ha sido detectada en tres zonas geograficas separadas entre
si por mas de 1.000 km. En la zona norte, ha sido descrita por Rodriguez (2004)
en Bahia Antofagasta (23°01" S, 70°25" W), en la zona central por Avaria (1962)
en Bahia Valparaiso (33°01" S, 71°38" W) y en el extremo sur del pais (36° - 41°
S) (Rivera, 1985). Las caracteristicas morfolégicas de los cultivos de P. australis
obtenidos en Bahia Inglesa y Bahia La Herradura, son similares a los descritos por
Rivera (1985); Hasle y Syvertsen (1997); Rhodes (1998) y Cusack (2002). La

principal diferencia se encuentra en la longitud del eje transapical, siendo mas
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delgadas que las células descritas por Rivera (1985) en el sur de Chile. Esta
especie, ha sido reportada en todas las bahias contempladas en el estudio,
presentando una mayor frecuencia y densidad en Bahia Inglesa, especialmente
con temperaturas cercanas a 14 T en momentos de re lajacion de la surgencia y
una estabilidad de la columna de agua. Ademas, es importante destacar que P.
australis presenta su mayor tasa de crecimiento (U = 1,82) a 14 °C con una
irradiancia de 166 pmol m?s™. Los andlisis de toxinas confirman a P. australis
como principal fuente de acido domoico en el norte de Chile. En este pais, esta
especie habia asociada a la intoxicacion de mariscos en la zona sur de Chile
(Suérez-Isla et al., 2002). Todos los cultivos de P australis, excepto el cultivo
(PA1), fueron capaces de producir acido domoico. La concentracion celular de los
cultivos se encontré en un rango de no detectable a 1,74 pg célula™. Estos valores
pueden ser comparados con los reportados por Villac et al. (1993) (no detectable a
0,4 pg célula™), Rhodes et al. (1996) (2 pg célula™), Campbell et al. (2001) (1,20 a
1,32 pg célula™), Rhodes et al. (2002) (2 pg célula ) y Cusack et al. (2002) (0,21 a
0,98 pg celula™).

Por otra parte, el presente estudio permitio identificar y realizar dos cultivos de P.
calliantha. Esta es la primera que se identifica esta especie en aguas costeras del
norte de Chile (27° - 30° S), debido a que solo estaba descrita a 2.000 km mas al
sur, en Dalcahue, Isla de Chiloé (42° 22" S, 73° 38" W) (Lundholm et al., 2003).
Los caracteres taxondémicos identificados en estos cultivos, son similares a los
descritos por Lundholm et al. (2003); Caroppo et al. (2005); Besiktepe et al.
(2008). La principal diferencia se encuentra en el nUmero de poroides de nuestras
células (5-8 en 1 um) es mayor que el descrito por otros autores para esta
especie. Al igual que en el caso de P. australis, el desarrollo de floraciones de esta
diatomea ocurre durante periodos de relajacion de la surgencia, alcanzando su
maxima tasa de crecimiento (4 = 1,48) con una temperatura de 13 °C y a una

irradiancia de 209 pmol m?s™® (Uribe et al., 2007). Sin embargo, es posible
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detectar células en aguas mas calidas (17°C), que probablemente puedan ser
células de la especie P. pseudodelicatissima, debido a que no es posible
identificarlas bajo un microscopio fotonico. La deteccion de acido domoico en el
cultivo de P. calliantha (PCA2), indica que P. australis no es la Unica especie
capaz de contaminar los moluscos con toxina amnésica. La produccion de esta
toxina por esta diatomea, fue reportada en la Bahia de Fundy, Canada (Martin et
al., 1990), en las costas de Dinamarca (Lundholm et al., 1997), en la laguna de
Bizerte, Tunez (Inés y Asma, 2006) y en la Bahia de Sebastopol, Mar Negro
(Besiktepe et al., 2008). La concentracion celular de esta toxina en nuestros
cultivos se encontré alrededor de 0,01 pg célula™. Esta concentracion, es menor
que la reportada por Besiktepe et al. (2008) (1,3 pg célula™), pero igual a la
concentracion descrita por Martin et al. (1990) (0,01 pg célula ™). Esta informacién
es muy importante para su utilizacion en el Programa de Sanidad de Moluscos
Bivalvos (PSMB) en el Norte de Chile.

Adicionalmente, este trabajo permitié identificar dos de los cultivos como P.
subfraudulenta. Este resultado, es la primera identificacion de esta especie en
aguas costeras de Chile (27° - 30° S) y Sudamérica, debido a que solo estaba
descrita en el Golfo de California (Hasle, 1965), en las costas del Pacifico
Mexicano (Licea et al., 2000; Gémez-Aguirre et al., 2004; Sierra-Beltran et al.,
2005) y en el Golfo de Panaméa (Hasle, 1965). Los caracteres taxonémicos
identificados en estos cultivos, son similares a los descritos por Hasle y Syvertsen
(1997); Cho et al. (2001) y Sierra-Beltran et al. (2005). Destacando entre estos, la
presencia de mas de una estria por fibula, utilizado para separar esta especie de
P. fraudulenta, descrita en Chile (18° 20" S, 53° 50" W) por Rivera (1985). Estos
cultivos de P. subfraudulenta no contenian acido domoico, al igual que otras razas

en otras areas en el mundo descritas por Cho et al. (2001) y Orsini et al. (2002).
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Finalmente, los analisis realizados a las muestras de fitoplancton evidenciaron la
presencia de P. pseudodelicatissima, especie descrita por Rivera (1985) (23° 50°
S, 53° 13" W) y Hasle (1965). Los caracteres taxondmicos identificados en las
células, son similares a los descritos por Lundholm et al. (2003), pero se ajustan
mas a las descripciones realizadas por Ferrario et al. (2004) en muestras
obtenidas en el Paso de Drake. Lamentablemente, no se pudo establecer el cultivo
de esta especie, por lo que es necesario el desarrollo de méas estudios para
confirmar si P. pseudodelicatissima, tiene la capacidad de producir acido domoico
debido a que esta especie coexiste frecuentemente con P. calliantha durante las

floraciones del fitoplancton.

