UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas

Tesis para la obtencion del Grado Académico de

Doctora en Ciencias Biologicas

Toxina Paralizante de Moluscos (TPM) en bivalvos
patagonicos de interés comercial

Jésica Lis Tobke

Director de Tesis: Dra. Moénica Noemi Gil

Co-director de Tesis: Dra. Erica Giarratano

Laboratorio de Quimica Ambiental y Ecotoxicologia (LAQUIAE)
Centro para el Estudio de Sistemas Marinos (CESIMAR-CONICET)
Centro Nacional Patagonico, CCT CONICET- CENPAT

-2019-



AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer enormemente a la Universidad Nacional del Litoral y especificamente a la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldégicas que me permitieron realizar mi carrera de
Doctorado. Destaco el gran profesionalismo de su secretaria de posgrado, asi como también el
alto nivel de los expertos encargados del seguimiento y evaluacién de cada uno de los
doctorandos. Agradezco al CONICET y a los miembros que lo conforman, por haber sugerido que
mi persona era iddénea para las metas propuestas. Claramente, agradezco a la Sociedad
Argentina por financiar durante 5 afos mi desarrollo profesional. Nada de esto podria
consolidarse en la ausencia del Sistema de Educacién Publica y Gratuita que defendemos en la
Argentina. Es asi como me comprometo, ante la sociedad que le da forma y sustenta a nuestra
ciencia, a ser el profesional honesto y dedicado que este pais necesita.

Durante los trabajos realizados en mi tesis he atravesado innumerables obstaculos, muy comunes
y no tanto para todos los que han enfrentado este nivel académico. Muchas personas realmente
valiosas han participado en la superacion de los mismos. Muchisimas gracias a Ménica Noemi
Gil directora de mi tesis. Ella fue la primera persona que confié en mi y aceptdé mi propuesta de
trabajo. Me abri6 las puertas a su laboratorio y gracias a ella conoci a excelentes personas y
profesionales que me acompariaron en el aprendizaje de las toxinas. Agradezco también a mi co-
directora Erica Giarratano. No solo agradezco su aceptacidén de codireccién en la recta final, sino
también su ayuda personal durante momentos dificiles. Es una comparera excepcional cuyo

aliento y reconocimiento me permitié superarme y crecer de forma invaluable.

Muchos profesionales abrieron sus puertas y corazones para aceptarme en su trabajo. En este
momento en el que los rememoro y deseo honrarlos, doy cuenta de la gran lista y por tanto de lo
afortunada que fui y soy. Conté con el soporte, ayuda y ensenanza de las personas del laboratorio
de Salud: German Marino, Valeria Willers, Pablo Taibo y Belén Crespo. A cada uno un gigante
GRACIAS. Agradezco la colaboracion desinteresada de Dario y Agustin del Colegio N°721 de
Camarones. A Norma Santinelli, Viviana Sastre y Leilén Gracia Villalobos, gracias por darme
incondicionalmente su apoyo y permitirme trabajar con ustedes. A Nora Montoya, que no solo me
ensefd excelentemente sobre las TPM sino también me brind6é una leccién de vida y muchas
cosas en las que pensar. A Belén Mattera y Gemita Pizzarro por procesar mis muestras y ser el
soporte técnico de consulta siempre presente. A Patricia Dell’Arciprete, Julio Lancelotti y Martin
Asorey por el apoyo estadistico. A Mauricio Faleschini por el soporte técnico en el laboratorio.
Gracias a la paciencia interminable de Miriam Solis. Por supuesto, gracias a Julio Rua por las

excelentes campanas y la gran compainia.



Agradezco infinitamente a Jorge Navarro y a su gran equipo de personas, por su gran ayuda
desinteresada y bondadosa. A Alejandro Ortiz, Paola Villanueva Riquelme, Carla Garrido y
Victoria Haarmann gracias por su compania y ensefianza. Tengo hermosos recuerdos junto a
ustedes.

A mis comparieras de laboratorio y de equipo Agustina Ferrando, Julieta Sturla, Gabriela Williams,
Carmen Marinho y a Maité Latorre. Quisiera hacer un especial agradecimiento a Mariana Serra,
mi companera de trabajo y maestra de la quimica y el laboratorio. Gracias por escucharme

incansablemente y darme consejos de todo tipo.

Todo mi esfuerzo es gracias a mi mama, Liliana Mazzoni. Le dedico esta tesis a ella, a mi hermana
Estefania y a mis abuelos que me critican desde el “mas alla”. Y claro, a mi amorsito y compafero
Gastoén Arribere.



PUBLICACIONES

De la presente tesis se obtuvo la siguiente publicacién.

JL Tobke, G Bigatti, G Soria, M Gil (2017) Ammonium removal during laboratory culture of the
Tehuelche Scallop Aequipecten tehuelchus. J Shellfish Res 36 (3):633-640.



iNDICE

A B R EV AT UR A S ..ottt ettt e et e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e ernas 1
R LTI U] =] 0 F PR 3
U] 00114 F=T o2 PP PRSPPI 5
RO SUMEBIN GlATICO e e e e e e e 7
INTRODUGCCION GENERAL. ..ot e e e e e e e, 8

Importancia de la acuicultura en la Argentina y la implicancia de las biotoxinas para su

ESAITOIIO ..o 8
OBUETIVO GENERAL. ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e s b e aeeeeaeeeaannns 16
ODjJetiVOS ESPECITICOS. .. it iiieitie ittt e e e e e e 16

CAPITULO 1

Acondicionamiento de bivalvos para la experimentacion...........cccccuiiiiieeiiiiiiiieeeee e 17
INTRODUGCCION GENERAL.......ocviteteececeeeeeses oot s s s s s e eseseensnnananans 17
Mantenimiento de bivalvos a escala de 1aboratorio .............ooooeiiiiiiiiiiiiiiee e 17

PRIMERA PARTE

Reduccion de amonio en cultivos de laboratorio para el mantenimiento de bivalvos. ................ 19
INTRODUCCION ..ottt ettt ss st 19
MATERIALES Y METODOS ...ttt sttt 20

Lo ol o= Tox (=g = g o PP 20
Macroalgas marinas Como DIOTIlrO .............couuieiiiiiiieieiie e 20

Recoleccion de 1as Vieiras tERAUEBICRES. ............. e e 21


file:///C:/Users/Jesica/CENPAT/0-MANUSCRITO/FATALITY!/Luego%20del%20dictamen/Word%20archivos/Tobke%20Tesis%20Doctorado%20con%20LINKS_%20luego%20del%20dictamen.docx%23_Toc7810931

ANAIISIS ©STAQISHICOS. ......eeeiiiiee ettt e e e e e e 24
RESULTADOS ...ttt s et ettt e e st e e e e st e e e ste e e amteeeanseeeanseeeanseeeaseeeeanseeeansenennseeennes 25
DISCUSION ...ttt s st 31
CONGCLUSIONES ...ttt et e et e e st e e et e e aseeeeseeeeneeeaaneeeaanseeeanseneanseaans 34

SEGUNDA PARTE

Eliminacion de amonio para el acondicionamiento de bivalvos en Sistemas de Recirculacion

(O7= T4 =T = W (5] = PRSP UPPPPRRPRT 35
INTRODUGCCION ...ttt 35
MATERIALES Y METODOS .......cocoiiieieeeeeeeeeseeteeeeees s st s s s s s s enaneeeeeeeeeens 38

Recoleccion de mejillones y preparacion del experimento..................uuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennnn. 38
TaSa@ A€ EXCIECION (TE) ..ot e e e e e 39
Consumo de oxigen0 (CNSOD) ............uuueiiiiiii e 41
REIACION O:IN ...ttt e e e e e e e e e e 42
Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon ..............ccccoveeeiiiiiiiiiiinneenenn. 42

Manejo integral de los niveles de compuestos nitrogenados para el mantenimiento de

MEJIIONES €N SHC........cooiiee ettt e e 42
Determinacion@s QUIIMICAS ..............ouuiuuuueieee ettt e e e e e e e e e e e e aenneees 45
ANGIISIS @STAQISHICOS ...ttt e e e e e eas 45
RESULTADOS ...ttt ettt ettt e et e e e et e e e e mte e e s meeeeanseeeanseeeeneeeeneeeeanseeeanseeeanseeeanes 46
Tasa de excrecion del MEJIlION ...............cccuuueeeiiie i a e e e e e 46
Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon ...............ccooooovicviiiniiieneenns 48
Manejo integral para el mantenimiento de mejillones en SRC................couueeeeeeeeeeeeeeeeennnnnn. 48
DISCUSION ..ottt 53



Tasa de excrecion del mejillon, consumo de oxigeno y relacion O:N ..............c.ccccceevnnee. 53

Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon ..............ccoccooveeiiiiiiniieneenn, 55

Mantenimiento integral para el mantenimiento de mejillones en SRC. ............ccuuueeveeeeeennnn. 55

CONCLUSION ..ottt ettt sttt 59
CAPITULO 2

TOXINA PARALIZANTE DE MOLUSCOS (TPM). Bivalvos sometidos a procesos de depuracion

ex situ'y experiencias de INTOXICACION ..........uuiiiiiiie et a e 60
INTRODUCCION GENERAL.........ooveeeececeeteteeeeeeeses s seeeseteeseseseesenenensssesenesensssanenensneeens 60
Floraciones Algales NOCIVaS Y TPM ... 60
Implicancias €Col0giCas Y SOCIAIES ............couuccuuuueeeiiiii e 63

PRIMERA PARTE

TPM en Argentina. Depuracion del bivalvo Mytilus platensis..............cccccueeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 65
INTRODUCCION ......coiueieiie et es s s st s s ens s 65
MATERIALES Y METODOS ......coouiuieeeeeeeeeeeeeeeteieeeeeeee s s s s s s anesnenenenee e eennens 69

Experiencias de depuracion ex situ (Dex) de mejillones de la costa de Chubuit.................. 69
Seguimiento de la depuracion in situ (Din) de mejillones naturalmente intoxicados............ 70
ANGISIS 0O TPIM ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e nnneeeeeaaens 70
ANGIISIS @STAQISTICOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneeeeeaens 74
RESULTADOS ...ttt ettt et ettt e ettt e e e st e e e e st e e e aateeeaaseeesnseeesseeessaeeeanseeeanseeeanseeenns 75
Depuracion ex situ de mejillones naturalmente intoXiCados. ...............ceueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnn, 75
Seguimiento de la depuracion in situ de bivalvos naturalmente intoxicados....................... 79
Toxicidad y patrones de depuracion mediante el uso de HPLC-FLD.......................ccccuu..... 79
COMPOSICION TOXICA ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e et r e e e e e e e e e ennnnnees 83



DISCUSION . ..o e et ee e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e s e e e eaeeees e e e e e eeeeeeeens 86

Depuracion de mejillones naturalmente iNtOXiCAAOS ..............ccccuuueeeeieeeiiiiciiiiieee e 86
COMPOSICION TOXICA ..ottt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e nnnenees 89
CONCLUSION ..ottt ettt sttt 93

SEGUNDA PARTE

Intoxicacién de bivalvos alimentados con el dinoflagelado Alexandrium tamarense/catenella. .. 94

INTRODUGCCION ...ttt es ettt es s s sa ettt es s s e nesseseseanansanennas 94
MATERIALES Y METODOS ...ttt ettt ee et et n et en s een e 97
Ensayos preliminares de exposicion aguda de M. platensis a una dieta toxica .................. 97

Intoxicacion del mejillon M. platensis alimentado con el dinoflagelado A.
[AMAreNSE/CALENEIIA ............ccii e e e 98

Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con el dinoflagelado A.

[aMarenSe/CatENEIIA...............couuii i 101
ANGNISIS @STAQISHICOS. ...t e e 102
RESULTADOS ...ttt ettt ettt e et e e st e e e mt e e e s et e e e mseeeenseeeaneeeeseeeeanneeeanseeennseeens 103
Ensayos preliminares de exposicion aguda de M. platensis a una dieta toxica ................ 103

Intoxicacion del mejillon M. platensis alimentado con el dinoflagelado A.
[AMAreNSE/CAtENEIIA . ...........ccccoe et 104

Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con el dinoflagelado A.

[aMaArenSE/CatENEIIA...............oouii i 111
DISCUSION ...ttt ettt 113
Intoxicacion de M. platensis alimentado con A. tamarense/catenella............................... 113

Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con A. tamarense/catenellal17
CONGCLUSION . ..ot e ee et e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e eee e e e e e e e eeeeeneneeens 119

TERCERA PARTE



Aplicabilidad del Quitosano en la depuracién de TPM de bivalvos. Intoxicacion y depuracion de

Mytilus chilensis alimentado con Alexandrium catenella................ccccccoeeeiiiiiiiiiieeieiiiiiee, 120
INTRODUGCCION ...ttt ettt 120
Interaccion de la miticultura con el medio ambiente. ..............ccccciiiiiiiiiiiiiiieieee e 121
Quitosano como facilitador en la depuracion de TPM de bivalvos...............cccccccceeeeeee.... 123
MATERIALES Y METODOS .......ocuiiiieeeeeeeeeeeeeeteeeeeses s s s teses s enen s anae s eanseeeeens 127
STHO AE MUESIIOO ...ttt e e e e e e e e e e e 127
Recoleccion y acondicionamiento de mejillones................coouiiioiieeeieiiiiiiiiieeeee e 128
Curva de tallas en relacion al PESO SECO ...........cccuuueeeiiiiiiiiiieeeee e 130
Calculo de la dieta téxica, dieta control y concentracion de QNO disuelto........................ 131
Intoxicacion y acumulacion de TPM en mejillones alimentados con A. catenélla.............. 132
Experimentos de aliMEntacCiON..............cccuuueeeiii it 133
Depuracion de TPM en mejillon, utilizando QNO como facilitador .................ccccceveeeeennnn. 136
Analisis de TPM POr HPLC-FLD ..o 136
ANGNISIS @STAQISHICOS ...t e e e e 138
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e et e e e mt e e e et e e e mseeeanseeeeneeeeneeeeanseeeanseeeanneeeas 139
Fisiologia de M. chilensis durante la INtOXICACION. .................ccuuieoueeiieiiiiiiiiieeeeee e 139
Toxicidad y patrones de intoxicacion y depuracion de mejillones. ...............ccccoeccueeeeneen. 142
Toxicidad, concentracion y perfil de TPM en el dinoflagelado A. catenella....................... 145
Concentracion y perfiles de TPM en mejillones durante la intoxicacion y depuracion....... 146
DISCUSION ...ttt ettt 151
Fisiologia de INtOXICACION ................ccooieiiireeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e aans 151
Toxicidad del mejillon durante la intoxicacion y depuracion de TPM .............cccccceveeeeene. 152



Toxicidad y perfil toxico de A. CAtENEIIA...............cccoueiiiiiiiiii e 154

Concentracion y perfiles de TPM del Mejillon ..............cc..ccooiieeiiiiiiiiiiiieeeeeee e 155
CONGCLUSION . ... oottt ettt et ettt ettt e et e et e et et et eae e e e et eee e e e e ee e 156
CAPITULO 3

Condicién de bivalvos de interés comercial. Efectos del mantenimiento de bivalvos en

condiciones ex situ sin SUMINISIO de AliMENTO «...eeeeiee e 157
INTRODUGCCION ...ttt et e e e e et e e e e e e e e e e e eee e e e eeeer e e e eeeenneeeeeees 157
Indicadores de condiCion A DIVAIVOS .............o e 157

Condicion de bivalvos mantenidos en Sistemas de Recirculacion Cerrados (SRC) sin

OfreCimiento de AlIMENTO .............oouui i e e 159
MATERIALES Y METODOS.......c.coovieieeeeececeeteeeeeeseeses s sesses et asssenes s sssesnesessssssenennenanens 161
Mantenimiento de la vieira tehuelche en SRC ................coooiiiiiiiiiiii e 161
Mantenimiento del mejillon €n SRC..............ooii i 162
INQICES @ CONTITION. ... nen e e 163
Composicion bioquimica y analisis de acidoS grasSos ...........ccccuueeeiieiiiiiiiiiiiieeeee e 163
ANGNISIS @STAQISHICOS ...ttt e e e e e 164
RESULTADOS ...ttt etee ettt et e et e e est e e e aste e e s steeesnseeesnseeeasaeessaeesanneeeanseeeanseeans 165
Mantenimiento de la vieira tehuelche en SRC ... 165
Mantenimiento del mejillon €n SRC.............eoo i 168
DISCUSION ...ttt ss st s ettt 174
CONAlCION AE IAS VIBITAS. ........ccueeeeeeeieee ettt e e e e e e e e e e e nnneea e e e enneeeas 174
Condicion de 108 MEJIIIONES ..............c..eeeeeeeeeeeeeeeee e e 175
CONCLUSION ...ttt s sttt 179

Vi



CONGCLUSION GENERAL ..ot e e e e e e e e e e et e e ee e e e e 180
BIBLIOGRAFTA ..o et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e es e e e e s eeenens 185

ANEXO T ettt e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e nnreean 219

Vii



ABREVIATURAS

%ERd: Porcentaje de eficiencia de reduccion.

%Rd: Porcentaje de reduccion.

%Rep.: Porcentaje de representatividad.

AOAC: Association of Official Analytical Chemists - Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos.
BR: Bioensayo en Ratoén.

CA: Cerro Avanzado.

CAM: Camarones.

CCF: Control de Campo al Final de la depuracién.

CCI: Control de Campo Inicial.

CN: Control Negativo.

CNRC-NRC: National Research Council of Canada-Institute for Marine Biosciences - Consejo
Nacional de Investigacién del Instituto de Biociencias Marinas de Canada.

CnsOD: Consumo de oxigeno disuelto.

CP: Control Positivo.

DE.: Desvio estandar.

Dex: Depuracion ex situ.

Din: Depuracion in situ.

D: Dia de experimentacion.

EA: Eficiencia de Absorcion.

FAN: Floracion Algal Nociva.

FD: Fin de la Depuracion.

GTX: Gonyautoxinas.

HPLC-FLD: High-Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detection -
Cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion de fluorescencia.

IC: indice de Condicién.

INIDEP: Instituto Nacional de Investigacién y Desarrollo Pesquero.

Inter.: Intermareal.

NS: Nivel de Seguridad para la proteccién de la salud humana = 800 pg eq.STX kg™'.
pc: Peso Corporal.



PH: Peso Humedo.

PS: Peso Seco.

QNO: Quitosano.

QR: Quinta Rossi.

RT: Rada Tilly.

SAE: Servicio del Acuario Experimental.

SRC: Sistema de Recirculacion Cerrada.

SRCN°: Experimento realizado con la vieira en un Sistema de Recirculacion Cerrada.
STX: Saxitoxinas.

Sub.: Submareal.

TA: Tasa de Aclaramiento.

Tab: Tasa de Absorcion.

TAM: Toxina Amnésica de Molusco.

TAN: Total dissolved ammonium nitrogen - amonio disuelto total.
TDM: Toxina Diarreica de Molusco.

TE: Tasa de Excrecién.

TEF: Toxicity Equivalency Factor - Factores de Toxicidad Equivalente.
TPM: Toxina Paralizante de Moluscos.

UR: Unidades Ratoén.



Resumen

En la provincia del Chubut, la marisqueria de bivalvos sostiene un sistema productivo artesanal
de gran valor social, enfocado principalmente en la obtencién, comercializacién y consumo de
dos especies, la vieira tehuelche (Aequipecten tehuelchus) y el mejillon (Mytilus platensis). El
mejillén, ha sido el bivalvo modelo de la acuicultura en la regién y hasta el dia de hoy continta su
produccion a mediana escala en el sur de la provincia. La inocuidad de los organismos filtradores
se ve amenazada por la presencia estacional y permanencia variable de Floraciones Algales
Nocivas (FAN) productoras de toxinas. Los bivalvos, al alimentarse de las microalgas toxigenas,
acumulan y biomagnifican el potencial nocivo de las mismas. Entre las biotoxinas que pueden
suceder en las costas del mar chubutense, las Toxinas Paralizantes de Moluscos (TPM) significan
el mayor riesgo para la salud humana, debido a su potencial letalidad por consumo de bivalvos
contaminados. Con el fin de proteger a la poblacion, el Codigo Alimentario Argentino normalizé el
nivel de seguridad (NS) de TPM en organismos en < 800 pg eq.STX kg™ en los tejidos blandos.
Este valor es utilizado como base para establecer vedas para la comercializacién y consumo de
productos marinos, periodos que conllevan un impacto socio-econémico no evaluado
formalmente hasta el momento. El estudio de las biotoxinas no solo consolida el potencial
productivo de nuestra region, sino que también aporta a la comprension de una tematica de
preocupaciéon mundial. Hasta el momento no se han hecho en la Argentina estudios en
condiciones controladas de laboratorio que permitan dilucidar las principales caracteristicas de la
cinética de las TPM en los bivalvos. Por ello, el objetivo general de esta tesis fue analizar de forma
ex situ, cualitativa y cuantitativamente la intoxicacion y depuracion de TPM en bivalvos
patagénicos. En primera instancia, se realizaron experimentos para lograr el mantenimiento de
bivalvos en condiciones Optimas de cultivo. Se midieron la tasa de excrecion del mejillon M.
platensis y la tasa de acumulacién de productos nitrogenados excretados por la vieira y el mejillon
en sistemas cerrados. Ademas, se compararon los métodos de biofiltracién por macroalgas
(Undaria pinnatifida'y Ulva spp.) y bacterias para la remocion de componentes nitrogenados en
acuarios. De tales experimentos se concluyd que para el tipo de sistema de recirculacién utilizado
para la depuracion ex situ de TPM en bivalvos, el biofiltro bacteriano responde eficientemente a
las demandas de calidad de agua analizadas. Como segunda etapa se evaluaron cualitativa y
cuantitativamente las TPM utilizando para ello el método de Bioensayo en Ratén (BR) y el analisis
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con derivatizacion post columna y Deteccion de
Fluorescencia (HPLC-FLD) en bivalvos. A raiz de no detectarse TPM en vieiras durante el
desarrollo de la presente tesis, no pudieron realizarse depuraciones con este bivalvo. Se
realizaron 3 depuraciones de mejillones (M. platensis) naturalmente intoxicados en condiciones

ex situ sin ofrecimiento de alimento, evitdndose la re-intoxicacion por ingesta de fitoplancton
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nocivo evidenciado en el medio natural. En dos de las depuraciones se observé una reduccion
exponencial de las TPM en mas del 70% respecto a la concentracion inicial. Los tiempos y forma
de depuracion ex situ se compararon con la evolucion de las TPM de mejillones in situ y se
registraron los diferentes tiempos de eliminacién y metabolizacién de varios de los analogos
constituyentes de las TPM. Por otra parte, se realiz6 la intoxicacion experimental de M. platensis
alimentado con Alexandrium tamarense/catenella, dinoflagelado productor de TPM de las costas
del Chubut. Se observo que, a pesar de la baja concentracion de exposicion, luego de 25 dias de
intoxicacion los mejillones fueron capaces de acumular las toxinas, aunque sin superar el NS
utilizando el BR como método de cuantificacién. Las biotransformaciones de las toxinas en los
tejidos del bivalvo se evaluaron teniendo como referencia el perfil observado en el dinoflagelado.
El ensayo fue repetido para la vieira tehuelche de forma exploratoria, considerando solo la
toxicidad total. En el estudio de las TPM también se llevé a cabo la evaluacion del quitosano como
facilitador de la depuracién de bivalvos. Para ello, se realizaron experimentos de intoxicacién y
depuracion del mejillon Mytilus chilensis alimentado con Alexandrium catenella evaluando,
ademas, parametros fisiolégicos relacionados a la asimilacion de las microalgas toxigenas. Se
concluyo que los mejillones fueron relativamente sensibles a la presencia de A. catenella'y que,
para las condiciones experimentales ensayadas, la presencia de quitosano en el agua de mar no
ofreceria mejores condiciones de depuracién para los mejillones. Como tercera y ultima instancia,
se evaluo el efecto del mantenimiento ex situ sin ofrecimiento de alimento, en la condicion y
estado de salud de los mejillones (M. platensis) y vieiras tehuelche. Utilizando 8 indices de
condicion, la cuantificacién de componentes bioquimicos generales y la composicion de acidos
grasos, no se logro reunir suficiente evidencia que indicara un efecto en mejillones consecuente
al periodo de inanicién. Contrario a ello, las vieiras fueron mas sensibles ya que mostraron un
consumo de reservas nutricionales. Mediante lo estudiado en la presente tesis se amplié el
conocimiento sobre los parametros de cultivo de bivalvos de la regién del Chubut y del pais. Se
logré contribuir a la comprension de las TPM, principalmente aquello relativo a su composicion
en el dinoflagelado toxigeno, sus biotransformaciones y acumulacién en los tejidos de los bivalvos
y la dindmica de depuracién en los mismos. Ademas, se avanz6 en la busqueda de estrategias
paliativas ante los periodos prolongados de vedas, tales como la posibilidad de mantener bivalvos
de forma ex situ y la adicién de facilitadores para la depuracion.



Summary

The seafood production in Chubut province supports an important artisan fishing activity with
crucial social value. The tehuelche scallop (Aequipecten tehuelchus) and the blue mussel (Mytilus
platensis) are the two bivalve species most commercialized and consumed in the local market.
The mussels have been cultured over the region and, at present, the production is focused in the
south of the province. The seasonal presence and prevalence of Harmful Algae Blooms (HAB) of
toxigenic species threaten the seafood safety. Bivalves, by feeding on toxigenic microalgae,
accumulate and biomagnify their harmful potential. Among the biotoxins listed in coasts of Chubut,
the Paralytic Shellfish Toxins (PST) represent the greatest risk to human health because of their
potential lethality by the ingestion of polluted bivalves. In order to ensure human health, the
Argentinian Food Code has normalized the PST safety level in <800 ug eq.STX kg of fresh tissue
of bivalve. When the toxicity of seafood overcome that level, areas are closed for fishing to prevent
commercialization for human consumption. Until now, the resulting socio-economic impact has
not been formally evaluated. The study of biotoxins not only reinforces the potential and
productivity of the region, but also contributes to the global knowledge of the problematic. So far,
studies in controlled laboratory conditions have not been carried out in Argentina elucidating the
main characteristics of the PST kinetics in bivalves. Therefore, the central objective of this thesis
was to analyze ex situ, qualitatively and quantitatively the intoxication and depuration of PST by
Patagonian bivalves. Firstly, experiments were carried out to achieve the maintenance of bivalves
under optimal culture conditions. The excretion rate of the mussel M. platensis and the
accumulation rate of excretion products in closed systems with tehuelche scallops and mussels
were measured. In addition, biofiltration methods by macroalgae (Undaria pinnatifida and Ulva
spp.) and bacteria were compared. From these experiments, it was concluded that for the type of
recirculation system used for the ex situ depuration of PST in bivalves, the bacterial biofilter
responds more efficiently to the water quality demands analyzed than macroalgae. Secondly, PST
was evaluated qualitatively and quantitatively using the Mouse Bioassay (MB) method and the
High-Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detection (HPLC-FLD) in bivalves.
Since PST was not detected in scallops, no depuration experiment could be performed with this
bivalve species. Three depurations of naturally intoxicated mussels in ex situ conditions and
without offering food were done. In two depurations, an exponential reduction of the PST of more
than 70% was observed with respect to the initial concentration. During this time, re-intoxication
due to the ingestion of harmful phytoplankton evidenced in the natural environment was also
avoided. The times and form of ex situ depuration were compared with natural dynamics of PST
from in situ mussels. Furthermore, different elimination and metabolization times of several toxins

were described. The intoxication of M. platensis fed with Alexandrium tamarense/catenella, PST-
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producing dinoflagellate from the coasts of Chubut, was also performed. Despite mussels were
exposed to low dinoflagellate concentrations, they could accumulate toxins after 25 days of the
experiment, without exceeding the safety levels. In this experiment, the biotransformations of
toxins in the mussels’ tissues were detected by comparing with the toxic profile of dinoflagellates.
The assay was repeated with the tehuelche scallop, but considering only the total toxicity. In the
PST study, the chitosan was evaluated as a facilitator of bivalve clearance. For this purpose,
intoxication and depuration experiments with Mytilus chilensis fed with Alexandrium catenella were
performed, where physiological parameters related to toxigenic microalgae uptake were also
studied. The results showed that mussels were relatively sensitive to the presence of A. catenella
and the chitosan in seawater did not improve the depuration process of bivalves under the
experimental conditions assayed. Thirdly and finally, the effect of the ex situ maintenance without
offering of food was evaluated in the condition and health of mussels (M. platensis) and Tehuelche
scallops. Eight condition indices, quantification of general biochemical components and fatty acid
composition did not reveal an effect of starvation on mussels’ condition. Conversely, scallops were
more sensitive than mussels since they showed a diminishment of nutritional reserves. This thesis
contributes to the knowledge of culture standards of bivalves from Chubut region in particular and
Argentina in general. It was possible through this work to contribute to the understanding of the
PST produced by A. tamarense/catenella, mainly that related to their composition in the
dinoflagellate, their biotransformations and accumulation in the tissues of the bivalves, and the
dynamics of depuration on them. In addition, progress was made in the search for palliative
strategies in the face of prolonged periods of closure, such as the possibility of maintaining
bivalves ex situ and the addition of enablers such as chitosan for depuration.
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INTRODUCCION GENERAL

Importancia de la acuicultura en la Argentina y la implicancia de las biotoxinas para su
desarrollo

Los productos marinos para consumo alimenticio son reconocidos globalmente como de gran
calidad nutricional. “A escala mundial existe una tendencia en reconocer que para alcanzar el
desarrollo sustentable de los paises y sus economias, sobre todo de aquellas basadas en el uso
y explotacién del ambiente y sus recursos, es necesario alcanzar simultdneamente objetivos de
crecimiento econdémico, sustentabilidad ambiental y equidad” [1]. En ese contexto, la disminucién
en las capturas de organismos marinos a causa de la sobreexplotacion [2], sumado a que la
demanda mundial de productos pesqueros va en aumento y ya ha superado los limites de
extraccion, enfatizan la necesidad de fortalecer el sector de acuicultura para lograr el
abastecimiento poblacional [3]. Mundialmente, la acuicultura va cobrando mayor relevancia y se
reconoce un ritmo de crecimiento del 10% anual desde 1970 [4]. Entre los productos marinos, los
bivalvos son una fuente alimenticia de gran importancia, con una producciéon mediante cultivo de
14 millones de toneladas por afo. Hasta el dia de hoy, China se consolida como el mayor
productor de bivalvos del mundo (~80% del total) [5-7], aunque su principal destino es el consumo
interno [6,7].

Actualmente, 200 mil toneladas de mejillones se comercializan internacionalmente cada ano,
siendo Chile y Espana los principales exportadores y responsables de méas de la mitad del
comercio total [8,6]. Dentro de los bloques importadores de bivalvos producidos en Latinoamérica,
Europa es el mercado destinatario mas importante de ostras, vieiras y mejillones, absorbiendo
84% de la produccion para el afo 2005 (Francia 67,6%, Bélgica 8%, Espana 6,7%, ltalia 1,7%).
Para ese mismo afno, Estados Unidos importaba el 7,4% y Canada el 3,1% [5]. Para el afio 2011
se registra entre los meses de enero y septiembre 48288,73 toneladas netas de mejillones

exportadas a la Unién Europea, principalmente mejillones como producto elaborado [9].

En la Argentina, la pesca comprende aproximadamente el 3,3% de las exportaciones totales y
continda incrementandose en los ultimos afos [10]. En el primer semestre de 2018 registré un
aumento del 14,1%. En dicho periodo, las ventas al exterior ascendieron a un total de 978 millones
de délares del cual, el 74% correspondi6 a crustaceos y moluscos y el 24,5% a pescados frescos
y congelados [11]. Estas proporciones varian en relacién a afos anteriores [12], de acuerdo a la
disponibilidad y cotizacién de los recursos, por ejemplo, la abundancia de langostino [13,10]. Los
principales destinos de las exportaciones en los ultimos afios de pescados frescos y congelados
fueron Mercosur (45 millones de délares), la Unién Europea (41 millones de ddlares) y NAFTA
(Tratado de Libre Comercio de América del Norte) (38 millones de délares), mientras que los
crustaceos y moluscos fueron exportados principalmente a la Unién Europea (249 millones de
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dolares), China (223 millones de délares), ASEAN (Asociacién de Naciones del Sudeste Asiatico)
(64 millones de délares) y NAFTA (53 millones de délares) [11]. Dentro de los moluscos, el Unico
bivalvo exportado corresponde a la vieira patagénica (Zygochlamys patagonica), de la cual se
han extraido en el pasado hasta 50000 toneladas por afio [14]. En el 2017 se registran exportadas
~5418 toneladas en callos, siendo su principal destino Estados Unidos (42% de la produccién)
[15].

La acuicultura en Argentina es dirigida fundamentalmente a la produccién de peces,
principalmente el pacu (Piaractus mesopotamicus) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(88,53%) [3,16], mientras que la acuicultura de moluscos bivalvos ain se encuentra en una etapa
inicial de desarrollo. En los afos 90, Zampatti et al. [17] posicionaban a la Argentina como uno
de los pocos paises latinoamericanos que no tenia desarrollada el area de los cultivos marinos.
Sin embargo, en los Ultimos afos, la situacidon acuicola productiva demuestra signos de
crecimiento e importantes avances, sobre todo impulsada por la sobreexplotacion y merma de los
recursos naturales [18,19]. De esta manera se consolidan estrategias de fortalecimiento
reflejadas en la sancion de la ley 27231/2015 que persigue regular, administrar, controlar y
fomentar toda actividad relacionada a la acuicultura. A su vez, particularmente en la provincia del
Chubut, se presento recientemente la ley provincial “Politica Provincial de Desarrollo Productivo
Pesquero y Acuicola” la cual permitiria regular la exploracion, explotacion, administracion y
conservacién de los recursos pesqueros y acuicolas en aguas de jurisdiccion chubutense [20].
Sumado a lo anterior, se consigui6 la conformacién de un cluster de pesca que tiene como
objetivo potenciar el proceso de comercializacién, incorporar nuevos eslabones en la cadena
productiva y mejorar la competitividad del sector marisquero artesanal de los golfos Nuevo, San
José y San Matias [21,12,22-24].

Dentro de las principales especies comerciales de bivalvos en la Argentina, se pueden mencionar
el mejillon (Mytilus platensis y Mytilus chilensis), la vieira tehuelche (Aequipecten tehuelchus), la
vieira patagonica (Z. patagonica), la cholga (Aulacomya atra), la almeja blanca (Ameghinomya
antiqua), la navaja (Ensis macha), la panopea (Panopea abbreviata), la ostra plana (Ostrea
puelchana), la ostra concava (Crassostrea gigas) y la almeja purpura (Amiantis purpurata)
[25,16,14,26-30,2,31-35]. La mayoria de estas especies son obtenidas de bancos naturales. En
particular, la vieira tehuelche posee un gran valor econémico, no obstante, a causa de la sobre
explotacion, se reconoce como un recurso en estado critico [36]. En el ano 2015, los
relevamientos confirmaban un grave estrés poblacional que conllevd un bajo cupo de captura
[12], situacién que no ha podido ser revertida hasta el presente. Por otra parte el mejillén, de
menor valor comercial que la vieira, ha sido objeto de mayor demanda por parte del sector privado
interesado en cultivos [17,35] siendo el principal destino el mercado y consumo internos
[28,29,37,16].



Los primeros ensayos de cultivos de mejillén M. platensis se realizaron por Trancart entre los
anos 1976y 1977 en el golfo San José, provincia del Chubut [38]. A partir de los afios '90, a causa
del decaimiento de poblaciones naturales, se refuerza la produccién de mejillon por cultivo. Ello
permitié incrementar la produccién total, ademas de renovar parcialmente el recurso natural
[30,38,25]. Actualmente, se reconocen 19 sitos de la Patagonia en donde se desarrollan o se han
desarrollado cultivos marinos. Entre estos sitios se destacan los cultivos de mejillones (M.
chilensis) de inversion privada en Puerto Almanza (Tierra del Fuego) y 3 criaderos (hatcheries)
de moluscos: el Criadero Patagoénico de Especies Marinas (CRIAR-IBMPAS) en Las Grutas (San
Antonio Oeste, Rio Negro) [39], el Colegio 721 “Caleta Horno” en Bahia Camarones (Chubut) y
el Criadero de Peces y Moluscos de Aguas Frias (Agencia Comodoro Conocimiento) en
Comodoro Rivadavia (Chubut) [28,29,40,41]. Ademas, el criadero “Caleta Horno” incluye una
planta de procesamiento de bivalvos habilitada por SENASA (Comunicacién Personal Cesar
Gentile, Coordinador de la Red de Fortalecimiento para la Maricultura Costera Patagonica).

La productividad de los bivalvos varia con los afos y segun los sitios [12]. Los cultivos australes
generan los mayores volumenes de produccidn, con registro promedio de 17 toneladas entre los
anos 2003 y 2009 y un maximo de 33,3 toneladas en el afno 2007 [37]. Para el ano 2015, se
registré una produccion de 16 toneladas de mejillén (M. platensis y M. chilensis) y cholga por
acuicultura, principalmente en la costa de Tierra del Fuego [16]. Lamentablemente, no existen
cifras certeras de la productividad de la provincia del Chubut ya que las estadisticas oficiales del
Ministerio de Agroindustria de la Nacién no tienen continuidad y, en general, no representan los
volumenes capturados, especialmente al tratarse de la produccion por acuicultura artesanal [12].

Los pescadores artesanales del pais mejor organizados son los de Puerto Madryn (provincia del
Chubut), habiendo constituido la Asociacion de Pescadores Artesanales de Puerto Madryn
(APAPM). Cada vez mas, la presion de los mercados fomenta la competencia, dando importancia
a las aptitudes de quienes realizan la captura, procesamiento y comercializacién. El primer
Encuentro de Pescadores Artesanales de Chubut se llevé a cabo en Puerto Madryn en 1999,
reuniendo a 35 participantes incluyendo recolectores costeros, pescadores con red desde la playa
y buzos comerciales, ademas de personal cientifico [42]. Desde entonces se han hecho esfuerzos
desde diferentes sectores (gobierno municipal, cientificos, universidades y organizaciones no
gubernamentales) para acompanar a esta organizacién, necesaria para la sustentabilidad de las
pesquerias artesanales locales [43]. A pesar de los avances en su consolidacién, este sector
enfrenta una serie de problematicas, como ser el peligro social por la falta de planificacion para
el futuro de los grupos, la ausencia general de seguridad social, la inequitativa y poco clara
asistencia social por parte del estado, la falta de politicas educativas especificas y las
necesidades basicas insatisfechas [31]. Ademas, la situacion se ve agravada por la pesca furtiva,
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que pone en riesgo la sustentabilidad de la actividad y la salud publica de los consumidores a
causa de la ausencia de controles sanitarios [12,44,19].

La produccion acuicola en sistemas emplazados en el mar, como los utilizados actualmente en
la Argentina, depende de la calidad del agua y su inocuidad. En la costa atlantica, la extraccion
del recurso se ve restringida por la presencia estacional de biotoxinas, las cuales pueden ser
acumuladas por los bivalvos filtradores y alcanzar concentraciones insalubres para su consumo.
Esta condicion afecta particularmente a los sectores marisqueros artesanales quienes deben
suspender la extraccién, el consumo y la comercializacién de sus productos por tiempos
impredecibles [45]. Las vedas en la actividad extractiva afectan a varias especies, se registran en
diferentes partes del pais y su permanencia incluso puede extenderse durante afos
[46,47,37,12,48]. Ya que no existen estrategias paliativas por parte del estado, la situacion se
torna preocupante para el sector marisquero [37,19]. Gracia Villalobos [19] sefiala que la
presencia de biotoxinas por encima del limite permitido para consumo, durante varios meses del
ano, puede afectar gravemente a una pesqueria. La autora enfatiza la necesidad de evaluar el
impacto socio-econdémico del evento sobre la actividad marisquera vy ratifica la ausencia de un
calculo formal y serio de las pérdidas econémicas por cierre de extraccion o eliminacién de lotes

completos por deteccion de toxinas.

En Argentina, se distinguen 3 tipos de biotoxinas producidas por diferentes organismos
fitoplanctonicos, nombradas a partir de sus efectos nocivos en mamiferos: la Toxina Amnésica
de Moluscos (TAM) [19,49], la Toxina Diarreica de Moluscos (TDM) [50] y la Toxina Paralizante
de Moluscos (TPM) [51]. Entre ellas, las TPM son de preocupacién global ya que se percibe un
aumento en intensidad, duracién y expansion de las areas afectadas por los eventos toxicos [52-
57]. Tienen un potencial letal y son reconocidas mundialmente como las responsables de la
mayoria de las fatalidades humanas asociadas a intoxicacion por biotoxinas [58], no siendo
menos importante su peligrosidad para la fauna [59-64]. De acuerdo al riesgo que implica la
presencia de estas toxinas, el gobierno nacional, a través del Articulo 275 tris del Cédigo
Alimentario Argentino, normalizé el nivel de TPM en organismos en < 800 ug eq.STX kg™ en los
tejidos blandos enteros o partes comestibles por separado [65].

Durante los ultimos anos, las investigaciones realizadas en el pais sobre TPM y otras biotoxinas,
han comenzado a recibir mayor atencion [66,19,67,49,68,69]. A pesar de ello, no existe claridad
en la frecuencia e intensidad de los eventos nocivos [70] y se posee poca informacién sobre las
variaciones de los perfiles téxicos desde el organismo causativo a los diferentes consumidores
en la cadena tréfica [19]. Tampoco se han reportado en la bibliografia cientifica experiencias de
laboratorio que permitan avanzar en la comprension de la cinética de captacion y eliminacion de
las toxinas por parte de los bivalvos u otros vectores en la zona costera del pais. En general, la

dinamica de depuracion de bivalvos naturalmente intoxicados con TPM es poco conocida [71].
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Tal como la perspectiva de fomento en acuicultura promulga, los pocos centros de cultivo
existentes en la actualidad deben ser apoyados para su crecimiento y consolidacion en un
mercado nacional e internacional, por lo que el conocimiento del recurso debe ser el sustento de
su estructura. En el marco del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion “Argentina
Innovadora 2020”, el Nucleo Socio Productivo Estratégico (NSPE) “Produccion y Procesamiento
de Recursos Oceanicos” destaca la ausencia de desarrollos tecnoldgicos locales vinculados a la
acuicultura y la necesidad de una adecuada gestion ambiental que incluya, entre otros, aspectos
sanitarios relativos a las biotoxinas [72]. A raiz de ello, el desarrollo de la tematica puede ser
focalizado en el conocimiento de las TPM tanto en fitoplancton como en diferentes organismos
consumidores. Ademas, se debe perseguir como meta la determinacion de la tasa de eliminacion
de toxinas para reducir al maximo el periodo de veda, la prediccion de la dinamica de biotoxinas
y el desarrollo de estrategias paliativas o de remediacion durante un evento téxico [73]. Incluso,
debe considerarse la aplicacion de nuevas tecnologias de deteccion temprana y cuantificacién de
toxinas y el estudio de diversos métodos para su eliminacion en bivalvos [74].

El género Mytilus comprende un grupo de especies que se distribuyen en el mar argentino,
ocupando una gran variedad de ambientes, tanto del intermareal como del submareal [75] apud
[18] [76-78]. Estos bivalvos presentan gran plasticidad fenotipica [79,80], lo que les permite
adecuarse a un amplio rango de condiciones ambientales. Por lo tanto, debido a que su
recoleccién y mantenimiento resultan relativamente sencillos y econémicos, los mejillones son
idoneos para el estudio a escala de laboratorio. Ademas de ser el grupo cultivado por excelencia
en Argentina, han sido utilizados ampliamente para la detecciéon temprana de biotoxinas en la
costa del Chubut [19]. Por otra parte, la vieira tehuelche como recurso de gran importancia socio-
economica para la regién [36], se ve afectada no solo por la merma de las poblaciones sino
también por la presencia de las biotoxinas. Es por ello que es particularmente significativo el
desarrollo de investigaciones dirigidas a explorar mejores condiciones para el cultivo y
aprovechamiento de esta especie.

El estudio de las biotoxinas no solo contribuye a consolidar el potencial productivo de nuestra
region, sino que también aporta a la comprensién de una tematica de preocupacion mundial. La
informacién desprendida a escala de laboratorio puede ser replicada con otras especies y
regiones, para optimizar el proceso de la depuracion de biotoxinas. Este tipo de estudios
experimentales requiere del mantenimiento de los organismos de forma que se asegure su buen
estado de salud, tanto en relacién a la presencia de sustancias potencialmente téxicas como en
aspectos nutricionales. En particular, debe considerarse que los productos metabdlicos como las
excreciones nitrogenadas, pueden acumularse cuando se utilizan sistemas cerrados y alcanzar
concentraciones que resulten téxicas para los bivalvos alli mantenidos [81] apud [82] [83-
86,82,87,88]. La aplicacion en los acuarios de algun tipo de biofiltracion permite controlar tales
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riesgos, con una eficiencia y desempefo que dependera tanto de las caracteristicas del sistema
como de los organismos en mantenimiento [84]. De alli la importancia de ajustar los parametros
de calidad de agua para cada caso en particular. Por otro lado, conocer la condicién de los
organismos al finalizar el periodo de experimentacién también es importante como parte de la
evaluacion del método utilizado, ya que permite detectar el posible decaimiento, indicativo de la
respuesta a una situacion estresante [89]. El estado de salud o condicién de los bivalvos esta
vinculado a una gran variedad de factores [90]. Entre ellos, los periodos de inanicién pueden
provocar cambios en la constitucién del organismo dependientes de las demandas metabdlicas
[91] y consecuente consumo diferencial de las reservas [92]. Este es un aspecto a considerar ya
que, de acuerdo a los objetivos de experimentacién, los organismos podran ser alimentados o no
[91,93-99].

La presente tesis se focaliza principalmente en el estudio de la depuraciéon ex situ de bivalvos
patagénicos intoxicados naturalmente con TPM, teniendo en cuenta no solo las condiciones de
mantenimiento en acuarios, sino también sus implicancias en la condicién de los organismos.
Siendo la vieira tehuelche y el mejillon las dos especies de mayor importancia marisquera y
desarrollo en la acuicultura, el esfuerzo de experimentacion se orienté a estos dos bivalvos. Aun
cuando no fue factible estudiar la depuracion de vieiras por ausencia de intoxicaciones naturales
durante el periodo de desarrollo de esta tesis, la experimentacion relativa a su mantenimiento en
acuarios igualmente se llevé adelante. De esta manera, futuras investigaciones de depuracion ex
situ asociadas a esta especie contaran con la informacion de base para su desarrollo. En esta
tesis también se realizaron experiencias de intoxicacion en laboratorio, como etapa preliminar
para futuros estudios que permitan optimizar la comprensién de las cinéticas de depuracion de
estas especies e iniciar la busqueda de estrategias mejoradas de depuracién. En ese marco, se
presentan los primeros resultados sobre intoxicacién-depuracién en laboratorio, con la

introduccion de un facilitador quimico en la etapa de depuracion.

Segun lo expuesto, y con el fin de dar respuesta a los objetivos planteados, se desarrollaron 3
capitulos divididas en partes. En el primer capitulo se aborda el mantenimiento de bivalvos ex situ
en sistemas de recirculacién cerrada. Para ello se evaluaron diferentes parametros del agua de
mar que permitieron establecer las condiciones deseadas para mantener los organismos durante
su cautividad. La primera parte aborda la evaluacion de diferentes tipos de biofiltros para optimizar
la calidad de agua utilizando la vieira tehuelche como bivalvo de experimentacién. En la segunda
parte, se escala la aplicacion de los resultados obtenidos a un sistema de recirculacién de mayor
volumen y con mejillones, a fin de establecer el mejor mecanismo de biofiltracién para el proceso
de depuracion. En el segundo capitulo, se evalta la depuracién e intoxicacién de TPM en bivalvos
patagénicos. La primera parte se enfoca en el proceso de depuracion ex situ de mejillones M.
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platensis naturalmente intoxicados. La segunda parte corresponde al estudio de la intoxicaciéon
por TPM del mejillén alimentado con el dinoflagelado téxico, siendo las primeras experiencias de
este tipo que se realizan a escala de laboratorio en nuestro pais. También se presentan los
resultados de los primeros experimentos de intoxicacion de la vieira tehuelche. La tercera parte
explora un ciclo de intoxicacién-depuracién en laboratorio, donde se investiga el potencial del
quitosano como facilitador de depuracién en el mejillén M. chilensis. En el tercer y ultimo capitulo
se evallan los efectos del mantenimiento y depuracion ex situ en el estado de salud del mejillon
M. platensis, asi como del mantenimiento en acuarios de la vieira. Se utilizaron para ello diversos
indicadores de condicion. Estos indicadores también fueron determinados en organismos de
bancos naturales para evaluar la variacién natural del estado de salud de las poblaciones bajo
estudio.

A continuacién, se presenta un mapa general de la Patagonia en donde se sefnalan los diferentes
sitios vinculados y mencionados en el desarrollo de la presente tesis.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar cuantitativa y cualitativamente las Toxinas Paralizantes de Moluscos (TPM) durante la

intoxicacion y depuracién de bivalvos patagénicos y comparar métodos experimentales de

depuracion ex situ.

Objetivos Especificos

1.

Disefar y estabilizar un sistema de recirculacion cerrada para mantenimiento de bivalvos

comparando diferentes alternativas de biofiltracién.

Realizar experiencias de depuracion ex situ de mejillones en acuarios con agua de mar
filtrada, durante diferentes eventos de TPM.

Realizar el seguimiento de una depuracion natural de mejillones in situ.

Evaluar posibles diferencias en la dindmica de depuracién de TPM entre diferentes

momentos de floracion algal.
Realizar experiencias de intoxicacién de mejillones alimentados con fitoplancton toxico.

Realizar experiencias de depuracién en acuarios en agua de mar filtrada con el agregado
de quitosano.

Evaluar la influencia del método de depuracidn ex situ sobre el estado de salud del mejillén
a través de indicadores de condicion.

Evaluar la condicion, la composicion bioquimica y el perfil de acidos grasos en mejillones
de bancos naturales de la costa de Chubut.
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CAPITULO 1

Acondicionamiento de bivalvos para la experimentacion

INTRODUCCION GENERAL

Mantenimiento de bivalvos a escala de laboratorio

Las investigaciones sobre fisiologia, nutricién, toxicologia y reproduccién de bivalvos a escala de
laboratorio requieren a menudo un mantenimiento prolongado de los organismos en sistemas de
acuarios relativamente pequenos, con poco o ningun intercambio de agua. Es asi como, la calidad
del agua de mar es uno de los aspectos mas importantes a considerar en dicho tipo de

experiencias, asi como en las desarrolladas en el marco de esta tesis.

Durante el mantenimiento de organismos vivos, los sistemas cerrados pueden acumular
subproductos metabdlicos téxicos o potencialmente tdxicos, entre los cuales el amoniaco (NHa)
y el diéxido de carbono (CO.) son los mas significativos. Sin embargo, en general la acidificacion
del agua de mar implica un proceso de largo plazo, debido a que la presencia de carbonatos
ejerce un efecto de amortiguamiento. La sensibilidad de los organismos a la acidificacién depende
de la talla, momento del ciclo de vida, historia de exposicién natural a variaciones de COo, entre
otros factores [100-102]. En particular, los bivalvos son tolerantes a la acidificacion por COx,
producto de su propia respiracion [103,102]. Los efectos negativos reportados se describen a
concentraciones muy altas (~2000 - 4000 ppm), con reducciones de pH de ~0,7 y con tiempos de
exposicion de varios dias (en algunos casos a partir de ~80 dias) [100,104,103]. Incluso, Lee et
al. [102] documentaron efectos subletales a un pH por debajo de 6,5 y efectos letales a un pH de
5,4 para un tiempo de exposicién de 96 h (LpH50 96 h).