A pesar de la presencia de las diatomeas P. australis y P. calliantha en las
principales bahia en las que se desarrolla la pectinicultura y su relacién con la
presencia de acido domoico en la zona, no se puede considerar estas dos
especies como plaga, debido a los siguientes motivos: a) son especies que han
sido registradas entre Antofagasta y Chiloé; b) los florecimientos de estas
especies presentan una estrecha relacion con los eventos de surgencia, procesos
oceanograficos que ocurren frecuentemente desde Chiloé hasta Arica, c) los
eventos de surgencia son de corta duracién, no mayores a 7 dias, d) la
intoxicacion y depuracion del acido domoico en A. purpuratus es muy rapida,
(entre 10 y 15 dias, e) concentraciones variables para producir ser un evento

nocivo (entre 50,000 células L™ a méas de 1 millén de células L™).

4.2  Toxinas paralizantes en el norte de Chile

La toxicidad de tipo paralizante, esta frecuentemente presente en las tres
principales bahia en las que se desarrolla el cultivo de Argopecten purpuratus. En
Bahia Inglesa, los resultados positivos de los andlisis de las glandulas digestivas
mediante bioensayo se encontraron con toxicidades entre 31y 69 ug equivalentes
de STX 100 g*. Los perfiles de toxinas observados en estas muestras fueron
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frecuentemente dominados por GTX5, GTX2, GTX3, STX, C2 y esporadicamente
con la presencia de estas toxinas mas dcGTX2, dcGTX3, dcSTX, C1 y GTX1. La
coincidencia de cinco de estas toxinas a lo largo del periodo de estudio, sugiere
gue estas fueron producidas por el mismo organismo fitoplanctonico, generandose
una nueva intoxicacién de los bivalvos cada vez que se incrementd la proporcion
de GTX5, debido a que esta toxina no pudo ser producida por una desulfataciéon
de las toxinas C2 6 C1 por que la cantidad de estas no es suficiente para explicar

su incremento.

En Bahia Guanaqueros, los resultados positivos por bioensayo demostraron que la
toxicidad de las muestras fueron similares a los registrados en Bahia Inglesa y se
encontraron entre 31 y 56 pg equivalentes de STX 100 g™. Los perfiles de toxinas
observados en estas muestras fueron frecuentemente dominados por GTXS5,
GTX2, GTX3, STX, C2 y esporadicamente con la presencia de estas toxinas mas
dcGTX2, dcGTX3, C1, dcSTX y GTX1. Al igual que en Bahia Inglesa, la presencia

de GTX5 permitiria identificar una nueva intoxicacion en los bivalvos.

En Bahia Tongoy, los resultados positivos por bioensayo presentaron toxicidades
entre 31 y 71 pg equivalentes de STX 100 g™, valores muy similares a los
obtenidos en las otras bahias. Los perfiles de toxinas observados en las muestras
analizadas fueron frecuentemente dominados por GTX5, GTX2, GTX3, STX, C2y
esporadicamente con la presencia de estas toxinas mas dcGTX2, dcGTX3 v,
destacando la presencia de GTX1 en diciembre de 2008 la que pudo
transformarse por reduccidon de un grupo hidroxilo a GTX2. Es importante
destacar, que la alta frecuencia de GTX5 en esta bahia especialmente en el otofio
hace suponer que estos bivalvos se encontraron frecuentemente expuestos al

microorganismo causal de las toxinas.
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Considerando estos perfiles, podriamos establecer que este bivalvo tendria la
capacidad de biotransformar algunas toxinas paralizantes. El caso mas claro es la
conversion de C2 en C1 por epimerizacion, la conversion enzimatica de C1 en
dcGTX2 y C2 en dcGTX3 y la epimerizacion de esta ultima en dcGTX2 (Oshima,
1993). Ademas, tendrian la capacidad de transformar GTX1 en GTX2 por
reduccion del grupo hidroxilo (Jaime et al., 2007) y se descartaria la
transformacion de dcGTX2/3 por decarbamoilacion de GTX2/3 y la formacion de
STX por desulfatacion enziméatica de GTX2/3. En el caso de GTX5, esta
probablemente proviene del fitoplancton y sin embargo, no es descartable que
esta provenga de una desulfatacién de C1 6 C2 (Choi et al., 2003).

El perfil toxicolégico de las glandulas digestivas de A. purpuratus obtenidos en las
tres bahias coincidié practicamente en todas las toxinas, siendo las mayoritarias
GTX5, GTX2, STX, GTX3, acompaiadas frecuentemente por dcGTX2 y C2. Este
perfil es similar al registrado en muestras analizadas durante el afio 2006 por
nuestro equipo de trabajo, en las cuales se analizé extractos obtenidos a partir del
cuerpo entero de este bivalvo obtenidos desde Bahia Guanaqueros y Bahia
Tongoy durante la aparicion de un evento sub-téxico (Alvarez et al., 2009). Sin
embargo, ambos perfiles toxicologicos difieren por la alta proporcion de GTX5

obtenidas en las muestras analizadas durante el transcurso de este proyecto.

Comparando el perfil de toxinas con otros descritos en la literatura, los perfiles de
A. purpuratus obtenidos en las tres bahias, pueden ser considerados
excepcionales, debido a que no existen descripciones en la literatura que se
ajusten totalmente a ellos, salvo la descripcion de un perfil similar en la almeja
Megapitaria squalida durante un episodio de Gymnodinium catenatum (Gérate-
Lizarraga et al., 2004) y el perfil de toxinas de la cianobacteria Anabaena circinalis
(Negri et al., 2003a).
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Descartando la GTX5, la presencia de STX, GTX2 y GTX3 como constituyentes
principales, ha sido asociada a diferentes especies de Alexandrium como A.
minutum obtenidos en el Océano Adriatico (Honsell et al., 1996), A. minutum
obtenidos en las costas del Reino Unido (Nascimento et al., 2005), A. minutum
obtenidos en las costas desde Dinamarca (Hansen et al.,, 2003) y A. tamarense
obtenidos en las costas de las costas Australianas (de Salas et al., 2000) (Negri et
al., 2003a). En bivalvos, solamente se ha registrado un perfil similar por
Abouabdellah et al. (2008) en la glandula digestiva de Perna perna, durante una

proliferacion de A. minutum en Marruecos.

En Bahia Mejillones durante el afio 2006, (Alvarez et al., 2009) registr6 una
floracion de Alexandrium tamarense, de la cual se obtuvo un cultivo el que fue
analizado posteriormente por cromatografia sin detectar la presencia de toxinas
paralizantes. Sin embargo, el perfil de toxinas de A. purpuratus demostro la
presencia de C2, GTX2, GTX3 y dcGTX2 y la ausencia de STX. A pesar de que
esta toxina podria haber sido producida por una desulfatacidon enzimatica de la
GTX2, este tipo de transformacion no ocurriria en este bivalvo, lo sugiere que la
STX en los bivalvos de Bahia Inglesa, Guanaqueros y Tongoy proviene
directamente de las poblaciones de fitoplancton y ademas que las toxinas
acumuladas por los bivalvos en Bahia Mejillones son producidas por otra
poblacion de dinoflagelados diferente a la de las bahias mencionadas
anteriormente. El perfil de toxinas encontrado en los bivalvos provenientes de
Bahia Mejillones, es similar a los descritos por Percy et al. (2002) para
Alexandrium minutum obtenidos de la costa Sur del Reino Unido, por Furey et al.
(1997) en muestras de Mytilus edulis y Crassostrea gigas obtenidas durante la
presencia de una floracion de Alexandrium tamarense en Puerto Cork, Irlanda, y
por Chan et al. (2006) en Alexandrium tamarense provenientes del la bahia de

Daya, China, detectandose la presencia de C2 solo en el ultimo caso.
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Todos los perfiles encontrados, difieren considerablemente de los de la principal
especie responsable de este tipo de toxicidad en el sur de Chile. En esa zona (43
a 55 °S), los episodios de intoxicacion paralizante son producidos por el
dinoflagelado Alexandrium catenella. Lagos et al. (1996); Krock et al. (2007)
determinaron el perfil toxico de este dinoflagelado el cual se caracterizd por tener
altas concentraciones de toxinas sulfocarbamato (C1, C2 y GTX5) y una elevada
proporcion de los epimeros GTX1 y GTX4 y bajas proporciones de GTX2, GTX3y
STX. Adicionalmente, Molinet et al. (2003); Navarro et al. (2006) y Villanueva
(2005) mencionan que los valores 6ptimos de temperatura y salinidad para el
desarrollo de una proliferacion de este dinoflagelado debe ser menor a 14 Ty
estar entre 22 a 26 psu. Considerando todos los antecedentes expuestos y las
notables diferencias climéticas entre las zonas Norte y Sur de Chile, se sugiere
gue los episodios de tipo paralizante ocurridos en la zona Norte de Chile, son
producidos por diferentes poblaciones o razas del género Alexandrium u otro
especie fitoplactdnica, pero no por A. catenella.

En este sentido, se recomienda que durante la toma de muestras desarrolladas
por el PSMB se utilicen redes fitoplanctonicas con abertura de poro inferior a 20
pm, especialmente porque dinoflagelados como Alexandrium minutum no pueden
ser capturados con las redes utilizadas actualmente. Adicionalmente, se sugiere
que ademas de las muestras fijadas con formaldehido (cualitativas) y con lugol
(cuantitativas), se disponga de una muestra fresca para la identificacion de
especies de dinoflagelados desnudos como por ejemplo, Gymnodinium. Como no
se ha podido identificar la especie (s) productoras de veneno paralizante en las
bahia donde se cultiva el ostion del norte, se debe estar siempre alerta ya que la
glandula digestiva de A purpuratus nos mostro la presencia de esta toxina
paralizante en alta frecuencia, lo que no se habia registrado con los muestreos
realizados por el PSMB, debido posiblemente a que el analisis solo se realiza a

musculo y gbénada. Sin embargo, en marzo del 2010 en Bahia Tongoy, el PSMB
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declaré contingencia por la presencia de VPM. Cabe sefalar que la Norma
Técnica N3, dice; “en el caso de detectarse veneno paralizante en muestras de
carne, independiente al resultado de muestras de agua, se debera aplicar el
muestreo intensivo, si los niveles de toxinas son iguales o inferiores a 60 ug de
equivalente de saxitoxina por 100 gr de carne y cerrar el area si los niveles de
toxina los superan”. Con respecto a la especie productora de este veneno, solo se
refiere a Alexandrium catenella. Como aun no tenemos claro cudl seria la especie
productora del veneno paralizante en la zona norte de Chile, y solo tenemos
sospechas, se debe seguir trabajando hasta su identificacidn, y su potencial como

plaga hidrobioldgica.