El producto metabdlico excretado en mayor proporcidn por los bivalvos es el amonio disuelto total
(TAN por su sigla en inglés Total dissolved Ammonium Nitrogen) [105]. EI mismo puede
representar un riesgo para los organismos al acumularse, incluso durante exposiciones de corta
duracién [81] apud [82] [83-86]. EI TAN es la suma de dos formas quimicas, amonio ionizado
(NH4*) y amonio desionizado o amoniaco (NHs), cuyo equilibrio dinamico depende principalmente
del pH, la temperatura y la salinidad. La constante de disociacion del NH4* (pK) en agua de mar
es igual a 9,5 a 25°C por lo que a un pH de 8,1, el 95% de TAN esta presente como NH4* y 5%
como NHs [106]. En general, al pH del agua de mar (7,9-8,2; [107]) la especie NH4* esta presente

en una proporcion alta, mientras que la especie NHs, que es la forma mas toxica, permanece en
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niveles bajos [83,108,86]. La toxicidad del NH3radica en su gran capacidad de difusién a través
de la membrana celular, por su mayor afinidad lipofilica [109] apud [82], mientras que el NH4* es
mayormente hidrosoluble y es la forma en que los bivalvos excretan el nitrégeno. Los efectos
téxicos pueden ser diversos, principalmente en el transporte de oxigeno a los tejidos, que incluye
danos tisulares (branquias), menor capacidad de transporte de fluidos sanguineos a
consecuencia de cambios en el pH, incremento en la demanda de oxigeno y dafos histologicos

a las células de transporte [81] apud [82].

La concentracion de TAN debe ser controlada correctamente durante un experimento a fin de
evitar una errénea interpretacion de los resultados. Esto incluye la aclimatacion necesaria de los
organismos experimentales durante un tiempo que puede variar desde unos pocos dias hasta
varias semanas. En dicho periodo, los bivalvos suelen ser mantenidos en altas densidades en
sistemas cerrados, lo que aumenta el riesgo de acumulacion de TAN [110-113]. El suministro de
alimento es otro de los factores que afecta la concentracion a lo largo del tiempo [91,93-95]. en
cuyo caso, la experimentacién sin ofrecimiento de alimento, reduce el riesgo de acumulacion.
Esta ultima estrategia ha sido aplicada en varios estudios de crecimiento y capacidad de
mantenimiento celular [96], depuracion de fitotoxinas [97], estudios metabdlicos y toxicoldgicos
[91,98], depuracidn bacteriologica [99] y experimentos fisioldgicos de exposicion a TAN [114].

El objetivo del presente capitulo es encontrar las condiciones 6ptimas para el mantenimiento de
bivalvos en acuarios, enfatizando el control de los niveles de TAN. En la primera parte, utilizando
a la vieira tehuelche como bivalvo modelo, se exploran diversas metodologias de reduccion de
TAN. En la segunda parte, se presenta una aplicacion de tales metodologias en una escala
mayor, en sistemas de recirculacion cerrada, manteniendo mejillones (M. platensis) en

densidades medias.
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PRIMERA PARTE

Reduccion de amonio en cultivos de laboratorio para el mantenimiento de bivalvos.

INTRODUCCION

En acuarios cerrados destinados a mantenimiento o aclimatacién de bivalvos, el TAN que se
acumula en el agua como resultado de la excrecion debe ser removido para evitar los
inconvenientes derivados de su toxicidad. Frecuentemente, en cultivos de laboratorio, el control
del TAN se realiza a través del recambio total o parcial de agua de mar. Sin embargo, esto podria
crear un ambiente estresante y ser especialmente contraproducente si se investigan, por ejemplo,
indicadores de estrés [115,116]. Existen en el area de acuicultura diversos métodos de
eliminaciéon que podrian ser implementados en acuarios a escala de laboratorio. Su eficiencia y
desempeno dependeran de las caracteristicas del sistema y de los organismos a mantener [84].
Entre dichos métodos, el uso de bacterias nitrificantes y de algas marinas presentan una gran
practicidad [84,117].

La biofiliracion bacteriana tradicional ha sido ampliamente estudiada e implementada,
principalmente en sistemas de recirculaciéon de agua dulce [118,84,119-124]. Sin embargo, las
bacterias son muy sensibles a los cambios de temperatura y concentracién de nutrientes, y a la
presencia de algunos productos quimicos, como los compuestos asociados a metales y aminas,
entre otros [125]. Las algas marinas, por otra parte, proporcionan una alternativa a los biofiltros
bacterianos. Consumen nutrientes directamente del agua de mar [carbono (C), nitrégeno (N) y
fosforo (P)] y su biomasa se puede eliminar facilmente con su cosecha. Ademas, con el uso de
macroalgas, las condiciones fisicoquimicas del sistema permanecen mas estables y la

verificacion de los niveles de oxigeno, pH y alcalinidad requiere menor frecuencia [126,117].

A escala experimental, el presente estudio explora la dinamica y la eficiencia en la remocién del
TAN por parte de dos especies de macroalgas recolectadas en el golfo Nuevo (Patagonia,
Argentina), para compararlas con el biofiltro bacteriano tradicional. El bivalvo seleccionado para
el estudio fue la vieira tehuelche A. tehuelchus.
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MATERIALES Y METODOS

Biofiltro bacteriano

Para el biofiltro bacteriano se eligié un disefio de flujo ascendente con fragmentos de plastico
libres como sustrato para el crecimiento bacteriano. Se utilizaron piezas de filtros con biomasa
bacteriana activa de un sistema de cultivo funcional. Los fragmentos de plastico fueron 30 piezas
de tubo corrugado de 3,5 cm de longitud cada uno, representando un area total de superficie de
1,05 m2 para el crecimiento bacteriano. El biofiltro permanecié semi sumergido y con movimiento

constante durante el ensayo.

Macroalgas marinas como biofiltro

Se utilizaron dos especies de macroalgas, el alga verde Ulva spp. y el alga parda Undaria
pinnatifida, ambas halladas en intermareales rocosos del golfo Nuevo [127-130]. Se recolectaron
durante la marea baja en Punta Este (42°47' 16.5" S 64°57' 6.1" O) (Figura 2). Al momento de
la cosecha, se aseguroé la extraccién completa a fin de evitar danos en alguna de las estructuras
de fijacién. En el laboratorio, se limpiaron y lavaron con agua de mar y se colocaron en un acuario
de 30 | con agua de mar filtrada previamente hasta 1 ym y desinfectada con luz UV (Biolight
Technologies: 2000 | h" — 1,40 W). Alli se aclimataron durante 2 dias a una temperatura de
12,5°C, fotoperiodo 12:12 h luz:oscuridad, densidad media de flujo de fotones de 10,65 pM m?2s
' (medida con sensor Puntual PAR Cavadevices), salinidad 33 ups (medida con Arcano FG-211
Salinidad / ATC 0- 100), y OD> 90% del nivel de saturacion (medido con sensor YSI modelo 58)

mediante aireacién con compresor y piedras aireadoras.
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Figura 2. Recoleccién de Ulva spp. durante la marea baja del intermareal rocoso de Punta Este (golfo
Nuevo, Chubut).

Recoleccion de las vieiras tehuelches.

Las vieiras (altura de valva de 6,9 a 7,4 cm y peso humedo total de 61 a 68 g peso humedo total)
se recolectaron mediante buceo auténomo (profundidad ~15 m) en marzo de 2015 en San Roman
(42°14'55.2" S64°13'22.6" O), donde la temperatura del mar era 12-13°C. Fueron transportadas
al laboratorio dentro de conservadoras térmicas con humedad y hielo. Se limpiaron los epibiontes
cuidadosamente (para evitar sobreestimulacion y desove) y se colocaron en un sistema de
recirculaciéon de 300 | bajo las mismas condiciones de aclimatacion de las algas. Se mantuvieron

en dicho sistema sin ofrecimiento de alimento hasta el comienzo del experimento (< 3 dias).
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Disefio experimental.

El experimento se realizd en recipientes plasticos de 3 | (acuarios), previamente lavados con HCI
al 5% y enjuagados con abundante agua corriente seguido de agua destilada. Los accesorios del
acuario se desinfectaron en cloro al 10% durante 1 dia y luego se enjuagaron de igual manera
que los acuarios. Todos los materiales se secaron antes del comienzo del experimento. El agua
de mar utilizada fue filtrada por filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C (tamafno de poro nominal:
1,2 um). Una vez llenados, los acuarios fueron cubiertos por una envoltura plastica para evitar la
evaporacion. Las condiciones experimentales fueron las mismas para el periodo de aclimatacién

de las algas y las vieiras.

Durante 14 dias, se ensayaron 6 escenarios diferentes, cada uno en un acuario con su

correspondiente réplica (Figura 3):

CN (control negativo): sin vieira ni biofiltro.

CP (control positivo): vieira sin biofiltro.

T1: vieira 'y Ulva spp. como biofiltro (44-47 g peso humedo - py).
T2: vieira y U. pinnatifida como biofiltro (43-46 gph).

T3: vieira y biofiltro bacteriano.

T4: vieira con filtracibn mecanica del agua mediante sifén durante los primeros 8 dias seguido de
biofiltracién durante los 6 dias posteriores. Caracteristicas de la filtracibn mecéanica: filtro de tela
y reincorporacién del volumen filtrado al sistema, cada 48 h. Caracteristicas de la biofiltracion:
adicion del biofiltro mas efectivo entre los utilizados en T1 a T3, que resulté en 44-47 gpx de Ulva

Spp. por acuario.
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Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

Figura 3. Esquema del disefio experimental. CN: sin vieira ni biofiltro, CP: vieira sin biofiltro, T1: vieira con
Ulva spp. como biofiltro, T2: vieira con U. pinnatifida como biofiltro, T3: vieira con biofiltro bacteriano y T4:
vieira con filtracion mecanica del agua de mar durante los primeros 8 dias seguido de la adicion de Ulva
spp. como biofiltro durante los 6 dias siguientes.

Durante el transcurso del experimento, diariamente se realizé una evaluacion cualitativa de la
condicién de las vieiras, por observacion de su comportamiento. Cada 48 h, se midi6 el pH usando
un pHmetro (RS232) y se tomaron dos alicuotas de 25 ml de agua de cada acuario para la
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posterior determinacion del TAN. Las muestras se tomaron siempre por la mafana para reducir
diferencias relacionadas al ritmo circadiano de excrecién de bivalvos [131,132]. El volumen total
extraido de cada acuario fue ~12% respecto al volumen inicial, por lo que no se realiz6 reposicion

de agua.

Las determinaciones analiticas sobre cada alicuota se realizaron por duplicado segun el método
colorimétrico de la reaccion con azul de Indofenol [133,134]. EI mismo consiste en el tratamiento
de la muestra en medio alcalino con fenol y citrato con hipoclorito de sodio en presencia de
nitroprusiato de sodio, el cual actia como catalizador. El azul de Indofenol formado con TAN-N
presente se midié en un espectrofotometro UV-Vis Hitachi 110A a una longitud de onda de 640
nm. El error relativo entre las réplicas quimicas siempre fue < 10% y entre las réplicas del ensayo
< 35%. Los resultados se expresaron como mg I TAN-N (N-NH4* + N-NHs). La concentracién de
N-NHs; se estim6 a partir de los datos tabulados por Zepka Baumgarten et al. [135], quienes
informan el porcentaje de N-NHs respecto a TAN-N para diferentes temperaturas, pH vy
salinidades.

La eficiencia de reduccion de TAN-N (% ERd) en un tiempo t para cada tratamiento se calcul6

como:
% ERd; = ([CP:] - [TN<]) x 100 / [CP10].

donde [CP:] es la concentracién de TAN-N en el control positivo en el tiempo t, [TN%] es la
concentracion de TAN-N en el tratamiento N°en el tiempo t y [CP1] es la concentracion de TAN-

N en el control positivo en el tiempo inicial.

Andlisis estadisticos.

Los resultados se ajustaron a diferentes modelos de regresion: regresién lineal, polinomios de
segundo y tercer orden y funcidén exponencial. Se utilizé la nomenclatura y: C (concentracion), x:
t (tiempo en dias). El criterio de informacién de Akaike con una correccion para tamanos de
muestra finitas se utilizé para encontrar el mejor modelo de ajuste [136]. Se consider6 que un
modelo con Ai = 2, proporciona un ajuste diferente a los datos. El estadistico de Akaike (Wi) se
muestra como un parametro de seleccion. R Core Team [137] se utiliz6 para todos los analisis
estadisticos.
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RESULTADOS

Las vieiras se mostraron saludables durante todo el experimento, con signos de filtracién activa
como son el manto y tentaculos extendidos. El agua de todos los controles y tratamientos, registré
una concentracion media inicial de TAN-N de 0,020 + 0,005 mg I'' y poca variacién en el pH

(rango: 7,8 - 8,0) a lo largo de todo el experimento.

Durante el transcurso del experimento, la concentracion de TAN-N vari6 entre los controles y
también entre los tratamientos (Figura 4). En el CN se mantuvo relativamente constante y por
debajo de 0,025 mg I'' (Figura 5), correspondiendo a los niveles méas bajos entre todos los
ensayos. En el CP, aumentd conforme el transcurso de los dias, alcanzando en D14 un valor
promedio final de 9,85 mg I"'. En este caso, el mejor ajuste a los datos se obtuvo con un modelo
de regresion polinémica de segundo orden (C = 0,004 + 0,525t + 0,013t?; p < 0,001, R? = 0,99;
Wi: 0,668) (Figura 4). Sin embargo, una regresion lineal también proporcioné un buen ajuste (C
=0,713t-0,331; p< 0,001, R? = 0,98; Wi: 0,299; Ai < 2) con la que se estimé la tasa de incremento
de TAN-N en 0,03 mg I''h.

En T1 (con Ulva spp.), la concentracién de TAN-N se mantuvo entre 0,02 y 0,22 mg I hasta D10,
siendo inferiores a los medidos en CP, T2 y T3. Luego aumentd, alcanzando un valor promedio
final de 1,54 mg I'" (Figura 5). En este momento se observaron cambios en el aspecto y color de
la biomasa algal. Utilizando las concentraciones de CP como referencia, los porcentajes de
reduccion para D8 y D14 fueron 98% y 84%, respectivamente (Figura 6).
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Figura 4. Concentraciéon de TAN-N en mg I'' (TAN-N = N-NHa* + N-NHz) durante el experimento. Se muestra el promedio de 2 réplicas. Las lineas representan
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En T2 con U. pinnatifida como biofiltro, la concentracion de TAN-N fue de 4,17 mg I en D8 (ERd
22,5%, Figura 6) y de 17,35 + 0,40 mg I'' en D14. Esta ultima fue la més alta entre todos los
tratamientos y controles (Figura 7). A partir del cuarto dia de experimento, se observé un cambio
en el aspecto de la biomasa de algas y en el color del agua de los acuarios. Regresiones
polinébmicas de tercer orden (C = 0,042 + 0,097t + 0,0094t2 + 0,005t%; p < 0,001, R? = 0,99; Wi:
0,603) (Figura 4) y de segundo orden proporcionaron un ajuste comparable (C = 0,036 - 0,41t +
0,115x%; p < 0,001, R? = 0,99; Wi: 0,394; Ai < 2).

Figura 7. Resultado de la tincién azul de Indofenol. Las muestras de azul intenso corresponden a las
muestras de los acuarios con U. pinnatifida.

En T3 con biofiltro bacteriano, la concentracion mas alta de TAN-N se midi6 en D8 con un valor
promedio de 1,45 mg I (ERd 71%). Posteriormente comenzd a disminuir, alcanzando una
concentracion promedio de 0,45 mg I'' (ERd 95%) en D14 (Figura 6), valor inferior a los niveles
medidos en CP, T1 y T2. Una regresion polinomial de tercer orden proporcion6 el mejor ajuste a
los datos (C = -0,011 + 0,492t — 0,047t% + 0,001t%; p < 0,001, R? = 0,97; Wi = 0,9) (Figura 4).

En T4, durante el periodo de filtracién mecanica (primeros 8 dias), hubo un aumento lineal en la
concentracion de TAN-N (C = 0,545t — 0,1; p < 0,001, R? = 0,97; Wi: 0,711), mostrando un
porcentaje de eliminacion mas bajo (ERd 12%) que el alcanzado en T2. Luego, Ulva spp. fue
agregada a los sistemas y la concentracion de TAN-N disminuy6 a valores tan bajos como los
medidos en CN (ERd 100%), condicidén que persistio hasta el final del experimento (Figura 4).
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La Tabla 1 resume las concentraciones de TAN-N en DO (inicial), D8 y D14 (final) para los

controles y tratamientos, y presenta las estimaciones de las concentraciones de N-NHs

correspondientes.

Tabla 1. Concentraciones de compuestos nitrogenados (en mg I-') obtenidos en el presente estudio. CP:

Control Positivo, CN: Control Negativo, T: Tratamiento.

TAN-N N-NH; TAN & NH; ¢

DO D8 D14 DO D8 D14 DO D8 D14 DO D8 D14
CN 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CcP 0,02 5,04 9.85 0,00 0.06 0.13 0,02 6.49 12,69 0,00 0.08 0.15
T1 0,02 0,09 154 0,00 0,00 0.02 0,04 0,11 1,98 0,00 0,00 0,02
T2 0,02 417 1735 0,00 0,05 0,22 0,02 537 2235 0,00 0.07 0.27
T3 0,02 1.45 0,45 0,00 0.02 0,01 0,02 1.87 0,58 0,00 0.02 0,01
T4 0,02 444 0,01 0,00 0.06 0,00 0,03 5,73 0,01 0,00 0,07 0,00

El NHs se estim6 como 1,29% de TAN, para Temperatura: 12°C, pH: 7,5 - 8 y salinidad: 31-35 (ver Zepka

Baumgarten et al. [135]). Los valores subrayados son los que excedieron los estandares de calidad del agua (ver

Tabla 1.2 en Discusion.

Q Factor de conversién: 1/0,776.
‘ Factor de conversién: 1/0,822
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DISCUSION

La tolerancia al TAN de los animales y sus propias tasas de excrecion estan influenciadas por
varios factores bioldgicos, como la especie, el tiempo de exposicion a una concentracién
particular de TAN, la calidad y cantidad de los alimentos y las caracteristicas fisicoquimicas del
agua de mar, como el pH, la temperatura y la salinidad [93,138-142,86]. En este estudio, a partir
del aumento de la concentracion de TAN en el CP se estimd una tasa de excrecion aparente de
0,03 mg N-NH4* I" h'', que es del mismo orden de magnitud que la reportada por Navarro,
Gonzalez [138] para la vieira Argopecten purpuratus (0,019-0,051 mg N-NH.* I" h''"). Epifanio,
Srna [143] encontraron que las ostras y las almejas eran notablemente resistentes a altas
concentraciones experimentales de TAN y reportaron un nivel subletal de 5,6 mg N-NH.* I' para
la ostra Crassostrea virginica (la solucién de prueba se prepar6 disolviendo cloruro de amonio de
grado analitico en agua de mar). En el presente estudio, esta concentracién solo se excedié
después de D8 en CP y T2, pero no se visualizaron efectos letales ni subletales en las vieiras.
Ademas, los valores de pH registrados a lo largo de todos los ensayos (7,8-8,0) aseguraron la

prevalencia de la forma i6nica sobre el compuesto no ionizado mas téxico.

La informacion existente sobre el nivel de seguridad de concentraciones de compuestos
nitrogenados en agua de mar es muy limitada para la acuicultura de bivalvos. Entre ellos, se han
recomendado valores entre 0,59 y 6,20 mg I para el TAN y entre 0,01 y 0,08 mg I'" para NHs
(Tabla 2), los que han sido superados por algunas de las mediciones realizadas en este trabajo.
En ese sentido, los resultados de este estudio sugieren que la vieira tehuelche seria relativamente
tolerante a la presencia de TAN y de NHs. Cabe destacar, sin embargo, que las concentraciones
mas altas de TAN podrian afectar funciones biol6gicas como el desarrollo celular [144], la
integridad lisosomal [115] y la actividad de las proteinas Na-K-ATPasa y Na-ATPasa [114].

Las dos especies de macroalgas evaluadas como biofiltro mostraron diferentes desemperos. Con
Ulva spp. (T1) las concentraciones de TAN se mantuvieron en niveles aceptables, mientras que
con U. pinnatifida (T2) se alcanzaron valores mas altos que los medidos en CP y se observo la
mayor tasa de acumulacion. Esta tendencia puede estar relacionada con la degradacién de la
biomasa algal durante el experimento, probablemente debido a la falta de vitaminas u otros
nutrientes especificos. La mayor eficiencia como biofiltro de Ulva spp. en comparacién a U.
pinnatifida es coincidente con lo reportado por diversos autores [145-147]. Gil et al. [147]
encontraron hasta un 90% de eliminacién de TAN de aguas residuales diluidas; Krom et al. [148]
informaron la eliminacion del 80% en cultivo de peces marinos; y Schuenhoff et al. [126]
informaron una eliminacién del 30% en la filtracién de solo el 50% del volumen total del sistema.

Debe considerarse que los aumentos en la concentracion de TAN-N en T1 después de 10 dias
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podrian deberse a la fragmentacion de algas. Resultados similares fueron encontrados por Mao

et al. [149] para un sistema policultivo con vieiras Chlamys farreriy algas Gracilaria lemaneiformis.

Tabla 2. Resumen de estandares de calidad del agua de mar y pautas para la acuicultura extraidos de la
literatura. Unidades expresadas en mg I'' a excepcioén de la quinta columna.

TAN-N N-NH; TAN@® NH; ¢ pM TAN-N

Valor umbral PC95 ANZECC/ARMCANZ

[150]% 0,91 0,01 1,17 0,01 65,00

Valor umbral revisado por Batley, Simpson 0.46 0.01 059 0.01 32 86
[1 51] H ’ bl 3 J

Criterio créonico marino USEPA [152] 0,76 0,01 0,98 0,01 54,30

Nivel de seguridad general para
acuicultura, principalmente peces de agua 0,78 0,01 1,00 0,02 55,43
dulce, revisado por Lawson [83]
Niveles de seguridad para acuicultura para
peces marinos de Huguenin, Colt [107]
Niveles de seguridad para acuicultura de

juveniles de camaron atigrado por 0,50 0,01 0,64 0,01 35,71
Menasveta et al. [119]
Criterio cronico para invertebrados marinos
segun Boardman et al. [153]

0,78 0,01 1,00 0,01 55,36

4,81 0,06 6,20 0,08 343,57

Los valores proporcionados por los diversos autores estan en negrita. El NHs se estim6 como 1,29% de TAN, para
Temperatura: 12°C, pH: 7,5 - 8 y salinidad: 31-35 (ver Zepka Baumgarten et al. [135])

Q Factor de conversién: 1/0,776.
‘ Factor de conversién: 1/0,822

“®: Valor para la proteccion del 95% de las especies (pH: 8; T: 20°C). Derivado de efectos cronicos no detectables
después de exposicién de 95 dias.

El patrén observado con el biofiltro bacteriano (T3) es consistente con el desarrollo de la
nitrificacion. La eficiencia de eliminacién de dicho biofiltro en D14 fue del 95%, similar al 98%
encontrado por Seo et al. [120]. La tasa de absorcién aumenté hacia el final del experimento,
patron que podria indicar una estabilizacion lenta del sistema experimental [154,120]. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que en un periodo mayor podria suceder una reduccién de la
nitrificacion debido a la disminucién del pH. Huesemann et al. [155] encontraron que la tasa de
nitrificacion en el agua de mar se reduce en aproximadamente 15% al disminuir el pH de 8 a 7,8,
50% a pH 7 y mas del 90% a pH 6,5. Ademas, estos autores concluyeron que la actividad de
nitrificacion cesa completamente a pH 6.
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En sistemas cerrados, el pH a menudo se reduce debido a la produccion de iones de hidrégeno
propio del proceso de nitrificacién y, por otro lado, a causa del aumento del CO- resultante de la
respiracion de los organismos mantenidos en el sistema [156]. A lo largo del presente estudio, sin
embargo, el pH se mantuvo en un rango favorable para la nitrificacion [157]. La duracion
experimental fue probablemente lo suficientemente corta para mantener un pH éptimo. Por otro
lado, los bivalvos también pueden amortiguar los cambios de pH por medio de la disolucién parcial
de los depositos calcareos de las valvas [158-160].

Un factor de suma importancia al evaluar la respuesta del filtro bacteriano, corresponde a la
historia biol6gica y las condiciones de crecimiento naturales de las bacterias [157]. En este
estudio, se asumi6é que el ensamble microbiano consistia en las mismas cepas encontradas en
el ambiente marino costero de Puerto Madryn (golfo Nuevo); incluso, pudo suceder una seleccion
de aquellas cepas mas resistentes durante la activacion del biofiltro [161]. La competencia por
bacterias heterétrofas [162], se considera poco probable, ya que no se detecté una variacién
significativa en el OD. Estudios adicionales sobre la composicion bacteriana nitrificante serian de

suma importancia para una mejor comprension de la dinamica de este tipo de biofiltros.

El tratamiento T4 mostré que la filtraciébn de materia organica sedimentada en el fondo de los
acuarios (primeros 8 dias), podria proporcionar un método complementario UGtil, previo a la
biofiltracion por Ulva spp. La eliminacion de materia organica sedimentada evita la acumulacion
de amonio debido a su re-mineralizacion, y permite acortar el tiempo de permanencia de las algas
en condiciones experimentales, disminuyendo las posibilidades de su degradacion y generacion
de TAN. Bajo esta modalidad de tratamiento, la concentracion de TAN-N al momento de introducir
las algas (D8) era de 4,44 mg I!, disminuyendo a niveles indetectables en D14.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo acuerdan con estudios previos, los cuales
encontraron que Ulva spp. de golfo Nuevo tiene una mayor afinidad por el amonio que U.
pinnatifida de la misma area [146,147]. La capacidad de captacién de TAN por algas marinas esta
condicionada por factores biolégicos, principalmente la edad de los individuos y la historia natural
[163-166], por factores fisicos tales como las condiciones de cultivo (profundidad, luz, densidad)
y quimicos como la forma disuelta de N [149]. En general, las algas marinas pueden absorber
NH.+* mas facilmente que las formas oxidadas de N [167,168].
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales probadas en este estudio, se concluye que Ulva spp. fue
mas eficiente que U. pinnatifida en su aplicacién como biofiltro para el control del nivel de TAN.
Esta alga permitié mejorar la calidad del agua en los 2 dias posteriores a su adicién a un sistema
con agua marina enriquecida en amonio, disminuyendo su concentracién y manteniéndola en
niveles cercanos a los de seguridad. Es asi como esta especie representaria una buena
alternativa al biofiltro bacteriano utilizado tradicionalmente, siendo una opcién adecuada en
estudios de investigacion de bivalvos a escala de laboratorio, asi como durante periodos de

aclimatacion.