4.3  Toxinas lipofilicas

La presencia de toxinas lipofilicas solo se habia reportado en la zona sur de Chile.
En esta zona geografica, se ha detectado la presencia de yesotoxinas (Yasumoto
y Takizawa, 1997a), principalmente &acido okadaico (AO) y dinophysistoxinas
(DTX), siendo las dos ultimas toxinas asociadas a episodios de intoxicacion

diarreica por moluscos (Zhao et al., 1993; Uribe et al., 2001; Garcia et al., 2006).

En la zona norte del pais durante el desarrollo del PSMB, entre los afios 2005 y
2007 se produjeron numerosos cierres cautelares por resultados positivos en los
bioensayos para toxinas lipofilicas y ademas por la presencia de dinoflagelados
del género Dinophysis (Servicio Nacional de Pesca, 2009). Dinophysis acuminata
es una especie muy interesante se encuentra durante todo el afio en las cuatro
bahias en estudio. Cabe sefialar que su presencia esta en un amplio rango de
temperatura (entre 12 a 19°C), durante eventos de surgencia, relajacion y
hundimiento de las aguas en las bahias, ademas con sistemas turbulentos o de

estabilidad en la columna de agua.
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Durante, el periodo de toma de muestras del proyecto se demostr6 que la
toxicidad producida por toxinas lipofilicas, esta frecuentemente presente en las
tres principales bahia en las que se desarrolla el cultivo de Argopecten purpuratus.
Esta toxicidad, no tiene un patron de distribucion temporal en las bahias
estudiadas, a pesar de que en Bahia Guanaqueros parece estar concentrada en la
temporada de primavera y verano, lo que realmente se deberia a la menor
disponibilidad de muestras. En las tres bahias estudiadas, la toxicidad lipofilica
puede ser explicada por la presencia de tres tipos de toxinas, que en orden de
importancia corresponden a la yesotoxina (YTX), azaspiracido 2 (AZA2),

pectenotoxina 2 (PTX2) y su acido secoico (PTX2sa).

En el caso de la yesotoxina, esta se encontré con concentraciones entre 0,01y 1,8
ug g, lo que explica la mortalidad de los ratones en la mayoria de los bioensayos,
debido a que la LD50 (dosis mortal 50%) por inyeccion intraperitoneal corresponde
a 0,08 pg g* (revisado por Paz et al. 2008). Al igual que en otros lugares del
mundo, las toxinas en los bivalvos son producidas principalmente por el
dinoflagelado Protoceratium reticulatum. En este proyecto, se realizaron los
estudios taxonomicos y toxicologicos de esta especie a partir de muestras
tomadas el afio 2007, durante una proliferacion de este dinoflagelado en Bahia
Mejillones. Los estudios taxondmicos, revelaron que las células analizadas
coinciden con las descripciones realizadas por Hansen et al. (1997) y (Balech
(1988) (descrito como Gonyaulax grindleyi). Sin embargo, en este estudio, las
células fueron ligeramente mas pequefas y delgadas que las reportadas en la
literatura. Por otra parte, los estudios taxonomicos permitieron identificar un quiste
similar al originado por este dinoflagelado, conocido como Operculodinium
centrocarpum. La morfologia de este quiste se ajusta a las descripciones
realizadas por Wall y Dale (1967) y Fukuyo et al. (1990), con pequefas
diferencias en los extremos de los procesos en forma de “T”. Sin embargo, es muy
similar al descrito por Lembeye (2004) en Bahia Borja (53°32’S - 72°30'W), el que
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fue atribuido a este dinoflagelado. Los analisis de toxinas de las muestras de
fitoplancton dieron como resultado que la concentracion de yesotoxina esta entre
0,2y 0,4 pg célula *. Esta concentracién es inferior a la detectada por Samdal et
al. (2004) (19 a 34 pg célula ™), Paz et al. (2007) (2,9 a 28,7 pg célula ) y Suzuki
et al. (2007) (59,8 pg célula ™), pero es similar a la concentracion detectada por
Eiki et al. (2005) (0,9 pg célula ) y Stobo et al. (2003)(0,3 pg célula ). Ademas,
nuestros analisis revelaron que este perfil es similar al descrito por Krock et al.
(2009a) en muestras de plancton obtenidas en la Bahia de Arica.

Adicionalmente, en este trabajo se detectd la presencia de yesotoxina durante una
floracion de un dinoflagelado identificado preliminarmente como Gonyaulax
spinifera, sin embargo, mas estudios taxondmicos son necesarios para determinar
la especie de forma inequivoca. La produccion de este tipo de toxinas, ha sido
demostrada en esta misma especie en paises como Nueva Zelanda (Rhodes et
al., 2006) y Sudéafrica (Krock et al., 2008). Cabe sefialar, que quistes de Gonyaulax
spinifera y Protoceratium reticulatum se encuentran en las cuatro bahias

estudiadas y con mayor densidad relativa en Bahia Mejillones.