En cuanto al bivalvo utilizado en este trabajo para la experimentacion, debe destacarse la
resistencia mostrada por la vieira A. tehuelchus a concentraciones relativamente elevadas de
TAN. En tal sentido, y més alla de los resultados relativos a la biofiltracién, los datos obtenidos
también proporcionan informacion util para el disefio y ejecucion de experimentos con este bivalvo

en particular.
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SEGUNDA PARTE

Eliminacién de amonio para el acondicionamiento de bivalvos en Sistemas de
Recirculacion Cerrada (SRC)

INTRODUCCION

En un sistema equilibrado de cultivo, la tasa de excreciéon (TE) de amonio (TAN) por parte de la
biomasa de animales debe ser equiparado por la tasa de absorcién del sistema de biofiltracién
seleccionado para su control. En general, se asume que la TE es resultado del catabolismo de
proteinas por lo que es totalmente dependiente de la disponibilidad y proporcién de los
componentes nutricionales [169]. Ademas, la TE en bivalvos puede variar de acuerdo al estado
reproductivo [170,171], la ruta metabdlica de los aminoacidos [172], el tamafo del individuo, entre
otros y, en particular en mejillones, al tipo de habitat intermareal o submareal en el que se
encuentren [173].

La zona intermareal presenta un gradiente de estrés fisico, especialmente térmico y
osmotico/desecativo y de potencial dano por la fuerza de las olas [174]. En funcién de los ciclos
de marea, el cierre de las valvas y menor tiempo disponible para la alimentacion
[175,176,171,177,178] determinan que los mejillones que alli habitan se vean expuestos a
condiciones de hipoxia o anoxia [179] y a altas concentraciones de TAN [174]. En tal sentido, los
bivalvos que ocupan el intermareal presentan un comportamiento, fisiologia y metabolismo
diferenciados en relacion a los organismos del submareal [174] que les permite sobrellevar el
tiempo de emersion. Ciertas caracteristicas incluyen mayor grosor de las valvas [179], capacidad
de reduccién de la TE [175,176], mayor tasa de filtracién [171], menores tasa de aclaramiento
[176,180] y eficiencia de absorcién [176], menor consumo de oxigeno [79], anaerobia y tolerancia
a la acumulacién de TAN-N en su cavidad paleal [181,174]. Durante la emersién, reducen el
metabolismo [181,174] y consumen reservas, por lo que poseen menor proporcion de
compuestos lipidicos como fosfolipidos, esteroles y especificos de funcién energética como los
triacilgliceroles [178] y menor cantidad de energia destinada al crecimiento, alcanzando menores
largos [171], pesos e indices de condicién [182,183,179]. Las diferencias mencionadas pueden
ser el resultado de la adaptacién al ambiente y la diversidad genética [176,184,173,185], como
es el caso de Mytilus edulis [175,174], o parte de la plasticidad fenotipica de la especie [173].

Debido a la existencia de variabilidad entre grupos, el estado fisiologico de los bivalvos a
mantener en acuario puede ser evaluado de manera integral al relacionar el oxigeno consumido
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y el nitrdgeno excretado. Estos representan los costos y pérdidas de energia asociada con el
metabolismo [179] y permiten establecer efectos vinculados con el origen de los individuos
cuando son sometidos a nuevas condiciones ambientales y/o nutricionales [79]. A partir de la
relacion atomica O:N es posible obtener informacion acerca del balance energético relativo a
diversos sustratos [172,186]. De manera general, un valor entre 7 y 9,3 de dicha relacion es
indicador de consumo de proteinas [170,80], mientras que un valor mayor a 24 sugiere consumo
de lipidos y carbohidratos y mejores condiciones nutricionales [170,79].

La tasa de incremento de TAN en un acuario no solo es el resultado de la excrecion de los
organismos bajo cultivo, sino que también deben considerarse los aportes debidos a la
contaminacién del recinto de experimentacion, la carga de nutrientes propia del agua utilizada, la
formacion de biofilm en estructuras de tuberias y paredes del sistema [187], entre otros aspectos.
Por lo tanto, el control de los niveles de TAN en el sistema requiere de un manejo integral del

mismo.

Como se discutio en la primera parte del presente Capitulo 1, la eleccion del tipo de biofiltro
implica un desafio particular debido a las diferencias en el rendimiento de acuerdo a las
caracteristicas operativas y los requisitos del sistema en el que se va a implementar [188]. Por
ejemplo, el desempefio del biofiltro bacteriano varia enormemente de acuerdo al sistema de
recirculacion en el que se incluye [189]. Esto sucede incluso en marcas comerciales en las que
las condiciones de uso han sido estandarizadas [4]. Por otro lado, la utilizacién de macroalgas
podria significar una préactica alternativa, pero no menos dependiente de las caracteristicas del

sistema.

Un sistema de recirculacion cerrada (SRC) es un disefo de acuarios util para el cultivo de bivalvos
a mediana y gran escala. Posee bajos costos operacionales y facilita el control de los principales
parametros, entre ellos temperatura, salinidad, pH y OD [4]. Estos sistemas se utilizan durante
periodos de mediano a largo plazo por lo que es posible que, ademas del TAN, se acumulen
formas oxidadas de nitrégeno inorganico, como nitritos (NO>) y nitratos (NOs’). Estas especies
quimicas son el resultado de un proceso autétrofo disimilativo de nitrificacién, donde el amonio
es oxidado por Nitrosomonas sp. produciendo NOz, que luego se convierte en NOs por
Nitrobacter sp. [84,125]. Mientras que la toxicidad del NO radica esencialmente en sus efectos
sobre la osmorregulacion y la disrupcion del transporte de oxigeno [81] apud [82] [82,87], el
producto final es considerado el menos toxico entre las formas inorgénicas de nitrogeno [88]. El
estudio de la cinética de estos compuestos nitrogenados es esencial con el uso de biofiltros
bacterianos pero ademas, en el caso de utilizar macroalgas como biofiltro, es fundamental para
comprender la influencia en la productividad y la biomasa de las mismas [190]. Frecuentemente,
en los SRC las concentraciones de nitrogeno alcanzan niveles mucho mas elevados que los que

se encuentran en las aguas costeras marinas. El riesgo de la acumulaciéon debe ser evaluado en
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cada caso particular de experimentacion ya que incorporar un mecanismo para su remocion
puede significar un incremento innecesario del costo [82,191]. Pocos estudios han investigado la
toxicidad de los compuestos nitrogenados en bivalvos marinos [192].

El objetivo general de esta segunda parte del Capitulo 1 es evaluar la estabilidad y control de los
niveles de amonio reducido en un SRC para el mantenimiento de bivalvos a mediano plazo y sin
suministro de alimento. Para ello se utilizaron mejillones M. platensis de dos ambientes diferentes:
intermareal y submareal. En principio se estudiaron la tasa de excrecion, el consumo de oxigeno
y la tasa de acumulacién aparente de TAN-N. Por ultimo, se evalué el desempefio de biofiltros
bacterianos tradicionales y de Ulva spp. como alternativas para la eliminacion del N inorganico
reducido durante el mantenimiento de mejillones en un SRC. Para tal fin se utilizaron como base
los resultados obtenidos en la primera parte. El uso de SRC, manejo de mejillones y tiempo
seleccionado de las experiencias estan relacionados con los experimentos para la depuracion de
biotoxinas (por ejemplo, TPM) de bivalvos (Capitulo 2).
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de mejillones y preparacion del experimento.

Se recolectaron manualmente mejillones M. platensis de talla homogénea con largo 5,9 + 0,6 cm
y peso humedo de los tejidos blandos de 6,5 £ 2,7 gr+ del intermareal rocoso bajo de Playa los
Algueros (44°50' S 65°43' O), y del submareal del sistema de cultivo de la escuela N° 721 (44°
53'10.9" S 65°37' 28.5" O) proximos a la localidad de Camarones (Figura 8) en mayo de 2016.

Figura 8. Sitio de recoleccion en los cultivos de meijillones de la escuela 721. En la imagen se distinguen
los long-lines emplazados en la caleta (44°53' 10.9" S 65°37' 28.5" O).

Los bivalvos fueron transportados dentro de conservadoras plasticas, refrigerados con packs de
hielo y humedad. Una vez arribados al laboratorio fueron limpiados de epibiontes, arena y algas
marinas. Hasta el momento de experimentacion los individuos de cada grupo (intermareal y
submareal) fueron colocados en sendos SRC. Cada sistema contenia un volumen de 300 | de
agua de mar y contaba con biofiltro bacteriano, una bomba de agua (2000 I/h) para garantizar la
recirculacion, y una piedra aireadora para mantener la concentracién de OD préximo al nivel de
saturacion. El agua de mar empleada fue filtrada previamente hasta 1 ym y desinfectada con luz
UV. Las condiciones experimentales se fijaron, de acuerdo a las condiciones ambientales del sitio
de recoleccién, en una temperatura de 10°C, salinidad 35 ups y fotoperiodo 12/12.
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Al dia siguiente de la recoleccion, algunos individuos fueron seleccionados para la medicion
inmediata de la tasa de excrecion (TE) y consumo de oxigeno (CnsOD), mientras que otros
continuaron en periodo de aclimatacién para ser utilizados en los sucesivos ensayos. Durante tal
periodo, los sistemas fueron limpiados diariamente mediante un sistema sifon a fin de retirar la
materia organica sedimentada (heces y pseudoheces), incorporando inmediatamente el volumen
de agua extraida. Al momento de detectarse mejillones muertos, éstos fueron retirados. Los

bivalvos no fueron alimentados en ninguna instancia de experimentacion.

Para la realizacién de los experimentos de manejo integral para el control de los niveles de TAN
durante el mantenimiento de bivalvos en SRC, se realizd una nueva colecta de mejillones en
septiembre de 2016 del sistema de cultivo de la escuela N° 721 en Camarones. El transporte y
aclimatacion de los bivalvos fue igual al previamente descripto, a excepcion de la temperatura y
la salinidad que se fijaron a 15°C y 32 ups, respectivamente.

Tasa de excrecion (TE)

Segun la literatura cientifica, existen diferentes maneras de evaluar la tasa de excrecion. En
general, los experimentos siguen la estructura propuesta por Bayne [193]. Este autor propone un
tiempo ideal de 2 horas para la medicion de TAN, momento a partir del cual daria inicio el proceso
de nitrificacion y desnitrificacion. Este seria inevitable dada la presencia de las bacterias
desnitrificantes que porta el organismo en sus valvas y cavidad paleal [194].

El dia posterior a la recoleccién, se seleccionaron 4 mejillones del intermareal y 4 del submareal
(6,6 £ 0,1 cm largo de valva) para la medicién inmediata de la TE (Figura 9). Cada individuo fue
transferido a un recipiente de vidrio con 400 ml de agua de mar de baja concentracion de TAN-N
(Figura 10). Los recipientes fueron previamente lavados con HCI al 5%, luego enjuagados con
agua corriente y, finalmente, con agua destilada. Iniciado el experimento, los recipientes fueron
tapados herméticamente, permitiendo la incubacién de los mejillones por 2 h [193]. Transcurrido
ese periodo se destaparon y, cuidadosamente para no agitar el medio, se colectaron dos alicuotas
de 25 ml para la medicion de TAN-N. Posteriormente, se midié el OD utilizando un oximetro YSI
modelo 58. En paralelo, se realizaron 3 controles sin mejillones en los cuales se procedié de la
misma manera. El experimento se realiz6 a 16°C, sin aireacion y salinidad de 35 ups.
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Figura 9. Mejillones del intermareal (arriba) y submareal (abajo) seleccionados para la experimentacion.

Figura 10. Experimento para la medicion de tasa de excrecion.

Una vez finalizado el experimento, los individuos fueron sacrificados y se registré el peso humedo
de los tejidos blandos, los que luego se secaron a 60°C para obtener el peso seco (PS). Todas
las mediciones de peso se realizaron en una balanza analitica (Shimadzu AUW220 + 0,1 mg).
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A fin de evaluar la capacidad de aclimatacion, el experimento se repitié luego de 6 diasa 16°C y
10°C con nuevos mejillones del estanque de aclimatacién (4 mejillones del intermareal y 4 del
submareal 6,2 = 0,1 cm largo de valva). Se consider6 que a partir de ese tiempo la TE alcanza
valores basales [86,189,170].

El calculo de la TE se realiz6 en base a los trabajos de Zhen et al. [195] considerando el PHy PS
de los tejidos blandos, y la diferencia entre la concentracién final de TAN-N de los recipientes con
mejillén y la concentracion existente en los controles luego de 2 h de incubacién, siguiendo la

férmula:
TEme] = (TAN'Nt - TAN'NcontroI) / (t x PS tej.blandos)

En donde TAN-N; es la concentracion de TAN-N (ug I') en recipientes con mejillones luego de
transcurrido el tiempo t (h) de incubacion y TAN-Ncontrol €5 la concentracion de TAN-N (ug I'") en
el control. El célculo se realiz6 utilizando el peso seco de los tejidos blandos (PS tejblandos)-

Se corroboré la estabilidad de la concentracion de TAN-N en los controles a lo largo del tiempo
de experimentacion a fin de descartar contaminacion externa. Para tal fin se considerd aceptable
una diferencia inferior a +0,001 mg I" entre la concentracion inicial y la final. Los resultados se

expresaron como pg TAN-N I"h" g'y ug TAN-Nh' g'.

Consumo de oxigeno (CnsOD)

En simultaneo a la determinacién de TE se midi6 el CnsOD. A fin de no alterar el OD inicial con
la introduccién del sensor, con la misma agua de mar se llen6 un recipiente extra, de iguales
caracteristicas experimentales. Al finalizar la incubacion, y posterior a la extraccién de las

muestras para medicién de TAN-N, el OD fue medido en cada recipiente de mejillones y controles.

El consumo de O> (CnsOD) se calcul6 segun la siguiente férmula:
CnsOD = {[(ODtO - ODt) / t] - [(ODtO - ODcontroI) / t]} / Pstej.blandos

En donde ODy es el oxigeno disuelto (ug I'") inicial, ODx el de los recipientes con mejillones luego
de transcurrido el tiempo t (h) de incubacién y ODcontrol €l de los controles (sin mejillones). La
relacion se realiz6 utilizando el peso seco de los tejidos blandos (PS tej.biandos). LOS resultados se
expresaronen pug Oz " h" g'yenpug O>h' g™
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Relacion O:N

Se calculé de acuerdo a Mayzaud, Conover [172]. Para obtener el dato de oxigeno se
multiplicaron los mg h™' g x 62,5, que resulta de dividir 1000/16, en donde 1000 es el factor para
convertir miligramos en microgramos y 16 es el peso atdomico del oxigeno. Para el dato de
nitrégeno, se multiplicaron los mg TAN-N h™' g (en PS) x 71,43, que resulta de dividir 1000/14
en donde 14 es el peso atomico del nitrégeno. Finalmente, se realizé el cociente entre los dos
valores obtenidos.

Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon

Luego de 15 dias de aclimatacién, se retiraron del SRC 4 mejillones del intermareal y 4 del
submareal (6,1 + 0,2 cm largo de valva) que fueron mantenidos durante 15 dias en acuarios de
vidrio con 2,5 | de agua de mar filtrada de baja concentracion de TAN-N y aireacidén constante.
Se cont6 ademas con 3 acuarios control sin mejillones. Todos los acuarios fueron cubiertos con
una tapa plastica para evitar perdida de agua por evaporacién. De cada uno y con frecuencia de
48 h, dos alicuotas de 25 ml de agua para la medicién de TAN-N se tomaron durante la manana.
Las condiciones de experimentacion fueron las mismas que aquellas descriptas para el periodo
de aclimatacién. Al comienzo y final del experimento se midieron salinidad, temperatura, OD y pH
a fin de corroborar su estabilidad.

Una vez finalizado el experimento, los individuos fueron sacrificados. En cada uno se midi6 el
largo de valvas, se separaron tejidos blandos y se registr6 el peso humedo y finalmente el peso

seco después de secar a 60°C.

Los datos fueron expresados en mg TAN-N I, corregidos con el promedio de las concentraciones
en los 3 controles y ajustados a una regresion lineal. Ademas, la tasa de incremento se expresé

en mg TAN-N h' ges™ a fin de realizar la comparacion con las diferentes TE.

Manejo integral de los niveles de compuestos nitrogenados para el mantenimiento de mejillones
en SRC

Se utilizaron 3 sistemas de recirculacién cerrada de 300 |, especialmente montados en el Servicio
del Acuario Experimental (SAE) del CCT CONICET-CENPAT para el desarrollo de la presente
tesis (Figura 11). Se utilizé biofiltro bacteriano que fue transferido desde estanques de cultivo de
peces marinos que se encontraban en el SAE. Teniendo en cuenta que la velocidad de flujo suele
ser un aspecto secundario a las caracteristicas del biofiltro [196], el mismo se fij6 en 2000 I/h
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(bomba de agua marca ATMAN) para todas las experiencias. El agua de mar empleada fue
filtrada previamente hasta 1 ym y desinfectada con luz UV. Las condiciones experimentales se

fijaron en una temperatura de 10°C, salinidad 32 ups y fotoperiodo 12/12.

Canilla
Biofiltro -
Bivalvos
Bomba
Aireador

Figura 11. Imagen (izquierda) y esquema (derecha) de un Sistema de Recirculacién Cerrada.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la vieira tehuelche, Ulva spp. ofrece la posibilidad de
un manejo practico de los SRC. Por ello, también se evalu6 su eficiencia para el mantenimiento

de mejillones como alternativa al biofiltro bacteriano tradicional.

La densidad de mejillones se determin6é de acuerdo a las necesidades para cumplimentar los
objetivos de depuracion de biotoxinas (mantener un N° de mejillones equivalente a ~900 ge+ de
tejidos blandos), por lo que se utilizaron en cada SRC ~125 mejillones con largo valvar de 6,1
1,2 cm y de tejidos blandos de 7,3 £ 1,8 ger. Teniendo en cuenta el trabajo de Gil et al. [147] y
los resultados de excrecion de la presente tesis, se estimé la biomasa de alga necesaria y se
adicionaron 21,80 grn de Ulva spp a los sistemas 1 y 2 (réplicas), mientras que el sistema 3
conteniendo solo mejillones se consider6 control positivo (CP). El alga utilizada fue recolectada
de las pozas del intermareal en Punta Cuevas ubicada al sur de la ciudad de Puerto Madryn. Se
trabajo con la luz del recinto de experimentacién con densidad media de flujo de fotones ~ 6 uM
m#2s'y fotoperiodo 12:12. Cada 48 h, se tomaron dos alicuotas de 25 ml de cada estanque del
SRC con el biofiltro, para la medicion inmediata de TAN-N. Los dias 3, 5, 7 y 15 se colectaron
ademas 100 ml en una botella plastica que se almacen6 a -20°C para la posterior medicién de
las formas oxidadas de nitrégeno inorganico (NOz + NOs’), con discriminacién de ambas formas.
Posterior a ello, se efectué la limpieza de materia organica sedimentada en los estanques

mediante sifén y la reposicién del volumen de agua perdido.
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El experimento se extendié durante 28 dias. Segun la evolucién del TAN-N en muestras
consecutivas, se considerd el mayor espaciamiento entre mediciones, el aumento de la intensidad

de luz y de biomasa algal y el eventual recambio total del agua de mar.

Inmediatamente finalizado el periodo de experimentacién con Ulva spp., se retir6 la totalidad de
mejillones. Se procedié al recambio de las % partes del agua de todos los sistemas
(recomendable al usar bacterias) y se colocaron los biofiltros bacterianos de uso convencional,
descriptos en la primera parte del Capitulo 1. En esta oportunidad, el area total del medio para la
fijacion y crecimiento bacteriano fue de ~60 m? por sistema, con el burbujeo del aireador debajo
de los tubos. Esto permitié asegurar su movimiento y el intercambio de O. y del CO: producido
por las bacterias (simulando un sistema “rotating biological contactor” [197]). Luego de una
semana se introdujeron ~500 mejillones (largo 4,5 £ 0,3 cm) en cada uno de los 3 sistemas
(Figura 12). A partir del dia siguiente y durante 24 dias en intervalos de 3-5 dias, comenzaron los
controles para concentraciones de TAN-N y N-(NOz + NOgs). La proporcién de N-NOz» se

determind en una muestra de D17.

En este experimento, los bivalvos fueron parte de un estudio de depuracién (Dex3, Ver Capitulo
2, primera parte) por lo que la biomasa de mejillones fue disminuyendo luego de cada extraccion.

En todos los casos, la medicién de parametros fue previa a la recoleccion de los animales. Una
vez finalizado el periodo de depuracion (D27) y sin mejillones en los sistemas, se realiz6 un ultimo
control de los SRC a los 40 dias de iniciado el seguimiento.

Figura 12. Total de mejillones recolectados y mantenidos en SRC con seguimiento de biofiltro bacteriano.
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Determinaciones quimicas

Las determinaciones de TAN-N se realizaron utilizando los mismos métodos descriptos en la
primera parte del Capitulo 1. Nitratos + nitritos se analizaron en el Centro para el Estudio de
Sistemas Marinos, utilizando un Autoanalizador Skalar San Plus [198]. Brevemente, el método
incluye: regulacion del pH 8,2, pasaje por una columna de cadmio cuperizado para reducir el
nitrato a nitrito y posterior diazotizacion con sulfanilamida acoplada con dihidrocloruro de N-(1-
naftil) etilendiamina. La absorcion del compuesto azoico coloreado que se forma, se mide a 540
nm. De esta manera, el resultado incluye la suma del nitrito originalmente presente en la muestra
mas el derivado de la reduccién del nitrato en la columna de cadmio. La determinacién de nitritos
se realiz6 manualmente siguiendo las técnicas de Strickland, Parsons [133] y se midié en un
espectrofotémetro UV-Vis Hitachi 110A a una longitud de onda de 540 nm. Los resultados de
concentracion se expresaron en mg I de TAN-N y de N-(NOz + NOg). Los N-NO2" se expresaron
como un porcentaje del total de N-(NOz + NO3).

Andlisis estadisticos

Las comparaciones entre conjuntos de datos de TE, CnsOD y O:N se analizaron utilizando
andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) t-test o F-test seguido de una prueba post hoc de
Tukey luego de este ultimo. Antes del andlisis, la normalidad y la homocedasticidad de los datos
se analizaron con las pruebas de Kolmogorov-Smirnof y Bartlett, respectivamente. En aquellos
casos en donde los supuestos no se cumplieron, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Los
resultados fueron considerados significativos de acuerdo al a < 0,05. Los resultados de
concentracion de TAN-N y de N-(NO2 + NOgs’) fueron ajustados a regresiones lineales. R Core
Team (2016) se uso6 para los analisis estadisticos.
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RESULTADOS

Tasa de excrecion del mejillon

A pesar de que en el primer ensayo los mejillones tuvieron poco tiempo de aclimatacién, a los
pocos segundos de ser puestos en los recipientes experimentales, abrieron sus valvas y
mostraron claros signos de filtracién. Aquellos mejillones del submareal tuvieron una respuesta
rapida, fijacion a través del biso y mayor producciéon de heces en el primer ensayo. Los del
intermareal abrieron sus valvas reducidamente y se desplazaron con el pie al comenzar el ensayo.

En la Tabla 3 se resumen los resultados de TE para las diferentes temperaturas experimentadas.

En mejillones del intermareal, la TE y el CnsOD medidos a 16°C fueron significativamente
menores en individuos sin aclimatacién que en aquéllos con 6 dias de este proceso (TE: F-test =
4,89, p = 0,037 y CnsOD: F-test = 4,85, p = 0,037). Por otra parte, la relacion O:N no demostré
diferencias entre los tratamientos (Kruskal-Wallis, p = 0,174). Aunque la variabilidad de respuesta

fue mayor en mejillones sin aclimatacién a 16°C.

En mejillones del submareal no hubo diferencias entre las TE medidas (F-test = 1,27, p = 0,327).
Si bien la tasa de CnsOD disminuyé con el tiempo de aclimatacion y mucho mas con la
temperatura a 10°C (F-test = 18,74, p = 0,001), la relacion O:N no present6 diferencias entre los
tratamientos analizados (F-test = 9,74, p = 0,414).

A 16°C y luego de la aclimatacion, los mejillones del intermareal mostraron mayor TE y CnsOD
que los del submareal (TE: t-test = 3,06, p = 0,022 CnsOD. t-test = 6,51, p = 0,001).

Conforme a lo esperado, en todas las experiencias el pH disminuyé luego de transcurridas las 2
h de excreciéon. La mayor variabilidad de este parametro se observo en mejillones del submareal
(F-test = 14,77, p=0,001), siendo mas notoria a 16°C sin aclimatacion (F-test = 6,63, p = 0,017).
Para los mejillones del intermareal, la mayor variaciéon de pH se registré a 16°C con aclimatacion
(F-test = 10,32, p = 0,005).
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Tabla 3. Tasa de Excrecion (TE), Consumo de Oxigeno (CnsOD) y relacion oxigeno:nitrogeno (O:N) para 4 mejillones del intermareal (Inter) y 4 del submareal

(sub), expuestos a diferentes temperaturas y condiciones de aclimatacién. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de medias.

Sin aclimatacién

Con aclimatacion (6 dias)

16°C 16°C 10°C

Inter. Sub. Inter. Sub. Inter. Sub.
AoH H H Media 0,16 0,98 0,25 0,34 0,1 0,38
P (PHliniciar - PHinal) DE 0,03 0,43 0,04 0,03 0,06 0,21
Medi 2,77 1836c  135,87° 71,78° 108,370 34,0730

G TANN e gogt Ve 32 59,18 35,8 78 08,3 34,0
TE DE 38,31 51,72 38,86 15,52 63,38 23,81
g TAN-Nh™' ges™” 13,11 23,67 54,35 28,71 43,35 13,63
o p Media 1064,132 1357,922 1771,38° 1089,39¢ 1130,852b 772,324

ug Oz I h™' gps

CnsOD DE 250,81 192,56 207,47 28,05 520,91 130,99
ug Oz h' gps™ 425,65 543,17 708,55 435,76 452,34 308,93
o:N PS Media 87,59 97,28 12,19 13,76 9,79 27,24
. DE 92,42 156.3 4,03 3,00 1,62 18,38

47



Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon

En todos los acuarios experimentales, la salinidad no presento variaciones, el pH se encontré en
valores similares al del agua de mar (8,1 £ 0,2) y el OD permanecié cercano a la saturacion. La
concentracion de TAN-N en los controles se mantuvo en valores de 0,006 + 0,001 mg I'' durante
todo el experimento.

La tasa de acumulacion neta fue similar para ambos grupos de mejillones, con mayor variabilidad
en los del intermareal que en los del submareal (Tabla 4). La concentracion final (D14) alcanzada
fue de 1,25+ 0,80 mg TAN-N "y 1,16 £ 0,20 mg TAN-N |'!, respectivamente. Si bien los bivalvos
seleccionados tenian longitud homogénea (6,1 £ 0,2 cm), presentaron diferentes pesos humedos
y secos (intermareal: 3,25 + 0,70 gen y 0,38 £ 0,05 gps; submareal: 5,01 + 0,74 gen y 0,87 £ 0,13
grs). Estas diferencias se vieron reflejadas en la estimacion de la tasa estandarizada por el peso
seco, lo que dio como resultado una tasa de acumulacion de TAN-N 2,6 veces mayor en

mejillones del intermareal.

Tabla 4. Resumen de funciones de ajuste (f. ajuste) para la tasa de acumulacién de 4 réplicas.

mg TAN-N I mg TAN-N I g PS™ pg TAN-N I h'' g PS' &

f. ajuste C=0,1t-0,09 C=0,26t-0,25
Intermareal p < 0,001 < 0,001 10,83
R? aj. 0,56 0,56

f. ajuste C=0,09t-0,1 C=0,1t-0,1
Submareal p < 0,001 < 0,001 417
R? aj. 0,83 0,92

]$‘calculado Unicamente con la pendiente tedrica.

Manejo integral para el mantenimiento de mejillones en SRC

En el desarrollo de los experimentos, la salinidad no present variaciones, el pH se mantuvo
cercano al agua de mar (~7,8-8,1) y el OD proximo al punto de saturacion. Durante la evaluacion
de Ulva spp. como biofiltro para SRC se observd baja eficiencia de biofiltracién, por lo cual se
realizaron ajustes de algunos parametros, aunque sin obtener resultados favorables. En D4 y D6
se duplicé la biomasa de algas (total sistema 1: 225,50 gpn y sistema 2: 219,40 gen), en D16 se

aumenté la intensidad de luz a 50-54 uM m2s™', y en D22 se realiz6 un recambio total de agua y
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se agreg6 Ulva spp. (total sistema 1: 294,10 gpH y sistema 2: 301,90 gew). El resultado fue una
acumulaciéon de TAN-N equivalente a la observada en el primer periodo, por lo que la
experimentacion fue suspendida luego de 6 dias desde el recambio (Figura 13 a). Las cinéticas
de acumulacion de TAN-N en los SRC se ajustaron a una funcién lineal similar en ambos periodos
(Tabla 5), con una tasa de acumulacion de 0,30 mg TAN-N I" en el CP y 0,20 mg TAN-N I'" (58%
menor) con Ulva spp. La concentracion maxima alcanzada en D21 en los SRC con Ulva spp. fue
de 4,18 £ 1,50 mg TAN-N ' y en el CP 6,72 mg TAN-N [,

Durante este periodo las formas oxidadas de N inorganico fueron acumuladas mayormente en
los sistemas con Ulva spp., alcanzando un maximo de concentracién en D21 de 0,72 £ 0,10 mg
N-(NO> + NOg) I''. Los resultados se ajustaron a una funciéon exponencial incluso luego del
recambio total de agua en D22 (Tabla 5, Figura 13 b). En contraste, el CP demostr6 un
incremento lineal y menor en sus concentraciones llegando a 0,14 mg N-(NOz + NOg) I'' en D21.
En los SRC con Ulva spp., el porcentaje de N-NOz" varié de 1% a 4% al D15 (Tabla 6), proporcion
mucho mayor que la observada en CP, en el cual ninguna de las muestras superé el 1% de N-
NO-.

Tabla 5. Resumen de las tasas de acumulacion de TAN-N y N-(NOz + NOs°) de 2 réplicas para Ulva spp. y
para el control positivo (CP). f. ajuste: funcién de ajuste.

mg TAN-N I mg N-(NO> + NOs I'")
1-21 dias 22-28 dias 1-21 dias 22-28 dias
‘;J.Sgte C=0,18t+03 C=0,19t+0,2 C =0,03e%"¥ C = 0,036e%®
Ulvaspp. , < 0,001 0,004 < 0,001 0,02
R2aj. 0,87 0,88 0,66 0,73
‘;J.Sgte C=0,31t+0,02 C=03t+0,3 C=0,005t+0,05 C=0,005t+0,04
CP 5 < 0,001 0,08 0,001 0,25
R2aj. 0,97 0,97 0,83 0,70
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Figura 13. Acumulacion de a) TAN-N y b) N-(NO2z" + NO3’) en relacién al tiempo (dias) de SRC con M.
platensis y Ulva spp. como biofiltro. Las flechas verdes indican adicién de macroalgas, la roja un incremento

de intensidad de la luz y “®” recambio de agua. Se muestra la media y desvio estandar de dos réplicas en
Ulva spp. CP: Control Positivo.
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Tabla 6. Porcentaje de N-NOz para 2 muestras de agua de SRC con Ulva spp. y el control positivo (CP)
de losdias 3,5, 7y 15.

% N-NO2 D3 D5 D7 D15

Ulva spp. Media 1,1 1,3 2,1 3,8
DE 0,7 0,2 0,3 2,6

CP 0,9 0,8 0,5 -

Luego del agregado de biofiltro bacteriano, se observ6 una concentracion de TAN-N decreciente,
con ajuste exponencial significativo (C = 1,24e%'® R2 aj. = 0,6 p < 0,001) (Figura 14 a). Se estimé
una eficiencia de reduccion del 25% en D4 y del 76% en D10. En D24, el dltimo control de los
SRC con mejillones, la concentracién de TAN-N fue de 0,09 + 0,06 mg TAN-N I y el Gltimo control
en D40 demostré un mantenimiento del agua de mar sin contaminacion externa (0,005 + 0,003
mg TAN-N I'"). En contraste, los nitratos y nitritos se acumularon rapidamente de forma potencial
(C =1,85t%%, R? aj. = 0,9 p < 0,001) (Figura 14 a), alcanzando en D24 una concentracion de
10,50 + 1,30 mg N-(NO2 + NO3) I'", lo que equivalié a 15 veces mas que lo observado con Ulva
spp. y 75 veces mas que en CP. En D40 los nitratos y nitritos alcanzaron 12,70 £ 1,80 mg N-(NOx>
+NOg3) I" que resulté en 18 y 91 veces mas que en Ulva spp. y CP, respectivamente. Los N-NO»
en D17 correspondieron al 1,5 + 1,8 % del total, 2,5 veces menor a lo observado en D15 con Ulva

Spp.
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Figura 14. Concentracion de a) TAN-N y b) N-(NO2 + NOs") en relacién al tiempo (dias) de SRC con M.

platensis y biofiltro bacteriano. Las flechas indican extracciones de mejillones y la linea roja punteada la

interseccién con 0. Se muestra la media y desvios estandar de 3 réplicas y con linea punteada la funcién
de ajuste a) C = 1,24e%-13tb) C = 1,85t0.56,
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DISCUSION

Tasa de excrecion del mejillon, consumo de oxigeno y relacion O:N

La plasticidad fenotipica le permite a una especie enfrentar la variabilidad ambiental a través de
cambios morfoldgicos y fisiologicos, pudiendo estas modificaciones a su vez, tener efectos a corto
y/o largo plazo [199,185]. Por tanto, la plasticidad contribuye a una historia natural propia de cada
poblacién y se espera que se vea expresada fisiol6gicamente. Contrario a lo esperado, las
diferencias encontradas entre los mejillones del intermareal y submareal, solo fueron percibidas
en una de las condiciones ensayadas (16°C con aclimatacion). Por tanto, se considera
insuficiente la evidencia para respaldar el supuesto de diferenciacion fisiolégica en cuanto a las
variables estudiadas entre los mejillones de acuerdo a su habitat. En términos generales, no se
habria observado una “memoria ecolégica” entre los organismos, expresion acufiada por Mallet

et al. [200] y utilizada frecuentemente en este tipo de estudios comparativos.

La TE y el CnsOD estan supeditados a muchas variables que incluyen las condiciones de
experimentacién y la especie. Las TE medidas en este estudio se encontraron en el rango de
13,11 - 54,35 ug TAN-N h'' ges™, 2 6rdenes de magnitud superiores a las tasas reportadas por
otros autores para M. edulis [201] apud [202]. Los menores valores fueron medidos en las
experiencias inmediatas sin aclimatacién. El CnsOD se mantuvo en el rango 425,65 - 708,55 ug
02 h™' ges™ y en los mejillones del submareal se observé una tendencia a disminuir en sucesivos
experimentos. Estos resultados fueron del mismo orden que lo registrado para M. edulis durante
el transporte (240 a 384 ug Oz h™' ges™) y que la tasa basal una vez aclimatados (128 pg Oz h'
ges') [80] y hasta 100 veces menores que lo reportado en la bibliografia para Mytilus
galloprovincialis y Xenostrobus securis [203].

No se observaron indicios de que la TE de M. platensis se vea influenciada por las diferentes
temperaturas ensayadas, comportamiento también reportado para M. galloprovincialis [79]. Por
el contrario, se ha reportado un incremento de TE con la temperatura en C. gigas de 0,05 uM °C
' (7 mg TAN-N °C") [86]. Por otra parte, el CnsOD presentd diferencias significativas entre
temperaturas para mejillones del submareal, siguiendo el mismo patron registrado para M.
galloprovincialis y X. securis [203] y contrario a la ausencia de variabilidad en este parametro en
M. edulis [80].

El tiempo de aclimatacion resulté ser un aspecto de relevancia ya que afect6é el CnsOD en ambos
grupos de mejillones y la TE en aquellos del intermareal, en concordancia con lo observado para
M. edulis por Barrento et al. [80] . Okumus [204] sugiere que la variacion de la TE involucra
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procesos de reajuste osmotico que podrian ser diferentes en mejillones del intermareal y por lo
tanto dar explicacion a la mayor variabilidad medida en este grupo.

Es sabido que bivalvos provenientes del intermareal tienen mecanismos compensatorios a la
exposicion aérea que afectan el CnsOD [174], reducen la tasa metabdlica [179] e incluso
consumen reservas [171]. Sin embargo, los mejillones del intermareal utilizados en la presente
experiencia presentaron mayor CnsOD y TE respecto a los del submareal luego de la aclimatacion
y a 16°C. Esta respuesta en la TE también fue observada durante el invierno en Perna canaliculus
del intermareal alto (59,7 ug TAN h' ges™) respecto a individuos del intermareal bajo (20,3 ug
TAN h' ges™) [171]. Dichos valores son del mismo orden que los medidos en el presente
experimento (intermareal: 54,35 pg TAN h™' ges”; submareal: 28,71 pg TAN h' ges™). Las
diferencias encontradas en estos parametros podrian relacionarse con el estado nutricional de
los organismos experimentales, de acuerdo con el momento en el que fueron cosechados y
teniendo en cuenta un ciclo anual dependiente de la temperatura, la disponibilidad y calidad del
alimento y sobre todo al estado reproductivo de los individuos [79]. También, la presencia de
alimento aun sin digerir en el tracto digestivo, podria influir en los resultados de los diferentes
parametros fisioldégicos medidos, principalmente en aquellos mejillones sin aclimatacion [175].

A pesar de las variaciones observadas en CnsOD y TE, las mismas no se vieron reflejadas en el
indicador de metabolismo O:N, lo que podria interpretarse como un requerimiento energético
similar entre las dos poblaciones. Estos resultados contrastan con lo observado para otros
mitilidos como M. galloprovincialis en experimentos similares en donde se estimé que los bivalvos
del intermareal poseian una demanda energética mayor, expresada por mayores CnsOD y TE y
menor O:N [79]. Debe tenerse en cuenta que los parametros de referencia de O:N generales son
tedricos y pueden diferir entre las especies [172,186] de acuerdo al tipo de reservas del organismo
[186], el uso de proteinas y la energia requerida para el catabolismo de los componentes [172].
Se ha calculado para el mejillén M. edulis un valor de 50 como indicador de buena salud, 30 como
indicio de consumo de proteinas y 7 como agotamiento total de las mismas [205] apud [206]. En
base a dichos estandares y sustentado por la ausencia de diferencias significativas en los
resultados, se estima que los mejillones utilizados en la presente investigacion se encontraban
consumiendo sus reservas proteicas desde el inicio. No se conoce hasta el momento el rango de
valores de O:N especifico para M. platensis de las costas chubutenses, no descartandose la
posibilidad de una variabilidad interespecifica, tal como se describié por ejemplo en especies
zooplancténicas [172].

De forma general, el origen de los mejillones no afectaria en gran medida la estabilidad de un
sistema, siendo mas importante el efecto del tiempo de aclimatacion de los organismos en la

variabilidad de sus tasas fisiolégicas.
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Acumulacion de TAN-N en un sistema cerrado con mejillon

El habitat de origen de los mejillones no constituyd un factor de influencia en la tasa de
acumulacién de TAN-N en un sistema cerrado. Sin embargo, si se percibieron diferencias entre
los grupos al estandarizar la tasa por el peso seco de los individuos mantenidos. Tal discrepancia
en la expresién de los resultados puede ser a causa de que la seleccion de los mejillones se
realiz6 en base a longitudes de valvas similares sin tener en cuenta sus pesos. Una situacion
similar fue mencionada por Labarta et al. [176], quienes describen que los mejillones M.
galloprovincialis del intermareal presentaron el doble de peso humedo en referencia a los del
submareal con el mismo largo, diferencia atribuida por tales autores al estado reproductivo
diferente de los dos grupos utilizados. La estandarizacién de los resultados y la evaluacion de las
diferencias en tamafo y peso de los bivalvos debe ser considerada con precaucion y de acuerdo
a los objetivos deseados.

La tasa de acumulacién y la TE aparente calculada a partir de la pendiente de la funcién de ajuste
fueron menores a lo estimado en las experiencias preliminares de TE. Este resultado enfatiza el
hecho de que en un sistema ocurren otros procesos que modifican la TE teérica, por ejemplo,
nitrificacion y desnitrificacion por bacterias propias de las valvas de los mejillones [86] o la

volatilizacién del amonio [207]; esto ultimo mas comun en sistemas expuestos al aire libre.

Luego de 8 dias de experimentacion, en todos los acuarios se registraron concentraciones de
TAN-N mayores a los niveles de seguridad para la proteccidn de la vida acuatica pero inferiores
al criterio cronico de seguridad para invertebrados marinos (Tabla 2 ver Capitulo 1, primera parte).

En el sentido préctico, la velocidad en la que se acumula el TAN-N en un sistema cerrado no
estaria relacionado con el habitat de los mejillones, siendo este aspecto secundario al disenar y

evaluar un sistema de acuario para el mantenimiento de los bivalvos.

Mantenimiento integral para el mantenimiento de mejillones en SRC.

La importancia de evaluar el equilibrio y funcionamiento de cada SRC acoplado a un mecanismo
de biofiltracion especifico se vio evidenciada en los resultados de los experimentos a mediana
escala. Los resultados obtenidos con Ulva spp. fueron contrarios a lo descripto por otros autores
para Ulva lactuca y Haliotis iris [145] y los hallados previamente en las experiencias piloto con
vieira tehuelche, aun cuando se utilizé un rango de intensidad luminica mayor. Uno de los posibles
motivos podria estar relacionado con el sitio de extracciéon de Ulva spp. ya que, pese a la cercania
entre ambos sectores de recoleccion, las poblaciones en ellos asentadas podrian haber tenido
diferentes aptitudes de asimilacion de nutrientes [208]. Ademas, otras causas podrian
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relacionarse a factores biol6gicos como la edad, historia natural [163-166] y la época del afio en
la cual fueron recolectadas [209].

El cultivo de mejillon aumentd considerablemente los niveles de TAN-N en el agua del sistema,
pero estos nutrientes no fueron aprovechados por el alga a pesar del incremento de su biomasa.
Ajjabi et al. [210] describieron para un sistema integral de cultivo de M. galloprovincialis y
Gracilaria verrucosa un incremento de la remocion de TAN-N acorde al incremento de la densidad
algal, pero en contraposicion al crecimiento de su biomasa. Como resultado, concluyen en un
optimo de remocién de 1:0,28 macroalgas/mejillones, relacion similar a la proporcion final
trabajada en el presente experimento (1:0,33). Estos autores, ademas, habiendo mantenido una
densidad de bivalvos casi 5 veces menor, luego de 21 dias alcanzaron en los CP concentraciones
de TAN-N proporcionalmente iguales (2,29 mg I' ~0,0076 mg por gex mejillén) a las halladas en
este trabajo (6,72 mg TAN-N I, ~0,007 mg TAN por ge+ mejillén).

La tasa de incremento de TAN-N del CP mostr6 que tan solo en 3 dias, las concentraciones
alcanzadas en un sistema sin mantenimiento sobrepasarian los niveles de seguridad

recomendados de ~ 1 mg TAN-N I (Tabla 2 ver Capitulo 1, primera parte). En CP se alcanzaron

las mayores concentraciones de TAN-N medidas durante los experimentos (6,72 mg TAN-N I7),
sin observarse visualmente un efecto en los bivalvos, como el cierre de sus valvas o retraimiento
del manto. A partir de estos resultados, se presume cierta tolerancia de M. platensis a
concentraciones relativamente elevadas de TAN.

La acumulacién de TAN-N en los sistemas con Ulva spp. (C= 0,18t) fue ligeramente mas lenta
que en CP (C= 0,31t) como resultado posiblemente no del metabolismo algal sino a procesos de
desnitrificacion bacteriana asociada a las superficies pasivas de los estanques [189] e incluso de
las frondas de las mismas macroalgas. Esta hipotesis se ve fortalecida por el incremento
exponencial de N-(NO2 + NOs) en tales tratamientos, incluso mucho mayor (D15: 18 + 0,06 mg
N-(NO2 + NO3) I'") alos 0,03 mg N-(NO2 + NO3) I'' sefialado por Cahill et al. [145] en tratamientos

con macroalgas.

A partir de D4, el biofiltro bacteriano permitié disminuir y mantener las concentraciones de TAN-
N por debajo de los niveles y criterios de seguridad (Tabla 2 ver Capitulo 1, primera parte), a

pesar de la variabilidad en la biomasa de mejillones. El proceso de desnitrificacion no fue
completo ya que se observd una acumulacion de N-(NOz2 + NOgz') de forma potencial durante todo
el periodo, sin ningun indicio de remocién de una etapa anaerdbica, aun luego de 15 dias sin
mejillones (D40). Una dindmica similar a la sucedida fue descripta por Srna, Baggaley [157],
quienes informan la reduccion de TAN a partir de una alta concentracién inicial y el incremento
de los nitratos y nitritos desde valores muy bajos hasta alcanzar una constante igual a la

concentracion de TAN inicial. Los resultados también son comparables a las concentraciones de
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TAN-N mantenidas por el biofiltro bacteriano en un sistema de cultivo de peces (0,25 mg "),
donde también se reporta la acumulacién de N-NOz [207].

Lefebvre et al. [207] y Cabhill et al. [145] describieron los procesos de amonificacion, nitrificacion
y reduccién de TAN como cinéticas de primer orden con una tasa de descomposicion en funcion
de la temperatura y la concentracién del elemento reactivo. Este tipo de expresién fue también
observada con la utilizacién de biofiltro, tanto para el proceso de reduccién de TAN-N como en la
nitrificacion por N-(NOz™ + NOg).

La acumulacién de nitritos y nitratos alcanzé los valores mas elevados durante la utilizacién de
biofiltro bacteriano. Las mayores concentraciones medidas de 12,72 + 1,80 mg N-(NOz" + NOz’) I
'y ~0,15 mg N-NO: I'" fueron inferiores al estandar para el cultivo de especies marinas, a los
niveles recomendados para la proteccion de la vida acuatica de Canada y al criterio de calidad
en ecosistemas acuéticos para la proteccion de especies sensibles (Tabla 7). Existen por otra
parte, ciertos criterios de mayor exigencia que sugieren maximos de 0,06 mg N-NOs™ I, Si bien
no se conoce para bivalvos la toxicidad crénica de estos compuestos nitrogenados, los niveles
alcanzados en los presentes experimentos fueron muy inferiores a las concentraciones LCso de
especies de ostras, vieiras y almejas. En general, los organismos marinos son relativamente
resistentes a la toxicidad de los compuestos inorganicos nitrogenados [87], ya que la potencial
toxicidad de los nitritos se ve reducida por la presencia de iones de cloro del agua de mar [4].
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Tabla 7. Resumen de estandares internacionales de calidad para nitritos y nitratos (mg I-') en agua de mar

y para la acuicultura.

N-NOs N-NO2
Criterio para la calidad de agua
estuarinas y costeras. ASEAN [211] 0,06 0,055
Criterios de calidad de agua
recomendados para la proteccion de la 59-.36
vida acuatica marina. Canada [212] ’ ’
apud [87]
Criterio de calidad de ecosistemas
acuaticos para la proteccion de 0,08 - 0,35
especies sensibles [213] apud [87]

45
Nivel de seguridad para la proteccién (exposicion prolongada)
de la vida acuatica. Canada 339

(exposicion breve)
Nivel aceptable para el cultivo de o
especies marinas [82] 20 (88,6 NOs)
Nivel aceptable para el cultivo de 50
peces marinos [4]

LC50

Argopecten irradians irradians [192] 4453,40 (72 h) 345 (72 h)
Mercenaria mercenaria 'y ~4480 (72 h) 329-735 (96 h)

Cassostrea virginica [143]

* Valor informado en bibliografia factor de conversién 0,2257 [214]

58



CONCLUSION

Los experimentos realizados permitieron estimar el rendimiento de un SRC especifico para el
mantenimiento de mejillones. Se resalté la necesidad de seleccionar los mecanismos de
biofiltracién de acuerdo a la escala de trabajo, quedando demostrado que el tipo de acuario

elegido puede influir en el desempefio.

La evaluacion de los aspectos fisioldégicos de los organismos a cultivar permitié conocer la
sensibilidad de la especie, asi como también las posibles variaciones de los parametros de cultivo
a las que se ve expuesto un sistema integrado. En este sentido, los mejillones demostraron
poseer tolerancia a la acumulacién de diferentes componentes de nitrégeno inorganico disuelto.

A partir de lo observado en esta investigacién, se deduce que el origen de los mejillones no seria
un factor de relevancia para el disefio de un SRC, mientras que si lo seria el periodo de

aclimatacion para la estabilizacién del metabolismo de los organismos.

El conocimiento de la tasa de excrecion de los bivalvos, en complemento a la acumulacién de
TAN-N en un dado sistema, permitiria el calculo de su equivalente en un mecanismo de
biofiltracién. Bajo las condiciones de experimentacion desarrolladas en SRC, el biofiltro
bacteriano tuvo mejor desempefo que Ulva spp. y se considera una mejor alternativa practica y
sencilla para el desarrollo de las depuraciones ex situ de bivalvos intoxicados con biotoxinas.
Futuras investigaciones deberan considerar la optimizacién de la superficie efectiva de
crecimiento bacteriano y el rendimiento de la biofiltracién, incorporando, ademas, variables como

la velocidad de flujo entre los tanques con el biofiltro y los organismos mantenidos.
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CAPITULO 2

TOXINA PARALIZANTE DE MOLUSCOS (TPM). Bivalvos sometidos a procesos de

depuracion ex situ y experiencias de intoxicacion

INTRODUCCION GENERAL

Floraciones Algales Nocivas y TPM

En los océanos, las comunidades fitoplanctdnicas reflejan cuantitativa y cualitativamente las
caracteristicas del ambiente marino [215]. De acuerdo a ciertos factores ambientales
(temperatura, salinidad, luz, nutrientes, entre otros), a su variabilidad temporal y espacial y a la
presencia/ausencia de predadores, las microalgas son capaces de desarrollar diferentes
dinamicas y ciclos de vida [216,217]. En algunos casos, especies particulares bajo adecuadas
condiciones ambientales, pueden proliferar de forma vegetativa aumentando rapidamente su
numero celular [218]. Estos eventos son de importancia mundial debido a que muchas de esas
especies generan problemas ecolégicos, impacto econdémico y riesgo para la salud humana
[219,58,220]. La Comision Oceanogréfica Intergubernamental (COIl) de la UNESCO defini6 el
término Floraciones Algales Nocivas (FAN o su sigla en inglés HAB — Harmful Algal Blooms) como
referencia al incremento microalgal (independientemente de su concentracién) que generara un
impacto negativo (nocivo) en la salud publica, la acuicultura, el ambiente y/o las actividades
recreativas [221,222].

Debido a las implicancias de las FAN, estos eventos han sido estudiados a lo largo de los afios
desde diversos aspectos. Principalmente se busca comprenderlas en su vinculo con fenémenos
naturales como por ejemplo El Nifio, o con efectos antropicos como el calentamiento global [223].
Frecuentemente, se ha sefialado un aumento en intensidad y duracion de los episodios, ademas
de una expansién de las areas afectadas [52-57]. Estos aspectos han sido observados
especialmente en determinadas localidades con desarrollo productivo en acuicultura, como es el
caso ocurrido en Chile, en donde las FAN se expandieron a nuevas regiones tras la eutrofizacién
resultante de mortalidades masivas de salmoénidos [224,225]. Debe considerarse, ademas, que
la dinamica de las FAN es determinada por la especie causante, pudiendo en algunos casos no
estar potenciada por actividades antropicas [223].