P. reticulatum se ha presentado en forma accidental en las bahias de la lll y IV
Region. Sin embargo, el 21 de febrero del 2007 en Bahia Mejillones, se registro
una floracién que alcanzé una densidad méaxima de 408. 200 células L. Este
episodio, no fue un evento local debido a que nuevos antecedentes nos indican
que el 14 del mismo mes se registraron densidades de 383.520 células L™ en
Caleta Chipana (21.32S — 70.070) (Ferrés, 2008), cabe sefalar que entre
ambos puntos geograficos hay una distancia de 200 km. Por alta densidad y la
extension del evento de P. reticulatum y su capacidad de producir yesotoxina, se
podria considerar este dinoflagelado como una especie potencial de Plaga
Hidrobiolégicas segun DS345/2005. Por esta razén, se deberia considerar una

restriccion en el traslado de moluscos bivalvos, provenientes de la zona norte
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(Bahia Mejillones — Arica) a bahias de las regiones de Atacama y de Coquimbo

donde se cultiva Argopecten purpuratus.

La segunda de las toxinas lipofilicas registradas en esta zona geogréfica son las
pectenotoxinas. Los andlisis de las muestras, revelaron que en las glandulas
digestivas de A. purpuratus el perfil estuvo dominado por PTX2 con una
concentracion entre 0,01 y 0,4 pg g’ vy su &cido secoico PTX2sa. Este perfil, es
similar al encontrado por Blanco et al. (2007) en diferentes bivalvos extraidos en el
norte de Chile, destacando ademas que no se detectd la presencia de acido
okadaico (AO) o dinofisistoxinas (DTX). En muestras de fitoplancton, solo se
encontro la presencia de un compuesto con la misma masa molecular de la PTX1,
gue es un metabolito de la PTX2 producido por la actividad heterotréfica del
fitoplancton (Suzuki et al., 1998). Sin embargo, podria tratarse de PTX11 que tiene
el mismo peso molecular de PTX1 y que ha sido reportada en Dinophysis acuta
(Suzuki et al., 2006), desafortunadamente la concentracion de este compuesto fue
muy baja y no pudo ser confirmado con exactitud. Adicionalmente, durante el
desarrollo de este trabajo, se realizd analisis de células de Dinophysis acuminata
aisladas de muestras de fitoplancton provenientes de Bahia Inglesa, debido a que
el cultivo de esta especie es dificil de realizar por la necesidad de tener una
pequefia cadena trofica, en la cual este dinoflagelado es alimentado con el ciliado
Myrionecta rubra (=Mesodinium rubrum), el que a su vez es alimentado con el
nanoflagelado Teleaulax sp (Park et al., 2006). Los resultados obtenidos,
demostraron que este organismo solo contenia pectenotoxina 2 (PTX2) con una
concentracion de 180 pg célula’®, siendo esta la concentracién de PTX2 maés alta
reportada para este género. Este perfil toxicolégico es considerado como atipico,
debido a que en otras partes del mundo esta misma especie ademas de tener
PTX2 como la toxina principal, siempre tienen asociada la presencia de AO
(Mackenzie et al., 2005; Miles et al., 2004b) y en otros casos Dinophysis

acuminata no contiene pectenotoxinas (Vale y Sampayo, 2002a; Fernandez et al.,
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2003). La coincidencia de este perfil toxicolégico en los moluscos de areas
distantes como Bahia Inglesa y Bahia Tongoy, sugieren que Dinophysis acuminata
se encuentra distribuida en toda la costa del norte de Chile, lo que queda
corroborado por la reciente deteccion de PTX2 en la Bahia de Arica por Krock et
al. (2009a). Por lo tanto, D. acuminata en la zona norte (entre Bahia Arica y Bahia
Tongoy) no debe ser considerada como una especie nociva para la salud humana,
ni menos como una plaga hidrobioldgica, ya que ha estado presente en las bahias
durante todo el afio y por mucho tiempo, sin haberse registrado evidencias de
diarreas en la poblacién consumidora de este pectinido en las bahias de las

regiones de Atacama y de Cogiuimbo.

La dltima toxina lipofilica detectada durante el desarrollo del proyecto corresponde
a los azaspiracidos. Entre estas toxinas, durante este estudio se detectd la
presencia de azaspiracido 2 (AZA2) de manera frecuente en las principales bahias
en las que se desarrolla la pectinicultura. Es importante destacar, que en todos los
casos, la concentracion de la toxina se encontro entre el limite de deteccion (0,01
ug g’y el de cuantificacion que corresponde a 0,1 pg g'. La presencia de este
tipo de toxinas, especificamente de azaspiracido 1, ya habia sido descrita por
nuestro grupo de trabajo en muestras de macha (Mesodesma donacium) y almeja
(Mulinia edulis) obtenidas desde Bahia Coquimbo (Alvarez et al., 2010), siendo
esta la primera deteccion en nuestro pais y en el Hemisferio Sur. Posteriormente,
Lépez-Rivera et al. (2010) detectaron la presencia de AZA-2 en glandulas
digestivas de Argopecten purpuratus, con concentraciones inferiores a los limites

regulatorios.

En relacion al agente causal de la toxina, recientemente, Krock et al. (2009b)
detectd la presencia de AZA-1 y AZA-2 en muestras de fitoplancton obtenidas en
nuestro pais, sugiriendo la presencia del dinoflagelado Azadinium spinosum. Es

probable que esta especie, 0 algun dinoflagelado asociado a este género sea el
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organismo responsable de la presencia de azaspiracidos en el norte de Chile.
Azadinium spinosum es una especie muy pequefia que no pasa los 10 um de
longitud, por lo que no se puede capturar con una red de fitoplancton estandar (23
pm). Ademas es una especie muy similar a las pertenecientes al género
Ensiculifera, por lo que es dificil su identificacion bajo el microscopio fotonico. En
el presente estudio se pudo registrar especies muy similares a especies del
género Azadinium, pero lamentablemente debido a su baja densidad no pudieron
ser concentradas para desarrollar estudios de microscopia electronica, por lo que,
se espera obtener en el futuro una muestra con una mayor densidad que permita

realizar los estudios taxondmicos Yy toxicoldgicos de esta nueva especie.