El conocimiento sobre la diversidad fitoplancténica capaz de generar FAN ha ido en aumento

debido, en cierta medida, a la incorporacion de nuevas areas de estudio, al aumento de
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investigaciones referentes a la tematica, al aumento del vinculo del hombre con el medio marino
y alas mejoras tecnolégicas de medicion. Se estima que por afno se describen entre 3 y 4 especies
fitoplanctonicas nuevas [226,227]. Zingone, Enevoldsen [227], sefalan que, de las
aproximadamente 4000 especies de microalgas descriptas hasta el momento, 200 (4%)
corresponden a especies nocivas. Dicha fraccion incluye 80 especies productoras de toxinas
(2%), dentro de las cuales aproximadamente el 75% corresponde a especies de dinoflagelados.
Los mismos autores sugieren la subestimacién del nimero de especies téxicas, de acuerdo a la
gran cantidad de especies cripticas que se han comenzado a diferenciar tras la aplicacién de

nuevas técnicas de deteccion y andlisis de toxinas.

Un tipo de FAN que involucra la produccion de toxinas de alto riesgo para el ser humano, es
aquella asociada a las Toxinas Paralizantes de Moluscos (TPM o su sigla en inglés PST —
Paralytic Shellfish Toxins) [228]. Las TPM son capaces de bloquear el canal de sodio dependiente
de voltaje. Este canal es una proteina que atraviesa la membrana plasmatica de muchas células
excitables en los nervios de los mamiferos, en las fibras del musculo esquelético y en la mayoria
de las fibras del musculo cardiaco. Bajo correcto funcionamiento, el canal de sodio, dependiente
de potencial y con selectividad idnica, participa en la despolarizacion de la célula generando un
aumento de la fase del potencial de accién. Cuando las TPM bloquean el canal, enlentecen o
anulan completamente la propagacion del potencial de accidn y por ende, producen una paralisis
muscular [229]. La intoxicacidon por estas toxinas es altamente riesgosa en vertebrados ya que la
paralisis puede desencadenar un paro respiratorio y, por consiguiente, la muerte. Hasta el
momento no se han desarrollado antidotos o tratamientos especificos frente a una intoxicacién
por TPM en humanos [53,54,228].

Las TPM son producidas por dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Pyrodinium vy
Gymnodinium, asi como también por algunas especies de cianobacterias en ambientes de agua
dulce [230-232,56,52]. Las TPM son un conjunto de aproximadamente 57 analogos (al menos 18
con relevancia toxicologica) derivados de la saxitoxina (STX), una tetrahidropurina neurotoxica
(Figura 15) [233]. El conjunto de TPM se separa en grupos como carbamatos, N-
sulfocarbamoilos, decarbamoilos y deoxicarbamoilos [234]. La molécula de STX fue la primera
descripta, siendo una toxina carbamato no sulfatada de estructura muy simple. Fue calificada
como la de mayor toxicidad, razén por la cual la toxicidad total de TPM se reporta como
microgramos equivalentes de STX (ug eq.STX) [55,235-237]. La toxicidad de la molécula radica
en el dihidroxilo (o grupo cetona hidratado) del anillo de cinco carbonos (C12-OH de la Figura
15). Sus andlogos, de menor toxicidad, se conforman con diferentes estructuras entre los grupos
funcionales Ri.s llegando a una reduccion de toxicidad de hasta un 60% por la presencia de un
hidroxilo en la posicion R4 en los decarbamoilos [56] (Tabla 8).
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Figura 15. Estructura molecular basica de la saxitoxina. Ri.4: grupos funcionales. (Figura modificada de
Cusick y Sayler, 2013).

Tabla 8. Variedad de Toxinas Paralizantes de Moluscos. STX: Saxitoxina, GTX: Gonyautoxina, R1-.4: grupos
funcionales. (Tabla modificada de Cusick y Sayler, 2013).

Division Nombre R4 R2 R3 Ra
STX H H H OCONH:
NeoSTX OH H H OCONH;
Carbamatos GTX 1 OH 0SO0s- H OCONH:
GTX 2 H 0SO0s- H OCONH:
GTX 3 H H 0OSOs- OCONH:
GTX 4 OH H 0OSOs- OCONH:
GTX 5 (B1) H H H OCONHSO:s-
GTX 6 (B2) OH H H OCONHSO:s-
N-sulfocarbamoilo Cf H OSOx H OCONHSO5-
C2 H H 0SO3- OCONHSOs-
C3 OH OSOs- H OCONHSO:s-
C4 OH H 0SO3- OCONHSO:;-
dcSTX H H H OH
dcNeoSTX OH H H OH
dcGTX 1 OH 0OS0Os- H OH
Decarbamoilo deGTX 2 H 0SOs- H OH
dcGTX 3 H H OSOs- OH
dcGTX 4 OH H 0OS0O:s- OH
doSTX H H H H
Deoxidecarbamoilo doGTX 2 H H OSOs- H
doGTX 3 H 0SO0s- H H
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Implicancias ecoldgicas y sociales

Las algas plancténicas son el alimento de muchos animales marinos filtradores, como los
bivalvos, esponjas, ascidias, algunos peces, entre otros. Cuando ocurre un cambio en las
condiciones ambientales y se produce una floracion de la especie productora de TPM [57], los
organismos filtradores incorporan toxinas a través del alimento. Particularmente, la sensibilidad
de los invertebrados a los efectos téxicos es muchas veces relativamente baja debido a que el
efecto nocivo no involucra directamente funciones vitales. Los efectos inmediatos en bivalvos
expuestos a fitoplancton toxico se relacionan con una disminucion de la tasa de filtracion,
absorcion y crecimiento, en diferentes grados de aceptacion y acostumbramiento [238,239]. Sin
embargo, se han registrado serios dafos, incluyendo grandes mortalidades en bivalvos con poca
tolerancia (o nula), efecto también observado para otros invertebrados como gasterépodos [240].
Sumado a lo anterior, la etapa embrionaria de desarrollo del bivalvo es especialmente afectada,
pudiendo resultar problematico en aspectos relacionados al repoblamiento [241]. El riesgo para
estas poblaciones susceptibles aumenta en situaciones en donde las FAN productoras de toxinas
florecen en areas sin previos registros del evento tdxico, o aumentan en duracion e intensidad
[242,243,239,244].

Aquellos bivalvos que son resistentes a los efectos toxicos de las TPM y que poseen altas tasas
de filtracion [245], se vuelven vectores de las toxinas al bioacumularlas en sus propios tejidos,
convirtiéndose en un potencial riesgo para sus depredadores y consumidores superiores de la
red tréfica [246-248]. Ciertos peces filtradores pueden verse directamente afectados [59,60] o
incluso también llegar a transferir las toxinas a sus consumidores; tal es asi como, en diferentes
eventos nocivos, se han registrado mortalidades de aves [61] [62] apud [249] y grandes
mamiferos como las ballenas [63,64].

Las especies capaces de producir TPM se diferencian entre si por el tipo de toxina que producen.
El organismo productor esta caracterizado por su perfil téxico o proporcion de cada analogo que,
a su vez, condiciona su toxicidad total. Ciertamente, también la localidad y el ambiente en donde
se desarrolle dicha microalga tienen gran influencia en el perfil toxico [250-252,55,58,253]. De alli
que la toxicidad pueda variar de una region a otra, incluso siendo la misma especie productora.
Aquellos organismos que las consumen y bioacumulan en sus propios tejidos, generalmente
transforman metabdlicamente la estructura molecular de las toxinas adquiridas en nuevos
analogos quimicos [245]. Entender los cambios en la composicién de toxinas es importante por
un lado porque permite predecir la dinamica de las floraciones y por otro porque las
biotransformaciones son un determinante principal de la toxicidad neta en los tejidos de los
bivalvos [245].
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A nivel mundial, las TPM poseen la mayor cantidad de registros histéricos de intoxicaciones y han
sido responsables de la mayoria de las fatalidades humanas asociadas a intoxicacion por
biotoxinas [58]. Estimaciones realizadas a partir de mejillones tdxicos, asocian sintomas leves en
el hombre por una ingesta oral entre 144 y 1660 ug €q.STX por persona e intoxicaciones fatales
entre 456 y 12400 ug eq.STX por persona. Sin embargo, estos rangos pueden presentar grandes
variaciones. Por ejemplo, existen registros de muerte por ingesta de solo 300 pg eq.STX por
persona y de ausencia de sintomas para dosis de 320 pg eq.STX por persona [229].
Recientemente, mediante el uso de modelos dosis-respuesta en humanos, Arnich, Thébault [254]
identificaron dosis de 0,37 ug eq.STX por kg de peso corporal (pc) a partir de la cual podrian
observarse efectos, dosis de 1,85 ug eq.STX kg™ pc para producir sintomatologias leves, dosis
de 5,16 ug eq.STX kg pc para efectos moderados y dosis de 82,2 ug eq.STX kg™ pc como
potencial causativa de fatalidades. En el 2005, la FAO [229] sefialaba que el aumento aparente
de las intoxicaciones humanas causadas por TPM podrian ser consecuencia de los progresos en
la identificacion y deteccion de toxinas, ademas del incremento de registros médicos; inclusive

podria deberse a la expansién del cultivo y consumo de mariscos.

A lo largo de las siguientes partes del capitulo se presentan las investigaciones desarrolladas
sobre TPM en bivalvos de interés comercial. Se aborda en primer lugar el estudio de la cinética
de depuracion ex situ de organismos naturalmente intoxicados en las costas de Chubut
(Patagonia Argentina). A continuacion, se brindan los primeros avances en el conocimiento de la
intoxicacion de bivalvos de la misma regién, pero en condiciones totalmente experimentales.
Como dultima etapa, se evalla la capacidad del producto Quitosano como facilitador de la
depuracion; en este caso se usaron bivalvos de criadero como organismos de prueba y tanto la

intoxicacion como la depuracién se realizaron en laboratorio.
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PRIMERA PARTE

TPM en Argentina. Depuracion del bivalvo Mytilus platensis

INTRODUCCION

En Argentina, los eventos de FAN productoras de TPM han sido relacionados con diversas
especies de dinoflagelados, tales como: Gymnodinium catenatum y Alexandrium tamarense en
norte del mar Argentino [255,256], A. catenella en el canal de Beagle [46] y A. tamarense/catenella
[250,51,257-261] en las costas de la provincia del Chubut (Figura 16). Recientemente, A.
ostenfeldii ha sido descripto como productor de TPM en las costas norpatagénicas [262] y también
la presencia de A. minutum fue reportada en la zona chubutense como probable productora de
toxinas. Sin embargo, la contribucion de este ultimo en la intoxicacion de los bivalvos seria muy
baja, de acuerdo a las densidades celulares registradas en las muestras de campo [67]. Con el
advenimiento de las técnicas moleculares, la clasificacion de las especies del género Alexandrium
fue revisada por varios autores. A partir de analisis filogenéticos se encuentran identificados tres
complejos de especies: el grupo A. ostenfeldii, el grupo A. minutum'y el complejo de especies A.
tamarense [263]. Para el ultimo caso, los criterios morfolégicos para diferenciar entre las especies
resultaron ser inadecuados (la presencia de poro ventral en la primera placa apical y/o la
formacion de cadenas [264,249] Figura 16). En especial el Grupo | de ese complejo, ha sido
discutido reiteradas veces y recientemente establecido como nombre valido Alexandrium
catenella (Prud’-homme van reine 2017) [67,259,260]. Por lo expuesto y para facilitar la
interpretacion de los resultados con las publicaciones existentes hasta el momento, en la presente

tesis se hace referencia a la especie de las costas del Chubut como A. tamarense/catenella.
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Figura 16. Arriba a la derecha: célula de una cepa de A. tamarense/catenella observada por microscopio

optico. Arriba a la izquierda y abajo: células vegetativas de Alexandrium tamarense/catenella examinadas
con microscopia de fluorescencia, posterior a la tincién con Calcofluor (Fluorescent Brightener 28, Sigma
— Aldrich Co., St. Louis, USA). En la imagen se sefala con una flecha negra la placa del poro apical Po y
con una flecha roja el poro ventral en la primera placa apical 1". (fotografias de la Dra. Leilen Gracia
Villalobos).

Poder predecir floraciones es un importante pero ambicioso objetivo. A pesar de las dificultades
en medir las condiciones iniciales del ambiente, algunos modelos matematicos han podido ser
desarrollados. Sin embargo, su aplicabilidad es restringida a las especies y condiciones locales
que fueron marco de su construccién [265]. Los factores que pueden estar involucrados en la
floracién de A. tamarense/catenella son pobremente comprendidos. De forma general para las
costas de Chubut, se conoce que las floraciones suceden principalmente durante la primavera y
verano [266,19,267]. En Peninsula Valdés, un area libre de impacto antrépico (golfo San José y
norte del golfo Nuevo), se ha estudiado que la recurrencia del fenémeno es clara, presentandose
todos los afios con bajas concentraciones celulares pero aun asi con valores altos de toxicidad
en bivalvos [266]. Por otra parte, a partir de observaciones directas a campo se formulé la
hipbtesis de cierta plasticidad genética entre las diferentes poblaciones de Alexandrium, la cual
le conferiria la capacidad de generar floraciones en diferentes momentos del afo, con diferentes
condiciones ambientales [268] e incluso, variar su potencial toxico de acuerdo a la disponibilidad
de nitrogeno [250].

66



Los eventos de floraciones toxigenas de TPM en Argentina producen, claramente, acumulacion
de TPM en bivalvos de diferentes especies, pero también han sido detectadas en los
gasterépodos Zidona dufresneiy Odontocymbiola magellanica [69,269]. Ademas, entre los afos
2000 y 2006 se registraron a lo largo de las costas de la provincia del Chubut mortalidades de
pinglinos Spheniscus magellanicus y otras aves marinas [61,62], eventos que podrian estar
relacionados con un episodio de floracién de A. tamarense/catenella. Sumado a lo anterior, no se
descarta la posibilidad de que la ballena franca austral Eubalaena australis esté siendo afectada

por biotoxinas [68].

La mayor preocupacion generada por las TPM se asocia al riesgo de salud humana por consumo
de productos marinos con toxinas. En Argentina, los registros comienzan en el afio 1980 con un
caso de intoxicaciones fatales, asentandose a lo largo de los afos varios episodios de diferente
gravedad, siendo el ultimo fatal notificado para el afio 2011 [270,271,51,272-275]. A fin de evitar
intoxicaciones humanas por el consumo de moluscos tdxicos, las autoridades provinciales
imponen vedas extractivas temporales cuando los niveles de TPM exceden el limite de 800 ug
eq.STX kg™ de tejidos blandos, toxicidad determinada a partir del Bioensayo en Ratén (Decreto
Provincial N°309/ 2011 — Boletin Oficial marzo 2011).

En la provincia del Chubut el “Plan de Prevencién y Control de Mareas Rojas” funciona con este
fin, desde el ano 1985 [276], determinando toxicidad en moluscos comercializables pero también
monitoreando las poblaciones fitoplanctonicas. La suspension de actividades en acuicultura
resultante de la veda es por tiempo indefinido y depende enteramente del programa de monitoreo
provincial para detectar el momento de finalizacién. Sin embargo, la frecuencia de muestreo
puede ser demasiado espaciada para el estricto seguimiento del fenémeno lo que conduce a una
extensién de la veda. Por eso mismo, entender la cinética de depuracion de las toxinas se torna
especialmente importante no solo para el desarrollo de herramientas relacionadas al monitoreo,

sino también para propuestas practicas en la gestién de la acuicultura [58].

La dinamica de depuracion de bivalvos naturalmente intoxicados con TPM, generalmente, es
poco conocida [71]. En Argentina, solo se realiz6 el seguimiento in situ de una especie, la cholga
Aulacomya ater (renombrada como Aulacomya atra). Sin embargo, en este tipo de estudios a
campo, la ingesta de fitoplancton no es facil de cuantificar y se dificulta la comprensién de los
procesos de depuracion [277,278,58]. Como una alternativa, la depuracion ex situ puede ser una
herramienta muy util porque, al evitar la re-intoxicacion, permite estudiar la cinética de depuracion
y la biotransformacion entre analogos que ocurre durante la misma. Existen en la literatura
cientifica trabajos que reportan resultados positivos en depuraciones ex situ de TPM de bivalvos
[279] y otras ficotoxinas como Toxina Amnésica de Moluscos (TAM) [280]. También es sabido
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que las transformaciones entre analogos dependen de las especies involucradas, tanto del
fitoplancton productor como de la capacidad metabdlica del organismo consumidor [245].

Los bivalvos del género Mytilus son considerados centinela para la deteccion temprana de FAN
de TPM ya que las bioacumulan rapidamente expresando toxicidad facilmente detectable en sus
tejidos. Son considerados depuradores rapidos [71,58] y poseen una distribucién muy amplia en
todo el territorio argentino, tanto en el sector submareal como intermareal [281,58]. Todo ello hace
al mejillon M. platensis un organismo modelo y prometedor para comenzar el estudio experimental
de las TPM y para la aplicacion de nuevas técnicas de depuraciéon. Durante los ultimos afos, se
han incrementado en la Argentina las investigaciones referentes a TPM y otras biotoxinas
[66,19,67,49,68,69,267,282]. Sin embargo, aun no se han reportado experiencias de laboratorio
que permitan avanzar en la comprensién de la cinética de captacién y eliminacidén de las toxinas

por parte de los bivalvos u otros vectores de toxinas residentes en la zona costera del pais.

El objetivo general de esta primera parte es evaluar cualitativa y cuantitativamente la depuracion
ex situ sin ofrecimiento de alimento, del mejillon M. platensis naturalmente intoxicado con TPM.
Debe considerarse que el estudio de la cinética de depuracion bajo dichas condiciones, conlleva
una dificultad inherente derivada de la impredecibilidad del desarrollo de FAN y del nivel de
toxicidad alcanzado en cada evento. En tal sentido, la posibilidad de contar con organismos
intoxicados y el nivel de toxicidad inicial en cada ensayo realizado, dependieron estrictamente de
la ocurrencia de eventos naturales. Estas experiencias son las primeras del tipo en la provincia
del Chubut. El estudio se complementa con la medicion de TPM en bancos naturales de mejillones

y con el seguimiento in situ de su toxicidad en un sitio y evento puntuales.
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MATERIALES Y METODOS

Experiencias de depuracion ex situ (Dex) de mejillones de la costa de Chubut
Recoleccion de mejillones y preparacion del experimento

Al momento de ser detectado un evento de floracién de A. tamarense/catenella y posterior
confirmacién de la presencia de toxinas en mejillones, se procedié a recolectar bivalvos en la
localidad involucrada. Esta instancia se desarroll6 en colaboracién con el Laboratorio de Salud
Ambiental de la provincia del Chubut, donde se reciben y procesan las muestras provenientes del

monitoreo de acuerdo al “Plan de Prevencion y Control de Mareas Rojas”.

Fue factible realizar 3 experimentos, dos de ellos utilizando mejillones intoxicados de la localidad
de Rada Tilly (45°54' 59.5" S 67°32' 27.3" O), uno durante la primavera 2015 (Dex1) y otro en el
verano 2016, (Dex2) y un tercero con mejillones de la localidad de Quinta Rossi (45 °40' 35.1" S
67°21' 31.3" O) durante la primavera 2016 (Dex3).

En cada caso, se recolectaron manualmente individuos vivos de M. platensis de la zona
intermareal bajo (Dex1 y Dex2: largo 5,5 + 0,6 cm, Dex3: largo 4,5 + 0,3 cm). Los bivalvos fueron
transportados dentro de conservadoras plasticas refrigeradas con packs de hielo y humedad. Una
vez arribados, se llevaron al laboratorio donde fueron limpiados de epibiontes, arena y algas
marinas y un numero equivalentes a ~ 300 g de tejido blando (60-80 individuos) se separ6 para
la posterior determinacion de TPM. Se consider6 a estos organismos como representativos de
las condiciones iniciales del campo (Control de Campo Inicial: CCI) y su toxicidad como la
concentracion inicial de la depuracion. Los individuos restantes (~1000 mejillones) se
distribuyeron equitativamente entre tres SRC (tres réplicas) para dar comienzo inmediatamente
a las experiencias de depuracion. Cada sistema tenia un volumen de 300 | de agua de mar y
contaba con biofiltro bacteriano, una bomba de agua (2000 I/h) para garantizar la recirculacién, y
una piedra aireadora para mantener la concentracién de oxigeno disuelto proximo al nivel de
saturacion. El agua de mar empleada fue filtrada previamente hasta 1 ym y desinfectada con luz
UV. Las condiciones experimentales se fijaron, de acuerdo a las condiciones ambientales del sitio
de recoleccidn, en una temperatura de 12,5°C, salinidad 33 ups y fotoperiodo 12/12. La materia
organica sedimentada (heces y pseudoheces) se aspir6 diariamente a través de un sistema sifén
y el agua de mar perdida durante este proceso se reemplazé inmediatamente. Al momento de
detectarse mejillones muertos, estos fueron retirados del sistema y contabilizados para la
estimacion del porcentaje de mortalidad. Los bivalvos no fueron alimentados en el transcurso del

experimento.
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Depuracion ex situ de mejillones naturalmente intoxicados

Una vez iniciado el experimento, se retiraron periddicamente un numero de mejillones
correspondientes a ~ 200 g de tejido blando (50-80 mejillones) de cada sistema o réplica. Las
extracciones fueron programadas cada 7 dias, aumentando la frecuencia durante los primeros 10
dias en caso de concentraciones de TPM iniciales superiores a los 2000 ug eq.STX kg™ o
extendiendo los intervalos de extraccion en caso de no detectarse diferencias significativas en la
toxicidad entre muestras consecutivas en el tiempo. Los tejidos blandos de los mejillones
derivados de cada sistema se dividieron en dos sub-réplicas, cada una de las cuales se
homogeneiz6 para la determinacion inmediata de la toxicidad mediante Bioensayo en Ratén (BR).
La toxicidad correspondiente a cada intervalo de tiempo se estim6é como el valor medio de las
tres réplicas con su correspondiente desvio estandar (DE). Las extracciones periddicas se
efectuaron hasta emplear el total de mejillones de cada sistema, momento en el cual se dio por
concluida la experiencia de depuracién ex situ (Fin de la Depuracion: FD). Simultdneamente con
esta ultima extraccion, se recolectd una muestra de campo que se utilizé como Control de Campo
al Final (CCF) de la depuracion, para medir la concentracidén en los mejillones que permanecieron

in situ durante la experiencia y luego comparar ambos escenarios.

Seguimiento de la depuracion in situ (Din) de mejillones naturalmente intoxicados

Durante la primavera 2016 se detect6 un evento de TPM en la localidad de Cerro Avanzado (42°
48' 57.2" S 64°53' 27.1" O). A partir de ese momento se comenzaron a extraer cada 10 dias
muestras de mejillones del intermareal bajo a fin de realizar el seguimiento de la depuracion in
situ (Din). La frecuencia de extracciéon de bivalvos vari6é en funcién de la accesibilidad al sitio de
extraccién asociada al horario de marea baja. En cada momento se recolecté un niumero de
individuos equivalente a ~ 200 g de tejidos blandos (50-80 mejillones de 8,1 cm + 1,5 cm), para
conformar dos réplicas independientes que se procesaron para su inmediata determinacién de

concentracion de TPM.

Anélisis de TPM
Determinacion mediante Bioensayo en Ratén (BR)

La toxicidad total de todas las muestras se determiné por el método biologico oficial en Argentina
BR [283] segun lo descripto por la Asociacién Oficial de Quimicos Analiticos (1995) (Association
of Official Analytical Chemists: AOAC) [284]. El método se basa en el efecto téxico producido por
un extracto acido de la muestra analitica, inoculado intraperitonealmente en ratones. El limite de
deteccién depende de la cepa de animales utilizada, pudiendo encontrarse entre 320 y 480 ug
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eq.STX kg™'. Siguiendo el procedimiento analitico, se homogeneizaron los tejidos blandos de
mejillones y se separaron 100 g en un vaso de precipitado al cual se les agregé 100 ml de HCI
0,1 Ny se calent6 a 80°C durante 5 minutos. Posterior a ello, el pH de la matriz fue ajustado a
3,0 y una alicuota de aproximadamente 20 ml de muestra se centrifugé a 3000 rpm durante 5
minutos. Se tomd 1 ml del sobrenadante obtenido y se procedié a la inoculacién del ratdén. Este
procedimiento se realizé en 3 individuos de aproximadamente 20 g cada uno. De acuerdo al
momento de muerte y el peso de los ratones, se utilizaron las tabulaciones del método y se obtuvo
la concentracion de la toxicidad en Unidades Ratén (UR) (Figura 17). A continuacién, los valores
se convirtieron en unidades equivalentes de toxicidad (ug eq.STX kg™ de tejido blando) siguiendo
la ecuacion pg eq.STX kg'= UR x factor de conversién x factor de dilucion x 200 [284]. El factor
de conversion fue de 2, el cual corresponde a la estirpe de raton utilizada.

Figura 17. Bioensayo en ratén con muestras de mejillones toxicos.

Determinacion mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Deteccion de

Fluorescencia

Los extractos acidos de algunas muestras se congelaron y mantuvieron a -20°C para su posterior
andlisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con derivatizacién post columna y
Deteccion de Fluorescencia (High-Performance Liquid Chromatography with Fluorescence
Detection: HPLC-FLD) [285]. Esta técnica es la mas recomendada para la cuantificacién y
determinacién de perfiles toxicolégicos, ademas de poseer una alta sensibilidad pudiendo
detectar desde 20-100 fentomoles. Dado el elevado costo asociado, solo algunas muestras fueron
seleccionadas para su analisis, en funcion de los mejores resultados obtenidos previamente
mediante BR (Tabla 9).
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Tabla 9. Muestras seleccionadas para andlisis por HPLC-FLD en donde se muestran las instituciones

responsables del analisis.

., Muestras Numero de .
Depuracion seleccionadas réplicas Laboratorio
Provincial de Salud
Dex1 D3, FD, CCF 3 Ambiental del
Chubut
Instituto Nacional de
Dex3 CCl, D17, FD, CCF 1 Investigacion y
. Desarrollo Pesquero
Din CCl, D6, D30 1 (INIDEP)

CCI: Control de Campo Inicial (= Inicio de la Depuracién), FD: Fin de la Depuracion,
CCF: Control de Campo al Final de la depuracion,
D3, D6, D17 y D30: muestras del dia 3, 6, 17, y 30, respectivamente.