Finalmente, debemos destacar la presencia de espirélidos. A pesar de que estas
toxinas no fueron encontradas en las glandulas digestivas de A. purpuratus, estas
fueron detectadas durante el periodo de estudio por nuestro grupo de trabajo en
muestras de macha y almeja obtenidas de Bahia Coquimbo. En estos bivalvos,
sblo se detectd la presencia de 13-desmetil-C (SPX-1) en las dos especies
estudiadas. El espectro de fragmentacién (MS?) de este compuesto es similar al
descrito por Sleno et al. (2004) durante la fragmentacion de la estructura del SPX-
1, caracterizado por las pérdidas sucesivas de moléculas de agua durante la

fragmentacion en una trampa ionica.

En conclusion, la utilizacion de glandulas digestivas para caracterizar la presencia
de diferentes tipos de toxicidad en esta amplia zona geografica, nos permitié
determinar que los tres principales grupos de toxicidad, se encuentran
frecuentemente presentes en las bahias en las que se desarrolla el cultivo de esta
especie. Entre estos, es importante destacar la alta frecuencia de toxinas
paralizantes, que a pesar de no haber generado un cierre cautelar durante el
periodo del proyecto deben ser consideradas como una amenaza potencial para la

salud de la poblacién. Por otra parte, la alta frecuencia de toxinas lipofilicas,
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especialmente la deteccion de azaspiracidos (toxinas diarreogénicas) y el riesgo

potencial que sugiere la presencia de espirdlidos, hace necesario que los sistemas

de control desarrollados por el Gobierno de Chile dispongan de técnicas

cromatogréaficas que sean complementarias a los bioensayos, como por ejemplo la

espectrometria de masas.

Por otra parte, es necesaria una actualizacion de la Norma Técnica N3 del PSMB,

en la cual, existen deficiencias como por ejemplo:

Asumir que solo Dinophysis acuta (especie que no se encuentra en el norte
de nuestro pais) es la Unica especie productora de toxinas pertenecientes
a este género. La deteccion de pectenotoxinas en la zona norte de Chile y
la alta frecuencia espacio temporal del dinoflagelado Dinophysis
acuminata, requiere esta especie también sea considerada en el presente
reglamento.

Asumir que Protoperidinium crassipes, estd asociado a la producciéon de
azaspiracidos. Es necesario destacar que este dinoflagelado heterétrofo es
solo un vector de estas toxinas por lo que es necesario realizar estudios
especificos para identificar la presencia del dinoflagelado Azadinium
spinosum y su posterior inclusion en la normativa.

Se debe considerar la inclusién de los dinoflagelados Protoceratium
reticulatum y Gonyaulax spinifera como organismos productores de
yesotoxinas.

Se debe considerar la inclusion de las diatomeas del complejo Pseudo-
nitzschia calliantha/pseudodelicatissima como especies productoras de
acido domoico. A pesar que P. psudodelicatissima no ha sido confirmada
como productora de esta toxinas, la inclusion de este complejo se debe

principalmente a que estas no pueden ser identificadas mediante las
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técnicas de microscopia consideradas en la norma técnica y por lo tanto se

debe aplicar como una medida preventiva.

Finalmente, es necesario destacar que con la escasa informaciéon disponible, no
es posible determinar con exactitud cual o cuales de las especie tdxicas
encontradas corresponde a organismos nativos o exoticos. Esta situacion se debe
a que es necesario realizar estudios taxonémicos de mayor complejidad como por
ejemplo: realizar estudios de identificacion de organismos fitoplanctonicos en
aguas de lastre, estudios completos de quistes en sedimentos que incluya
germinacion y posterior analisis de toxinas de los cultivos obtenidos,
comparaciones morfoldgicas y de perfil de toxinas con especies obtenidas en
partes del mundo y estudios filogenéticos que permitan clasificar de manera
inequivoca la clasificacion taxonémica y la relacion con diferentes clones o cepas

encontradas en otras partes del mundo.

4.4  Rhizosolenia imbricata : distribucion, taxonomia y relacion con los
episodios nocivos en el norte de Chile

Durante este trabajo, se detecto el desarrollo de dos floraciones de Rhizosolenia
durante dos veranos consecutivos en Bahia Inglesa (Region de Atacama). Los
analisis taxondmicos de las muestras de fitoplancton obtenidas durante estos
episodios, revelaron que la especie implicada Rhizosolenia imbricata. Las
caracteristicas taxondémicas de las células analizadas son similares a las descritas
por Lebour (1930); Cupp (1943); Hasle y Syvertsen (1997). Sin embargo, las
células registradas durante estas floracibnes presentaron una menor longitud que
la reportada por estos autores. El diametro es mayor que el descrito por Cupp
(1943) y se encuentra en el rango mencionado por Lebour (1930) y Hasle y
Syvertsen (1997). El proceso con forma de espina, presenta una longitud similar a

la descrita por Hasle y Syvertsen (1997) y se encuentra insertado en una pequeia
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otaria que ocupa un tercio de la longitud de este proceso, similar a lo descrito por
Lebour (1930).

Los resultados demuestran que esta diatomea tiene la capacidad de producir
floraciones algales en Bahia Inglesa, con concentraciones que pueden superar las
900.000 células L™, similar a lo descrito por Uribe (2003) en episodios detectados
en dos bahias ubicadas 400 km al sur, donde también se desarrolla el cultivo de
pectinidos. Estos episodios, estan asociados a la presencia de un fuerte sabor
amargo en los tejidos de los bivalvos cultivados en la zona, especialmente cuando
R. imbricata se presenta en altas concentraciones y con una dominancia superior

al 60% con respecto a las poblaciones del fitoplancton.

Este tipo de episodios, fue descrito por primera vez en Australia por Parry et al.
(1989), quienes asociaron la presencia de la diatomea Rhizosolenia chunii con un
fuerte sabor amargo en tres moluscos de importancia comercial. Durante esta
floracién, esta diatomea alcanzé una concentracién maxima de 84.000 células L *
con un 95% de dominancia en la comunidad fitoplanctonica. Ademas, estos
autores mencionan que esta diatomea podria producir algun tipo de toxina que
genera lesiones en los tejidos de la glandula digestiva, que podrian ser la causa
de altas mortalidades en las poblaciones de moluscos afectados por la presencia
de esta diatomea. Al contrario a lo ocurrido en Australia, en las floraciones
producidas por R. imbricata, no se detectaron lesiones ni mortalidad de los
bivalvos cultivados, a pesar de que esta tuvo una concentracion un orden de
magnitud superior a la de R. chunii. Sin embargo, el hecho de que dos especies
del mismo género estén asociadas al sabor amargo de los organismos que los
consumen, sugiere que es muy probablemente que estas dos especies de
Rhizosolenia son los organismos causantes.
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La diferencia en toxicidad asociada podria deberse a que R. chunii produzca una
mayor cantidad del compuesto que da sabor amargo (si este es toxico) o la
especie australiana produzca ademas otros compuestos que le puedan conferir
toxicidad. A pesar que el primer episodio de este tipo en Australia, ocurriéo hace
mas de 20 afios, el compuesto que produce el amargo sigue sin ser identificado,
por lo que se desconoce si realmente tiene la capacidad de producir algun tipo de
efecto toxico o si este se encuentra presente en otras especies pertenecientes al
género Rhizosolenia, como es el caso de R. imbricata.

4.5  Distribucion anatémica del sabor amargo en Argopecten purpuratus

Los Unicos tejidos que se vieron afectados fueron el musculo aductor y la gonada.
Entre estos, el musculo adquiri6 un leve sabor amargo que para algunos
evaluadores resultdé casi imperceptible. Por el contrario, la gonada presenté un
intenso sabor amargo, especialmente en la zona distal que corresponde a la
gonada femenina, que, de acuerdo a informacién obtenida por parte de los

cultivadores, puede persistir entre dos a cuatro meses.

La distribucion del sabor amargo en los tejidos de Argopecten purpuratus, es muy
distinta a la descrita por Parry et al. (1989) en Mytilus edulis, Ostrea angasi y
Pecten alba y por Lee (1995) en Crassostrea gigas, en los cuales se acumula
preferencialmente en la glandula digestiva. Solo en un erizo Hemicentrotus
pulcherrimus se ha encontrado una distribucién del sabor amargo (debido a un
compuesto denominado pulcherrimina) similar a la de A. purpuratus (Murata et al.,
2001).

Actualmente, este tipo de episodios se han convertido en el principal problema
generado por el fitoplancton en esta zona geografica. Esta situacion, puede ser
explicada por dos motivos. El primero de ellos esta relacionado con la distribucién

temporal de estas floraciones, las que durante los Ultimos afios se han generado
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frecuentemente durante los meses de verano, coincidiendo con la temporada de
cosecha del ostidon del Norte. El segundo motivo corresponde a la alta capacidad
de retencion del sabor amargo por los tejidos de la gbnada, como se menciono
anteriormente puede persistir hasta cuatro meses haciendo inviable la elaboracién
del principal producto de exportacion que corresponde al formato “roe on” (génada
y musculo), el que es comercializado en un 90% a la Comunidad Europea. El
costo para la Cia. Pesquera Camanchaca S.A. por estos episodios, ha sido de
US$ 51.434 por muerte de ostiones al no poderlos cosechar a tiempo y US$
2.042.351 por utilidades no percibidas en el periodo por embarques no realizados

menos los costos de operacion del periodo.

Finalmente, desde el punto de vista de los sistemas de control, es importante
destacar que a la fecha este tipo de eventos no ha sido relacionado con la
intoxicacion de personas. Sin embargo, es necesario determinar cual es el
compuesto responsable de este sabor amargo y conocer si este tiene alguna
actividad bioldgica positiva 0 negativa en los organismos marinos y en el ser
humano. La presencia de R imbricata ha provocado un fuerte impacto econémico
para las empresas pectinicultoras, en especial las ubicadas en Bahia Inglesa,
donde consideran a esta especie como una Plaga Hidrobiologica, bajo en

concepto econdémico y no para la salud humana.

4.6 Identificacion del compuesto quimico que da ori gen al sabor amargo
de los bivalvos

Hasta el momento la identidad del compuesto responsable del sabor amargo de A.
purpuratus no ha podido ser establecida. Ya que el sabor amargo no se elimina
con un tratamiento de tripsina y sin embargo si desaparece al intentar la
purificacion con columnas de fase reversa, parece claro que no es un péptido
como los responsables del sabor amargo de la ostra en Corea de Sur (Lee, 1995).

El compuesto en el sabor amargo de los bivalvos en Australia no se conoce. De
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todas formas, la diferente distribucidon anatémica en los bivalvos (principalmente
en la glandula digestiva) sugiere que no debe tratarse tampoco del mismo tipo de
compuestos. El otro compuesto asociado a sabor amargo de invertebrados
marinos, la pulcherrimina es un aminoécido hidrosoluble (Murata et al., 2001). Esta
Ultima caracteristica hace imposible que se trate del causante del amargo en A.

purpuratus ya que en este caso el compuesto no es hidrosoluble.