A continuacion, se describen los procedimientos analiticos que se llevaron a cabo en cada

laboratorio.

Laboratorio Provincial de Salud Ambiental (Trelew)

Primeramente, los extractos acidos se descongelaron, se centrifugaron a 8000 rpm durante 2
minutos y se pasaron a través de una columna de cartucho Sep-Pak C18, previamente activado
con metanol y aire. Se inyectd una alicuota de extracto (primeros 500 ul) en el cromatdgrafo
(Waters 2695) equipado con una columna C8 fase reversa (5 um, 150 x 4,6 mm), derivatizacion
postcolumna y seguido por un detector de fluorescencia (Waters 2475). La fase movil (velocidad
de flujo 0,7 ml.min") consistié en 2 mM &cido 1-hepteno sulfanato de sodio en 10 mM de buffer
de fosfato de amonio (pH 7,1) para la separaciéon de los grupos GTX y &cido 2 mM 1-hepteno
sulfanato de sodio en 30 mM de buffer de fosfato amonico (pH 7,1) y acetonitrilo al 5% para el
grupo de las STX. La derivatizacion posterior a la columna se logré utilizando un Médulo de
Reaccion Post Column - Waters®. Solo se usaron solventes organicos de grado HPLC (Merck) y
agua ultrapura (sistema de purificacién Simplicity®, Millipore). Para la identificacion de toxinas y
su cuantificacion, se adquirié material de referencia de saxitoxinas (STX; dcSTX) y gonyautoxinas
(GTX 1&4; GTX 2&3) del Consejo Nacional de Investigacion del Instituto de Biociencias Marinas
de Canada (National Research Council of Canada-Institute for Marine Biosciences: CNRC-NRC).

El contenido de TPM de las muestras se identificé y cuantific6 mediante la comparacién de los
tiempos de retencion y las areas de los picos con las de los estandares. La concentracion de cada
analogo de TPM se expres6 como nmol g de tejido blando mientras que la toxicidad total de las
muestras como ug eq.STX kg™ de tejido blando. Los valores finales calculados por el laboratorio
responsable.
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Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP) (Mar del Plata)

Al inicio, los sobrenadantes de los extractos acidos se descongelaron, se filtraron utilizando filtros
GF/F y se pasaron a través de una columna de cartucho Sep-Pak C18 (Waters), previamente
activado con metanol y equilibrado con agua (Figura 18). Se colectaron los ultimos 500 ul en
microtubos-filtros (peso molecular de exclusién de 10000 daltons, ultrafree, Millipore) y se
centrifugaron a 8000 rpm durante 2 minutos. De ese ultrafiltrado se inyectaron 5-20 ul en el
cromatégrafo (Shimadzu LC-10A) equipado con una columna C8 fase reversa (Inertsil GL
Phenomenex, 5 um, 150 x 4,6 mm, Alltima, Alltech), derivatizacion postcolumna (Eldex AA 100-

S-2), seguido por un detector de fluorescencia en linea (Shimadzu FR-10AxI).

Figura 18. Imagen ilustrativa de un cartucho Sep-Pak C18.

La fase movil (velocidad de flujo 0,8 ml.min") consisti6 en 2 mM de deheptasulfonato en 10 mM
de fosfato de amonio (pH 7,2) para la separacién de los grupos GTX, 2 mM 1-heptasulfonato en
30 mM de buffer fosfato fosfato (pH 7,1) acetonitrilo al 5% para el grupo de STX y 2 mM
tetrabutilamonio fosfato (pH 5,8) para los grupos C1-C4. Se realizé un analisis adicional omitiendo
el agregado de oxidante en el reactor post-columna con el fin de descartar falsos positivos debido
a impurezas autoflorescentes [256]. Los estandares fueron adquiridos en el CNRC-NRC. La
concentracion se determiné comparando las areas de los picos aislados (toxinas) detectados en
la muestra, con el area de los picos de los estandares analiticos de cada toxina. La concentracion
de cada analogo de TPM se expres6 como nmol g de tejido blando. Para el célculo de toxicidad
total de las muestras en ug eq.STX kg™ de tejido blando se utilizaron los Factores de Toxicidad
Equivalente (Toxicity Equivalency Factors — TEF) [234].
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Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos por BR de cada depuracién fueron analizados mediante ajustes de
regresion. La asociacién de los resultados obtenidos mediante BR y HPLC-FLD se estimé
mediante analisis de correlacion. Las diferencias entre las concentraciones de TPM y entre las
toxicidades totales correspondientes a CCIl, CCF y FD se analizaron utilizando analisis
unidireccional de varianza (ANOVA) t-test o F-test seguido de una prueba post hoc de Tukey.
Antes del andlisis, la normalidad y la homocedasticidad de los datos se analizaron con las pruebas
de Kolmogorov-Smirnof y Bartlett, respectivamente. En aquellos casos en donde los supuestos
no se cumplieron, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados fueron considerados
significativos de acuerdo al a < 0,05. R Core Team (2016) se us6 para los analisis estadisticos.
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RESULTADOS

Depuracion ex situ de mejillones naturalmente intoxicados.

Los resultados por BR obtenidos para el inicio y fin de las depuraciones ex situ (Dex) se resumen
en la Tabla 10. En funcién de los eventos naturales, fue factible contar con 3 niveles de toxicidad
inicial. En la experiencia de Dex1, la toxicidad en CCI fue notablemente mayor que las restantes
(F-test = 567,8, p < 0,001) e igual a 6,5 veces el NS para consumo humano. En Dex2 result6 1,3
veces inferior a NS y en Dex3 fue 1,2 veces mayor.

Tabla 10. Niveles de toxicidad total medida mediante BR de las diferentes depuraciones ex situ de
mejillones naturalmente intoxicados. Se muestra la media y el desvio estandar (DE) de 3 réplicas y el
porcentaje de reduccion de toxicidad (% Rd.) entre CCl y FD. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre grupos de medias.

CCl FD CCF

% Rd. p
Media DE Media DE Media DE

Dex1 5200,5° 1825 1135,9° 253,35 12477,8% 2936, 78,2 Kruskal-Wallis | 0,017
Dex2 598,5 332 286,3 2485 388,7 3,8 52,2 Kruskal-Wallis | 0,103
Dex3 995,22 1485 263,7° 1941 761,82 1089 73,5 Kruskal-Wallis | 0,03

CClI: Control de Campo Inicial (= Inicio de la Depuracion), FD: Fin de la Depuracién, CCF: Control de Campo al Final
de la depuracion.

La evolucion en el tiempo de los resultados por BR en Dex1 y Dex3 se ajustaron a un modelo
exponencial: C = Co e donde C es la toxicidad total al tiempo t; Co es la toxicidad inicial; t es el
tiempo transcurrido y K es una constante con unidades de tiempo (Figura 19 a y ¢). Para el caso
de Dex2, el ajuste no fue significativo para ninguna funcién de regresiéon (Figura 19 b).

Dex1 (Figura 19 a): el experimento se prolong6 por 29 dias, momento en que se retiraron los
ultimos mejillones del sistema. Mientras que en dicho periodo la toxicidad en campo aumenté en
140% (CCI = 5200, CCF = 12478 ug eq.STX kg™'), la depuracién ex situ permitié una reduccion
del 78% (FD: 1136 ug eq.STX kg™). La evolucién de la toxicidad en el tiempo fue ajustada al
modelo exponencial C = 4489 %3 (R2 gj. = 0,8; p < 0,001) y, aunque experimentalmente no se
alcanzé el estado estacionario, el modelo permitiria predecir la posibilidad de alcanzar NS

después de 33 dias de depuracion.
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Dex2 (Figura 19 b): La reduccion de la toxicidad alcanzada, de aproximadamente el 50%, no fue
significativa (CCl: 599; FD 286 ug eq. STX kg'). Una vez comenzada la depuracién ex situ se
obtuvo un estado estacionario desde la primera extraccion (D5: 405,2 ug eq.STX kg™ + 132,3),
manteniéndose sin diferencias significativas en las dos extracciones subsiguientes (D17 y FD).
Tampoco se observaron diferencias significativas entre FD y CCF.

Dex3 (Figura 19 c): Al finalizar la experiencia luego de 30 dias de depuracion, se obtuvo una
reduccion significativa en la toxicidad del 73,5% (CCI = 995; FD = 264 ug eq.STX kg'), mientras
gue en campo la concentracion durante ese periodo solo se redujo hasta 762 ug eq.STX kg’
(CCF = 2,9 x FD; Kruskal-Wallis p = 0,44), valor sin diferencia estadistica respecto de la
concentracion inicial. La evolucion de la toxicidad en el tiempo fue ajustada al modelo exponencial
C = 830,24 %% (R2 gj. = 0,68 p < 0,001).

De forma comparativa, la Figura 20 reune las curvas de depuracion tedricas para Dex1, Dex2 y
Dex3.
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Figura 20. Curvas de depuracion tedricas para Dex1, Dex2 y Dex3 obtenidas a partir de los resultados de

BR. El ajuste de Dex2 no es significativo. Niveles de toxicidad total (ug eq.STX kg*) Vs. Tiempo (Dias). En

linea punteada roja se indica el NS.
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Seguimiento de la depuracion in situ de bivalvos naturalmente intoxicados

En Din la toxicidad inicial (CCl; 1011 + 226,8) fue estadisticamente similar a la CCl de la
experiencia Dex3, la cual tuvo lugar en la misma época del afio. La reduccién alcanzada en un
periodo de 30 dias fue del 63% (D30 =374 ug eq.STX kg™). Por otra parte, transcurridos 37 dias
de muestreo, ya no se detectd presencia de TPM en los mejillones recolectados (depuracion
100%). Los datos obtenidos por BR ajustaron significativamente a una regresién lineal (C = -
25,064t + 971,85; R? aj. = 0.9 p = 0,0002) (Figura 21).

ug eq.STX kg™
40|0 | 8(?0 | 1290

0
|

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dias de extraccion

Figura 21. Cinética de depuracién in situ Din de acuerdo a los niveles de toxicidad total (ug eq.STX kg )
medidos mediante BR. Los puntos de las dos primeras extracciones sefialan el promedio de 3 réplicas y
las lineas el desvio estandar. Con linea punteada se sefiala la regresion lineal C = - 25,064t + 971,85 y en

linea roja la interseccién con 0.

Toxicidad y patrones de depuracion mediante el uso de HPLC-FLD.

En Dex1 los resultados de toxicidad absoluta obtenidos mediante HPLC-FLD muestran una
disminucion significativa del 68% entre los 3 (D3) y 29 dias (FD) de depuracién (t-test = 9,47 p =
0,001), tendencia similar a la hallada con BR (Tabla 11). Existi6 semejanza en los patrones de
reduccion (R2? aj. = 0,78; p < 0,001) en las pendientes (t-test = -0.25, p = 0,805) y en los
coeficientes de intercepcion (t-test = 0,93, p = 0,379). Ambos métodos determinan valores
diferentes de la relacién CCF/FD (HPLC-FLD: 5; BR: 14); teniendo en cuenta que la toxicidad en
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CCF medida por HPLC-FLD resulté mucho menor que por BR. Sumado a lo anterior, la reduccién
de la concentracion total de toxinas fue del 69,2%.

Tabla 11. Concentracion de toxinas totales (nmol g') y toxicidad total (ug €q.STX kg') medida por
Bioensayo en Ratén (BR) y HPLC-FLD en Dex1. Se muestra la media de 3 réplicas (1 a 3) y su desvio
estandar (DE). El porcentaje de reduccién (% Rd.) se calculé entre los valores promedios de D3 y FD.

Dex1
Muestra 1 2 3 Media DE

BR (ug eq- STX kg™')

D3 2030 3732 2956,8 2906,27 852,12
FD 768 990,1 1377 1045,03 308,19
CCF 14554
% Rd. 64,0

HPLC-FLD (pg eq. STX kg™")

D3 2410 2640 2490 2513,33 116,76
FD 640 610 1130 793,33 291,95
CCF 4480
% Rd. 68,4

HPLC-FLD (nmol g)

D3 5,11 5,64 5,34 5,36 0,27
FD 1,35 1,27 2,33 1,65 0,59
CCF 9,17
% Rd. 69,2

D3: dia 3 de depuracion, FD: Fin de la Depuracion, CCF: Control de Campo al Final de la depuracién

En Dex3 la toxicidad total muestra algunas disimilitudes respecto a lo hallado con BR (Tabla 12).
En primer lugar, para las muestras analizadas, CCl fue 2,23 veces mayor respecto lo obtenido
por BR. De acuerdo a ello, se calcul6é una reduccion de toxicidad del 90% entre CCl y FD (30 dias
de depuracion) en contraposicion del 64% estimado por BR. Sumado a lo anterior, la reduccién
de la concentracién de toxinas total entre las mismas muestras fue del 88,1%. En cuanto a la
relacion CCF/FD, se obtuvo un valor de 5 mediante HPLC y de 2 con BR. Respecto de la evolucion
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en campo durante el periodo en que transcurri6 Dex3 (CCF/CCI), ambas técnicas indican una
reduccion de aproximadamente el 50%.

Por ultimo, en Din (Tabla 12), la disminucién de la toxicidad total y de la concentracién de TPM
entre CCl y D30 medidos por HPLC fue del 54,2 y 43,8% respectivamente, este ultimo similar a
lo observado por BR (56%). Sin embargo, la evolucién entre dichos extremos mostré que,
mientras por HPLC-FLD la toxicidad medida en D6 fue 2,8 veces mayor que en CCI, por BR
fueron similares.

Tabla 12. Concentracion de toxinas totales (nmol g') y toxicidad total (ug €q.STX kg'') medida por HPLC-

FLD y Bioensayo en Ratén (BR) en Dex3 y Din. El porcentaje de reduccién (% Rd.) se calculé entre CCl y
FD 6 D30.

Dex3
BR (ug eq.STX kg™) HPLC-FLD (ug eq.STX kg™) HPLC-FLD (nmol g™)
CClI 1100,26 2461,92 10,20
D17 516,10 215,19 1,70
FD 392,50 236,44 1,21
CCF 684,80 1200,73 512
% Rd. 64,3 90,4 88,1
Din
CClI 851,00 442 .05 2,10
D6 864,00 1220,19 5,68
D30 374,40 202,32 1,18
% Rd. 56,0 54,2 43,8

CCI: Control de Campo Inicial, D17: Dia 17 de depuracion ex situ; FD: Fin de la Depuracion; CCF: Control de Campo
al Final de la depuracion. D6: Dia 6 de depuracion in situ; D30: Dia 30 de depuracion in situ.

Aun cuando los niveles de toxicidad obtenidos por BR y por HPLC-FLD mostraron algunas
diferencias (Tablas 11 y 12) la correlacion entre ellos mostré un buen ajuste (Dex1 p = 0,009,
Dex3 y Din p=0,01) (Figura22 ay b).
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Figura 22. Correlacion entre los resultados del total de toxinas obtenidos por HPLC-FLD y la toxicidad total medida por Bioensayo en Raton (BR). a) Dex1 y =
0,006x + 2,18; R2 aj. = 0,73. b) Dex3 y Din1 y = 0,0105x - 3,278; R? aj. = 0,67.
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Composicion toxica

En Dex1 el perfil varié de acuerdo al tiempo de depuracion de los mejillones (Tabla 13). Los
analogos GTX 1&4 fueron mayoritarios en D3 (89%) y FD (75%). Luego del periodo de
depuracién, se observé una disminucion significativa principalmente para los analogos GTX 1 (t-
test = -6,94, p = 0,002) y GTX 4 (t-test = -13,996, p < 0,001) pero también para GTX 3 (t-test = -
5,48, p = 0,005), conformandose un perfil en FD con GTX1 como la mas representativa (60%),
seguida de GTX4 (15%) ~ GTX2 (14%) > GTX3 (6,5%) > STX (4,2%). En CCF, el orden de
representatividad fue igual al de FD: GTX1 (60%), GTX4 (29%), GTX2 (7%) y GTX3 (4%), pero
con ausencia de STX. Los anédlogos dcSTX y C1-C4 no fueron detectados en ninguna de las

muestras analizadas.

Tabla 13. Concentraciéon (nmol g') de cada uno de los analogos para muestras de Dex1. Se sefala la
media de 3 réplicas y su desvio estandar (DE), el porcentaje de representatividad de cada analogo respecto

al total (%Rep.) y el porcentaje de reduccién de concentracién entre D3 y FD (%Rd.).

D3 FD CCF
Dex1 %Rd.
Media DE  %Rep. Media DE %Rep. nmol g’ %Rep.

STX ND - 0,0 0,07 0,02 4.2 0,0 ND 0,0
GTX1 2,38 0,08 44 .4 0,99 0,34 59,8 58,5 5,43 59,2
GTX2 0,26 0,02 4,8 0,23 0,06 14,1 10,3 0,65 7,1
GTX3 0,31 0,06 5,8 0,11 0,03 6,5 66,0 0,44 4,8
GTX4 2,41 0,15 449 0,25 0,22 15,4 89,5 2,65 28,9

D3: Dia 3 de depuracién ex situ; FD: Fin de la Depuracion; CCF: Control de Campo al Final de la depuracién. ND: No
Detectado.
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Durante la Dex3 el perfil téxico de los mejillones también varié durante la depuracion. En todas
las muestras derivadas del experimento (D17, FD, CCl y CCF) se identificaron STXy GTX 1&4 y
GTX 2&3 (Tabla 14). En CCI se calcul6 mayor representatividad de los analogos GTX 1&4 con
un 68% del total (GTX1 44% y GTX4 24%), seguidos por GTX 2 (16%), STX (10%) y GTX 3 (6%).
Después de 17 dias de depuracién (D17), la representatividad de GTX 2 se torné mayoritaria
(57%) seguido por STX (23%), GTX 3 (15%) y GTX 1 (5%). En este momento, la concentracién
de GTX 4 se encontrd cercana al limite de deteccién lo que significd una reduccién de casi el
100% respecto a CCl. Se observd que entre D17 hasta la finalizacion del experimento la
concentracion de GTX 1 aumenté de 0,055 a 0,23 nmol g'. A pesar de ello, la reduccién final del
analogo respecto a CCl fue estimada en 94,9%. Al finalizar en FD, teniendo en cuenta la
reduccion de todos los analogos observada respecto a CCl, la mayor representatividad fue dada
por GTX 2 (51%), seguidos STX (20%), GTX 1 (19%) y GTX 3 (10%). Respecto a CCF, el perfil
toxicoldgico fue similar al observado para CCl y la depuracién menor a la observada ex situ. Los
analogos dcSTX y C1-C4 no fueron detectados en ninguna de las muestras analizadas.

Tabla 14. Concentracién (nmol g') de cada uno de los analogos en muestras de Dex3. Se sefala el
porcentaje de representatividad de cada analogo (%Rep.) y el porcentaje de reduccion de concentracion
entre CCly FD (%Rd.).

CClI D17 FD CCF

Dex3 % Rd.

nmol g' %Rep. nmolg' %Rep. nmolg' %Rep. nmol g' %Rep.
STX 1,01 9,9 0,28 23,2 0,24 19,8 76,2 0,85 16,6
GTX1 4,50 442 0,055 4.6 0,23 19,0 94,9 1,55 30,2
GTX2 1,67 16,4 0,69 57,3 0,62 51,2 62,9 0,92 17,9
GTX3 0,59 5,8 0,18 14,9 0,12 9,9 79,7 0,23 4,5
GTX4 2,42 23,7 traza - traza - 100 1,58 30,8

CCI: Control de Campo Inicial, D17: Dia 17 de depuracion ex situ; FD: Fin de la Depuracion; CCF: Control a Campo al
Final de la depuracion
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El perfil de TPM hallado en Din fue similar al observado en las experiencias previas de depuracion
(Tabla 15). Los andlogos mas representativos en CCI fueron GTX 1&4 con un 66% del total
(GTX1 30%, GTX4 36%), seguidos por GTX 2 (26%) y GTX 3 (8%). Luego en D6, la concentracion
de los analogos aumenté en diferentes proporciones, siendo el mas representativo GTX 1 (39%)
seguido por GTX 2 (31%), GTX 4 (22%) y GTX 3 (8%). Transcurridos 30 dias de seguimiento in
situ, se encontr6é una reduccion de GTX4 proxima al 100% y de GTX 1 en 54%, respecto a CCI.
Contrario a ello, GTX 2 aument6 34,5% expresandose como el analogo mas representativo en
D30 (62,7%). El analogo STX fue detectado en concentraciones cercanas al limite de deteccion
sélo en las muestras correspondientes a CCl y D30. Los analogos dcSTX y C1-C4 no fueron
detectados en ninguna de las muestras analizadas.

Tabla 15. Concentracién (nmol g*) de cada uno de los analogos en muestras de Din. En la tabla se sefala
el porcentaje de representatividad de cada analogo (%Rep.) y el porcentaje de reduccion de concentraciéon
entre CCly D30 (%Rd.).

(o10]] D6 D30

Din %Rd.

nmol g' %Rep. nmolg' %Rep. nmol g' %Rep.

STX traza - ND - traza - -
GTX1 0,63 30,0 2,24 39,4 0,29 24,6 54,0
GTX2 0,55 26,2 1,76 31,0 0,74 62,7 -34,5
GTX3 0,17 8,1 0,43 7,6 0,15 12,7 11,8
GTX4 0,75 35,7 1,25 22,0 traza - 100

CClI: Control de Campo Inicial, D6: Dia 6 de depuracién in situ; D30: Dia 30 de depuracion in situ. ND: No Detectado.
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DISCUSION

Depuracion de mejillones naturalmente intoxicados

En la provincia del Chubut, Rada Tilly es uno de las localidades incluidas en el monitoreo del Plan
de Prevencién y Control de Mareas Rojas. A lo largo del tiempo, las floraciones alli registradas
han mostrado un amplio rango de duracién e intensidad, variando entre niveles de toxicidad bajos
como el del afno 2009 y altos como en el afio 2000 (Tabla 16.). Quinta Rossi, por otro lado, ha
sido monitoreada esporadicamente, registrandose en promedio toxicidades de 934,03 * 560,34
ug €q.STX kg™ y un maximo en noviembre de 2013. Por Ultimo, la localidad de Cerro Avanzado,
formé parte del monitoreo sélo en el afno 2004. En general, la permanencia de la toxicidad en
bivalvos se extiende desde la primavera hasta mediados del verano [19]. Sin embargo, es dificil
determinar la duracién precisa de los eventos de floracion a partir de los datos resultantes del
monitoreo. Por un lado, la irregularidad en la frecuencia de los muestreos y por otro, las vedas
impuestas en forma preventiva impiden detectar el momento preciso en donde las toxinas
desaparecen del ambiente, o cuando los mejillones comienzan verdaderamente una depuracion

con alimento 100% no téxico.

Las toxicidades de campo medidas para este estudio en Rada Tilly, fueron relativamente de
menor intensidad respecto de datos histéricos en el lugar. Ademas, la permanencia del evento
téxico también fue de menor duracion. Por otra parte, los valores medidos en muestras de campo

en Quinta Rossi, son del mismo orden del promedio historico (Tabla 16.).

Tabla 16. Toxicidades medidas por BR (ug eq.STX kg') en mejillones de bancos naturales provenientes

de las localidades estudiadas en la presente tesis.

Minimo ano Maximo ano Referencia
Rada Tilly 1039 2009 20191 2000 Direccion de Salud Ambiental.
Quinta Rossi 4656 2014 3416 2013  Ministerio de Salud de la
Cerro Avanzado 242 2004 388 2004  Provincia del Chubut [70]
Rada Tilly 388,7 2016 12477,8 2015
Quinta Rossi 761,8 2016 995,2 2016 Este estudio
Cerro Avanzado 3744 2016 864 2016

El mantenimiento de los mejillones en tanques de recirculacién evita la re-intoxicacion por TPM.

Esto se observé claramente en los experimentos de primavera de 2015 (Dex1) y de 2016 (Dex3),
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donde mediante una depuracion ex situ de 29 y 30 dias respectivamente, la concentracion de
toxinas en los mejillones resulté menor que en los que permanecieron durante ese periodo en el

entorno natural.

El mejillén Mytilus es considerado un depurador rapido o moderado, con una tasa promedio de
eliminacién de toxinas de 10,6% dia [245]. Con frecuencia, la cinética de depuracién ha sido
descripta a través de un modelo exponencial de un compartimento (C = Co e™*!) caracteristico de
una tasa inicial rapida, continuada por una tasa de menor velocidad [286,245]. Este tipo de modelo
resultd satisfactorio en las experiencias realizadas en este trabajo. Considerando los resultados
obtenidos por BR, en Dex1 se observaron tasas de depuracion aproximadas de 6,4% dia™' durante
los 3 primeros dias y de 1,8% dia™' hacia el final de la experiencia, mientras que en Dex3 las tasas
fueron de 12,2% dia™ y 4,8% dia™' respectivamente. Se observd ademas que la constante k fue
del mismo orden en ambos casos (Dex1: 0,05 dia™ y Dex3: 0,04 dia™). Conclusiones similares
fueron sefaladas para la depuracion de la vieira japonesa Patinopecten yessoensis intoxicada
naturalmente y transferida a un entorno natural sin registros de TPM [71] y para la almeja Spisula
solidissima bajo condiciones de laboratorio [287].

La rapida reduccion inicial de toxinas después de la exposicidon de bivalvos a una dieta tdxica ha
sido relacionada con la eliminacion de las microalgas toxicas no digeridas como pseudoheces
[58,55]. La variacién temporal de la tasa de depuracion, en ciertos casos, podria explicarse mejor
con un modelo mas complejo de dos compartimentos como el propuesto por Silver, Cembella
[58], utilizando datos empiricos de la intoxicacidén y depuracion natural de mejillones M. edulis.
Sin embargo, los mismos autores destacan que para especies con depuracién rapida, un modelo
simple de un compartimento seria suficiente para explicar la dinamica llegando a representar lo
que sucede para muchas toxinas. No obstante, para aplicar este tipo de herramientas
matematicas con M. platensis de la costa de Chubut, se requeriria contar con un nimero mucho
mayor de registros en el tiempo, y el desarrollo de depuraciones ex situ adicionales, en diferentes
condiciones, niveles de toxicidad y eventos de floracion.