Existen diversos grupos de productos naturales que frecuentemente son
responsables de sabor amargo como los aminoacidos, alcaloides, flavonoides y
los terpenos (Bassoli et al.,, 2008). Lamentablemente, a excepcion de los
aminoacidos, todos estos compuestos pueden ser extraidos con solvente
organicos como el metanol y el cloroformo. Ademas si consideramos el rango de
masas de los compuestos mayoritarios encontrados en los extractos, resulta casi
imposible determinar a cual de estos grupos corresponde el compuesto que da
sabor amargo a los ostiones, debido a que la mayoria de estos pueden
encontrarse dentro de estos tamafos moleculares. Por lo tanto, debemos
continuar con el proceso de purificacion para lograr la cantidad material necesaria
para la realizacion de los estudios de resonancia magnética nuclear (NRM)

adicionales que puedan dar resultados inequivocos.

De los datos obtenidos por espectrometria de masas, en caso de que se
confirmase que el compuesto que produce el amargo es el de 491.1 m/z en modo
positivo habria que descartar muy probablemente compuestos no nitrogenados, ya
gue el hecho de que el ion con carga positiva (presumiblemente el [M+1]) sea
impar pero sufra una pérdida neutra impar (117) sugiere que contiene atomos de
nitrégeno y en numero par. Una pérdida adicional del fragmento obtenido tras la
pérdida de 117 m/z, sufre una pérdida idéntica, por lo que parece que el

compuesto contiene dos grupos iguales o similares y que contienen nitrégeno.
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5. Conclusiones

1. La utilizacion de glandulas digestivas para caracterizar la presencia de
diferentes tipos de toxicidad, nos permiti6 determinar que los tres
principales grupos de toxicidad, se encuentran frecuentemente presentes
en las bahias en las que se desarrolla el cultivo de Argopecten purpuratus.

2. Los analisis toxicoldgicos realizados a los cultivos de Pseudo-nitzschia
australis y Pseudo-nitzschia calliantha demostraron que ambas especies
tienen la capacidad de producir acido domoico, siendo la primera la
principal especie productora en las aguas costeras del Norte de Chile. Por
otra parte, permitié descartar que Pseudo-nitzschia subfraudulenta tenga la

capacidad de generar este tipo de toxinas.

3. Es importante destacar la alta frecuencia de toxinas paralizantes, que a
pesar de no haber generado un cierre cautelar durante el periodo del
proyecto deben ser consideradas como una amenaza potencial para la

salud de la poblacion.

4. Los perfiles toxicos de los moluscos contaminados por toxinas paralizantes,
sugieren que las especies productoras de estas toxinas son dinoflagelados
del género Alexandrium, provenientes de diferentes poblaciones o razas,

pero no son producidas por el dinoflagelado Alexandrium catenella.

5. Las principales toxinas lipofilicas detectadas en la zona corresponden a
yesotoxinas, azaspiracido-2, pectenotoxinas-2 y su acido secoico.

6. Al igual que en otros lugares del mundo, la yesotoxina es producida por los
dinoflagelados Protoceratium reticulatum y Gonyaulax spinifera, especies
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qgue son frecuentes en nuestras costas.

7. La deteccidon de azaspiracidos (toxinas diarreogénicas) y el riesgo potencial
gue sugiere la presencia de espirélidos, hace necesario que los sistemas de
control desarrollados por el Gobierno de Chile dispongan de técnicas
cromatograficas que sean complementarias a los bioensayos, como por
ejemplo la espectrometria de masas, para fortalecer el programas de
vigilancia desarrollados por el Ministerio de Salud del Gobierno de Chile y el
PSMB.

8. La presencia del sabor amargo, se encuentran asociada a la presencia de
la diatomea Rhizosolenia imbricata. Provocando impacto econdmico
negativo a la industria pectinicultora, debido a la extension de la floraciones
de esta especie (>50 dias), impidiendo la cosecha y la exportacion del
ostion. Adicionalmente, se ha logrado un importante avance en el proceso
de purificacion del compuesto, pero lamentablemente hasta la fecha no ha

podido ser caracterizado.

9. La mayoria de las especies fitoplantdnicas nocivas en el norte de Chile
podrian ser nativas. Sin embrago es necesario el desarrollo de

investigaciones mas especificas como por ejemplo estudios filogenéticos.
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Anexo |. Plan detallado de asignacién de profesional (total de horas asignadas)

Medicion de Levantar v analizar Evaluar el
variaciones Identificaci6 s . Y impacto de los
cuantitativas entlf_lcamon de Dgtermlnamon d(_e |nfqerIaC|on sobre eventos
; i 4 especie géneros o especies variables o
Nombre COOI‘C?I!‘I&lCIF)f\ y temporales de fitoplancténicas fitoplancténicas que oceanograficas y toxicos y Informes Total
lanif los venenos nocivos, en las
planimcacion VPM. VAM productoras de pueden ser meteorolégicas activida’des
VDM,en esgecies FAN consideradas plagas asociadas a los productivas y
transvectoras eventos FANS econdmicas
Eduardo Uribe 16 72 72 80 51 17 308
Gonzalo Alvarez 15 173 139 23 350
Sergio Rosales 2 156 10 168
Pamela Ramirez 60 113 23 196
Carolina Castillo 10 50 83 80 15 238
Rosario Diaz 15 110 131 86 22 364
Técnico 15 414 430 23 882
TOTAL 133 637 695 422 322 164 133 2506
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