Los resultados de los experimentos Dex1 y Dex3 mostraron que el mejillon M. platensis pudo
reducir su nivel de toxicidad inicial de alrededor de 5200 y 1000 ug eq.STX kg'en un 78 y 73%
respectivamente después de un mes de depuracion ex situ, incluso en ausencia de fitoplancton
no téxico como alimento. En el caso de la depuracidén de mejillones en su ambiente natural (Din),
partiendo de niveles téxicos similares a los del experimento Dex3, la cinética respondio
preferentemente a una funcion lineal, con una tasa constante de depuracion teérica del 2,59%
dia'. Ademas, se observd que la reduccién de toxicidad luego de 30 dias de iniciado el
seguimiento in situ fue de 63% y del 100% luego de 7 dias mas. Este contraste muy posiblemente

esté relacionado a condiciones Optimas de subsistencia, en un medio con presencia de
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fitoplancton no téxico como alimento lo cual aceleraria el proceso de eliminacion de toxinas a la

vez de ofrecer una recuperacién energética para el organismo [245].

La capacidad de reduccion de TPM por parte de bivalvos de Argentina fue sugerida por Carreto
et al. [51], quienes estimaron un tiempo de detoxificaciébn medio de 9 dias para el mejillén M.
platensis y la cholga A. atra. Carreto et al. [268] reportan que mejillones naturalmente intoxicados
con A. tamarense/catenella en las costas de Mar del Plata fueron capaces de reducir su toxicidad
desde ~ 5000 ug eq.STX kg™ a niveles por debajo del limite de seguridad bromatolégico, en tan

solo dos semanas de depuracién in situ.

Con lo anterior contrastan notoriamente otras observaciones obtenidas a campo para bivalvos de
la costa del Chubut. Particularmente, la cholga A. atra con un nivel de toxicidad de 4372,2 + 1610
ng eq.STX kg™ necesité mas de 6 meses para su depuracién completa o al menos 4 meses para
alcanzar niveles de toxicidad por debajo de los limites de seguridad alimenticia [277,278]. A pesar
de que esto podria haber sido el resultado de una nueva intoxicacion, siendo que se tratdé de un
seguimiento de toxicidad in situ, también debe tenerse en cuenta que la toxicidad en los bivalvos
puede mantenerse durante varios meses a pesar de la no deteccion de microalgas toxicas en el
ambiente [281,288,246,56]. En este contexto se ha observado incluso que los bivalvos pueden
incrementar su toxicidad, como el caso de P. yessoensis 'y A. tamarense del Japdn [289]. En
cuanto a otras depuraciones ex situ, los resultados obtenidos por Shumway et al. [288] con la
vieira Placopecten magellanicus sin ofrecimiento de alimento, muestran claras diferencias a lo
encontrado en los mejillones, ya que la vieira apenas depuré 1/3 de su toxicidad inicial en 4 meses
(toxicidad inicial: ~ 16740 ug eq.STX kg™'). En este caso, debe considerarse que los pectinidos

son considerados depuradores lentos [245].

Diversas investigaciones demuestran que tanto el grado de depuracion como el tiempo requerido
para ello difieren segun las condiciones ambientales y las especies intoxicadas. Song et al. [71],
por ejemplo, informaron que se necesitan 30 dias de depuracién in situ para eliminar la toxicidad
total de vieiras japonesas (toxicidad inicial: 960,1 ug eq.STX kg™). Contrariamente, Chen, Chou
[290] encontraron que la almejas morada Hiatula rostrata cultivada en medios naturales y
naturalmente infestadas (toxicidad inicial: 5830 ug €q.STX kg™') necesitaban aproximadamente 6
meses de depuracién in situ para alcanzar niveles de toxicidad aceptables para el consumo
humano. En cuanto a la experimentacién en laboratorio, la vieira P. yessoensis intoxicada con
una monodieta de A. tamarense presenté una reduccion del 64% en 10 dias (de 14 nmol/g a 5
nmol g') [289]. Otros autores por el contrario, realizando depuraciones ex situ de S. solidissima
solo con agua filtrada a 20 um, no encontraron ninguna reduccion de TPM incluso luego de 6
meses (entre 30000 y 45000 pg eq.STX kg™) [291].
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Ciertamente, el tiempo necesario para alcanzar una depuracion del 100% depende de la toxicidad
inicial de los mejillones [292], tal como se vio reflejado en los diferentes experimentos
desarrollados durante los afios 2015 y 2016. En el caso de la depuracion Dex2, los niveles de
toxicidad invariables pueden atribuirse no solo a los bajos valores iniciales sino también a la
ausencia de alimento como promotor de la depuracién de los organismos. Como Velasquez,
Navarro [293] describieron, la concentracion de TPM en M. chilensis pudo disminuir de
toxicidades ligeramente més altas que 800 ug eq.STX kg™ a niveles no detectables luego de 16
dias de depuracion en condiciones de laboratorio con fitoplancton no téxico como alimento para
los bivalvos. Es preciso resaltar que las conclusiones arribadas a partir de ensayos de intoxicacion
en laboratorio no son faciles de contrastar con los datos resultantes de experimentos con
mejillones naturalmente intoxicados. Sumado a lo anterior, como han sugerido Esteves et al. [277]
evaluando la depuracion natural de A. atra, la toxicidad constante de consecutivas mediciones
podria ser consecuencia de una inhibicién metabdlica del bivalvo. Se estima que la toxicidad en
Dex2 es consecuencia de la floracion sucedida al comienzo del experimento Dex1 por lo que
serian bivalvos con una exposicién a TPM de aproximadamente 6 meses, lo que podria haber

generado una inhibicién metabdlica.

Composicion toxica

Los valores de TPM hallados por BR mostraron buena correlacién con los resultados de toxicidad
total calculados a partir de HPLC-FLD, concordancia también sefialada por otros autores [294,69].
A pesar de ello, el calculo de toxicidad para CCl y CCF en Dex3 fue mucho mayor en los
resultados por HPLC-FLD, situacion también posible en este tipo de estudios, sobre todo de
acuerdo al rango de concentraciones trabajado [295,296].

El valor de la toxicidad total estimada por HPLC-FLD esta determinada por varios aspectos. Tanto
el procedimiento analitico como el calculo posterior pueden introducir variaciones. Por un lado,
de acuerdo al método de digestién en el cual las muestras se tratan a temperatura con una
soluciéon acida de HCI 0,1 N, los analogos como neoSTX y C1,2 podrian transformarse en STX y
GTX respectivamente [281,297,298]. De esta manera, su presencia puede no ser detectada,
aparentando una baja o despreciable contribuciéon en la toxicidad total [69]. Por otro lado, los
grupos téxicos mas potentes de GTX y STX que pudieron ser cuantificados, dependiendo de sus
concentraciones, pueden llegar a enmascarar la toxicidad de otros andlogos. Por ultimo, otro
efecto sobre el nivel de toxicidad estimado podria estar vinculado con el uso de TEF. Este aspecto
debe considerarse con precaucion ya que, para cada valor teérico utilizado por analogo, no se ha
comprobado el mismo modo de accién en muestras de bivalvos de Argentina. Ademas no se
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conoce la pureza de las muestras, las cuales pueden contener posibles co-eluyentes oxidados
que sobreestimen el valor cuantificado [299].

La tasa de depuracion de los bivalvos no solo esta relacionada con las condiciones ambientales
y las especies como se discutidé anteriormente, sino también con las transformaciones entre los
diferentes analogos de TPM en sus tejidos. Existen diferentes mecanismos de depuracion que
involucran retencién o eliminacién selectiva de toxinas individuales, epimerizacién y/o una
variedad de procesos de biotransformacion tales como conversién reductora en presencia de un
reductor natural, hidrélisis a pH bajo o conversién enzimatica [292,245,71,300]. Como resultado
del metabolismo de los individuos, el perfil de TPM puede ser muy variable, incluso entre
poblaciones de la misma especie provenientes de diferentes localidades [69]. Los resultados
obtenidos en este estudio por HPLC-FLD permitieron describir la transformaciéon de TPM a lo
largo del tiempo, tanto para experimentos de depuracion de los bivalvos de forma ex situ (Dex1 y

Dex3) asi como también de un ciclo en el ambiente natural (Din).

El perfil toxico de los bivalvos recolectados en Rada Tilly para Dex1 reflejé un patron similar a los
registros historicos de mejillones del mismo sitio del Departamento de Bromatologia de la
Provincia de Chubut (Tabla 17 - datos no publicados para M. platensis de enero de 2010.).

Tabla 17. Concentracién de cada uno de los andlogos cuantificados en mejillones recolectados en Rada
Tilly en el afio 2010. Se sefala la media de 3 réplicas, su desvio estandar (DE) y el porcentaje de
representatividad de cada analogo (%Rep.). Departamento de Bromatologia de la Provincia de Chubut.

nmol g™ DE % Rep.
STX 0,30 0,24 0,7
GTX1 16,90 19,19 38,3
GTX2 6,30 4,46 14,3
GTX3 6,20 2,00 14,1
GTX4 14,40 9,26 32,7
GTX5 traza -

En este estudio los analogos GTX 1&4 (epimeros a y B respectivamente) fueron predominantes
en los mejillones de Dex1 (D3, FD y CCF), Dex3 (CCl y CCF) y Din (CCl y D6), en coincidencia
con los resultados del Departamento de Bromatologia de la Provincia de Chubut. Similares
conclusiones fueron reportadas por otros autores para M. edulis de diferentes areas del Mar
Argentino [301,69,294,268]. La prevalencia de GTX 1&4 también se defini6 para otras especies
de bivalvos como la almeja Tapes japonica [55], la almeja morada H. rostrata [290] y la cholga A.
atra [294]. Durante la depuracion, estos epimeros variaron notablemente tanto en concentracion

como en representatividad respecto al total de toxinas. En todos los casos analizados, el epimero
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B mostré mayor reduccion respecto al epimero a. Estos cambios de proporcion sefialarian una
eliminacién selectiva de las toxinas y una posible epimerizacion. En particular, la evolucion del
perfil composicional observado durante la depuracion in situ (Din) podria asociarse a la ingesta
de A. tamarense/catenella en diferentes momentos a lo largo del periodo evaluado. Botelho et al.
[302] observaron que los perfiles de algunos bivalvos, incluido Mytilus spp., variaba a lo largo del

transcurso de la floracién.

La variacion de GTX 2 (epimero 8) mostré un patrén de poca reduccién y, en el caso de Din, un
cierto incremento de concentracion entre el inicio y los primeros 6 dias de seguimiento a campo.
Por otro lado, la representatividad de GTX 2 en cuanto al total de toxinas se vio incrementada al
transcurrir la depuracion de los mejillones. Respecto a GTX3 (epimero a), se observd un patrén
similar a su epimero, pero en menor concentracion y proporcion, es decir, se depurd con mayor
velocidad que GTX 2. Montoya et al. [250] senala que, una vez en el organismo del bivalvo,
sucede epimerizacion entre GTX 2&3 hasta alcanzar una relacion de equilibrio o/f de 1:3, en el
cual el epimero B (GTX 2), termodinamicamente mas estable, se acumula mayoritariamente. Esta
proporcion se observé en CCIl de Dex3 y Din, aumentando la discrepancia hacia el final del

periodo de experimentacién a causa de la eliminacion diferencial.

Carreto et al. [301] han descripto que en el mejillbn M. edulis un 95% de las toxinas totales
pertenecen al grupo de las GTX y una pequefa proporcion a las STX y neoSTX. En particular
para las STX, Turner et al. [69] informaron relativamente bajas concentraciones de este analogo
para la misma especie de mejillon. Por el contrario, durante el proceso de depuracién de las TPM,
Song et al. [71] encontraron que las STX se acumulaban durante la depuracion in situ de los
mejillones y Bricelj et al. [287] observaron que la almeja S. solidissima acumulaba STX durante
el periodo de depuracion ex situ. De acuerdo a lo observado en los experimentos de este estudio,
se encontraron similitudes con lo descripto por los autores sefialados y con lo registrado por el
Departamento de Bromatologia en 2010, donde las STX promediaron una representacion de
0,4% sobre el total de analogos. En Dex1, las STX pudieron ser detectables solo en mejillones
expuestos a 29 dias de depuracién ex situ y su acumulacién represent6é en FD solo un 4,2% de
los analogos totales. Por otro lado, durante el seguimiento in situ (Din), las STX se encontraron
préximas al nivel de deteccién. En contraposicién a las observaciones de la primera experiencia,
en Dex3 las STX significaron una importante representatividad entre los anélogos, alcanzando un
maximo porcentaje en D17. A pesar de ello, la concentracién de este analogo luego se observé

en disminucién conforme transcurria la experiencia.

La aparicion de STX durante la depuracién Dex1 podria ser el resultado del proceso metabdlico
de las TPM. La reduccion de GTX a STX y la estabilidad de estas ultimas fueron documentadas
para las almejas M. mercenaria [303] y Saxidomus giganteus [304] apud [303]. El mecanismo de
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reduccion involucrado sigue siendo desconocido para las especies argentinas y podria ser
consecuencia de un reductor natural [305,306] o una via enzimatica como la observada en otros
moluscos como Concholepas concholepas [246]. Esta ultima alternativa de conversion de TPM
suele ser poco comun en bivalvos [245,307,308,287]. A lo anterior debe agregarse que la
condicién de inaniciébn en la que se desarrollaron los experimentos podria promover la
acumulacién de STX. La larga permanencia de las STX, la ocurrencia en la etapa avanzada de
depuracién de mejillones, la presencia predominante de este analogo en depredadores como
caracoles [301,69,309] y la baja proporcién o ausencia total en el fitoplancton indican que este
analogo suele ser producto de la metabolizacién. EI mismo posee gran estabilidad temporal y una
marcada dificultad para ser destruido o eliminado.

Los perfiles de TPM de los mejillones estudiados en este trabajo fueron similares al descripto
anteriormente para el dinoflagelado toxigeno del area bajo estudio [250,257]. Esta correlacion de
las TPM del mejillén y del plancton causativo ha sido informado en otros estudios [306]. El perfil
TPM de A. tamarense/catenella del golfo San Jorge descripto por Montoya et al. [250] no presenta
C1 o C2 ni STX, posee mayoritariamente GTX 1&4 y concentraciones traza de GTX2. A su vez,
Fabro et al. [67] reportan para muestras fitoplancténicas del mismo golfo, la presencia de los
analogos N-sulfocarbamoilos, C1 y C2 y la presencia ocasional de STX y neoSTX. Debe tenerse
en cuenta que estos perfiles estan sujetos a la estacionalidad y a las variabilidades ecoldgicas de
las diversas localidades. Es asi como cepas aisladas de diferentes areas del Mar Argentino,
incluso del mismo golfo, pueden presentar andlogos como C1 y C2 [301,294,250,257]. En
especial para las poblaciones del golfo Nuevo, Montoya et al. [250] describen varias diferencias
en los perfiles dadas por mayores proporciones de C2, presencia de STX, neoSTX,
representatividad notoria de GTX 4 y mayor proporcion de GTX 3 y C1 respecto de GTX 1.

La ausencia de C1y C2 en tejidos de mejillones analizados en este trabajo puede ser el resultado
de su biotransformacion. Se ha descripto la capacidad de conversiébn muy rapida de los N-
sulfocarbamoilos a sus correspondientes GTX, dada su forma quimicamente mas estable en el
organismo de mejillones [287,55,303]. Como se sefal6 previamente, el tratamiento acido de las
muestras puede generar hidrélisis de N-sulfocarbamoilos a GTX.

Por lo expuesto anteriormente, se infiere que el mejillon M. platensis tiene capacidad de
eliminacién selectiva de toxinas y epimerizaciéon metabdlica. Por consiguiente, la conversién de
acuerdo a procesos selectivos de depuracién/retencidén de cada anélogo sefala la importancia de
aplicar modelos de dos compartimentos empleando datos empiricos de la intoxicacion y de
depuracién natural [287] para mejorar la comprension de dichos procesos, considerando ademas
los diferentes tejidos y sus capacidades de desintoxicacion [229].

92



CONCLUSION

Este estudio proporciona la primera cinética de depuracion ex situ de las TPM en mejillones
naturalmente intoxicados de Argentina. De acuerdo a las posibilidades surgidas de los eventos
naturales que ocurrieron durante el desarrollo de esta tesis, se lograron evaluar tres niveles de
toxicidad inicial, mostrando diferencias y similitudes en sus dinamicas temporales de depuracion.
Los sistemas de recirculacién resultaron efectivos para la depuracién de los bivalvos ya que no
se observaron dafos directos o0 mortandades masivas. A pesar de no alcanzarse en algunos
casos el nivel de seguridad para la proteccién de la salud humana, fue factible obtener
reducciones significativas de las TPM. De esta forma se aport6é al conocimiento de los tiempos
necesarios para alcanzar concentraciones innocuas y se determiné que el mejillén M. platensis
es un depurador rapido a moderado, incluso sin suministro de alimento. Por otra parte, a través
de las depuraciones ex situ, se logro evitar la re-intoxicacion de los individuos mantenidos en los

SRC, situacion improbable de los estudios a campo previos.

A través de los perfiles toxicos, se demostré que M. platensis metaboliza las toxinas ingeridas y
tiene capacidad de eliminacion selectiva y epimerizacion metabdlica. Esta diferencia de
depuracién entre los andlogos sugiere la necesidad de ampliar los estudios y considerar el analisis
de diferentes tejidos del bivalvo durante su desintoxicacion. Los resultados mostraron, ademas,
que la proporcion relativa entre GTX 1&4 y GTX 2&3 podria ser util para detectar la etapa de
depuracién de bivalvos bajo condiciones de campo debido a la rapida eliminacién/transformacion
de GTX 1&4 y menor reduccion de GTX 2&3 en el transcurso del tiempo. A partir de lo observado
durante los analisis cualitativos de TPM, se resalta la necesidad de aplicar técnicas analiticas en
complemento al BR como estrategia de mejora para el sistema de salud y prevencién de
intoxicaciones, asi como también para ampliar la base de datos de las transformaciones de las

TPM durante las diversas FAN acontecidas.

También se logro evaluar las concentraciones de TPM en mejillones mantenidos in situ,
ampliando y contribuyendo de esta manera a la base de datos del Programa de Monitoreo de
Mareas Rojas de la provincia del Chubut. Este trabajo contribuye al conocimiento general de las
TPM y las FAN, desde el aspecto biolégico y quimico del evento, asi como también en el
conocimiento de sus implicaciones en la salud humana. Si bien su significancia es particularmente
importante para la costa patagdnica y toda la costa argentina ya que corresponde a los primeros
experimentos en laboratorio realizados con especies locales, adquiere relevancia internacional

dado el creciente interés que existe para la mejor comprension de la tematica abordada.
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SEGUNDA PARTE

Intoxicacion de bivalvos alimentados con el dinoflagelado Alexandrium

tamarense/catenella

INTRODUCCION

La presencia de A. tamarense/catenella en las costas de Chubut, ha sido monitoreada con
frecuencia a causa de su potencial nocividad. Actualmente se cree que ya no existen zonas libres
de toxicidad en toda la costa de la provincia [19]. Normalmente, este dinoflagelado es detectado
en el medio natural en relativas bajas concentraciones respecto a otras especies, tal como
sugieren Andrinolo et al. [278], quienes estimaron para el golfo San José la representatividad de
Alexandrium en un 2% del total de especies. Similar es lo observado en el golfo Nuevo, sitio en
donde la presencia de Alexandrium varia entre anos, pero frecuentemente no es detectada (Tabla
18 - registros obtenidos en el marco del “Plan de Prevencion y Control de Mareas Rojas’,

comunicacion personal: Leilén Gracia Villalobos y Norma Santinelli).

Eventualmente, suceden floraciones naturales de A. tamarense/catenella. Segun Zingone,
Enevoldsen [227] el incremento poblacional que define una floraciobn puede variar
considerablemente en el espacio y tiempo, dependiendo de las condiciones ambientales. En este
sentido, tales autores sefialan que las floraciones nocivas no implican biomasas altas,
especialmente especies del género Alexandrium catalogadas como peligrosas en densidades
bajas de 0,1 a 1 cél. ml"'. En las costas de Chubut no se encuentra publicado el valor consensuado
sobre la densidad minima de Alexandrium a partir de la cual se considera riesgoso. Ciertamente,
la densidad a la que llega esta especie varia entre localidades y afos [19]; es asi como, mientras
en el golfo Nuevo se registraron hasta 18 cél. ml™ en el afio 2007, en zonas cercanas de Peninsula
Valdez se han reportado densidades méaximas relativamente bajas, tal como 1,2 cél. ml' en 2005
[250], 0 mucho mas elevadas como 27,5 cél. ml™' en el afio 2013 [67].
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Tabla 18. Densidades minimas y méximas de A. famarense/catenella medidas en el golfo Nuevo (incluye

todos los sitios de monitoreo) durante los afios 2000 a 2011.

Afio cél. ml"
Min. Max.
2000 0,07 2,97
2001 0 1,12
2002 0 0
2003 0 0
2004 0 0
2005 0-0,44 5,6
2006 0 0,44
2007 0-1,51 18,13
2008 0 0
2009 0-0,34 7,6
2010 0 1,26
2011 0 2,52

En periodos de floracion, la probabilidad de acumulacion de TPM en animales filtradores como
los bivalvos aumenta considerablemente y constituyen, a su vez, momentos de preocupacion
para la salud publica. Los niveles de toxicidad que alcanzan estan relacionados principalmente
con la densidad celular del fitoplancton téxico y con el tiempo de permanencia del evento de
floracion [310]. Un claro ejemplo fue el acontecido en 1992 en Ushuaia en donde se relacionaron
los 1208460 pg eq.STX kg™ (BR) detectados en mejillones con una densidad de 821 cél. ml" de
A. catenella [46]. Sin embargo, la correlacion no siempre es clara en eventos naturales siendo
que en reiteradas oportunidades la toxicidad de bivalvos permanece luego de la desaparicion de
la microalga del ambiente (ver Capitulo 2, primera parte) o incluso se detecta un inicio de alta

toxicidad en filtradores sin abundancia de microalgas. Este Ultimo caso se observo en las costas
de Comodoro Rivadavia (Golfo San Jorge), donde Pérez et al. [264] informaban para los afos
2005 a 2006 escasa presencia de A. tamarense/catenella (min. 0,02 cél. mI' a un max. 0,88 cél.
ml") mientras que el “Plan de Prevencion y Control de Mareas Rojas” arrojaba concentraciones
desde 688 ug eq.STX kg' hasta 3265 ug eq.STX kg™ en mejillones del sector. Las explicaciones
a estos sucesos pueden estar relacionadas con varios factores, entre ellos, las diferencias de
toxicidad de los dinoflagelados de acuerdo a la regién [311], las condiciones ambientales [312]
y/o la capacidad de metabolizacién de los bivalvos (ver Capitulo 2, primera parte).

Lamentablemente, para la Argentina no se conoce la cinética de intoxicacién de ningun bivalvo.
Debido a que cada especie sigue su propio patron de captacion y acumulacion de toxinas,
disponer de este conocimiento permitiria la construccion de mejores herramientas para el

monitoreo y el manejo de los eventos de FAN [288].
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Por lo tanto, evaluar los perfiles de TPM en bivalvos durante el proceso de intoxicacion, asi como
en el de depuracion, puede ser de utilidad como una herramienta retrospectiva del tiempo que
lleva establecida la FAN o como un indicador temprano de un nuevo pico o aumento
fitoplancténico. Esto se vuelve particularmente interesante de aplicar en sectores en donde por

diversas razones el monitoreo periddico no es factible de realizar [287].

En funcion de todo lo expuesto, se planteé la siguiente hipétesis de trabajo: los bivalvos pueden
bioacumular toxinas y alcanzar toxicidades de TPM superiores al valor de seguridad alimenticia
al ser expuestos a fitoplancton nocivo en bajas densidades durante tiempo prolongado. Por
consiguiente, el objetivo general de la experimentacion fue exponer bivalvos a una baja
concentracion de A. tamarense/catenella durante un tiempo determinado y observar la capacidad
de acumulacion y metabolizacién de toxinas. Para ello se realizaron ensayos preliminares con M.

platensis y A. tehuelchus.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento de intoxicacion de bivalvos se desarrollé en varias etapas. Se realizaron dos
ensayos de intoxicacién preliminares para evaluar visualmente la respuesta inmediata del mejillén
ante diferentes concentraciones del dinoflagelado téxico. Antes y después de estos ensayos,
aunque solo de forma exploratoria, también se evalu6 la toxicidad de los mejillones. En una
segunda etapa, se desarrolld el experimento de intoxicacion del mejillon M. platensis
alimentandolo con un 100% dieta toxica, en un tiempo de exposicion de mediano plazo. Por
ultimo, se realizaron experiencias exploratorias para la comprensién de la intoxicacion de la vieira
tehuelche A. tehuelchus. Los analisis de TPM por BR y HPLC-FLD (INIDEP) se realizaron segun
la metodologia descripta en la primera parte del presente Capitulo.

Ensayos preliminares de exposicion aguda de M. platensis a una dieta toxica

En el primer ensayo (E1) de exposicién aguda se utilizé un grupo de individuos extraidos durante
el experimento Dex3 (primavera 2016, sitio Quinta Rossi), luego de 3 dias de comenzada la
depuracién ex situ. La toxicidad medida en ese momento fue referencia de la concentracién de
TPM inicial.

Se utilizaron 3 frascos de vidrios como acuarios con 2,5 | de agua de mar filtrada hasta 1 ym y
desinfectada con luz UV. Cada frasco con 25 individuos fue tapado y aireado utilizando una pipeta
de vidrio. La temperatura fue de 12,5°C y la salinidad de 33 ups, en coincidencia con las
condiciones del experimento Dex3. A cada grupo de mejillones se le ofrecié diariamente una
cantidad diferente de A. tamarense/catenella considerada como alta, media y baja densidad. Para
definir dichos niveles de ofrecimiento, se tomé como referencia la densidad de microalgas
toxigénicas que otros autores midieron en la zona costera de Patagonia y que relacionaron con
toxicidad en mejillones (Esteves et al. [277] y Pérez et al. [264]). En cuanto a la tasa de filtracion,
se tuvieron en cuenta aquéllas que han sido reportadas en la literatura internacional [313] ya que
no han sido estudiadas en mejillones de bancos naturales de la costa de Chubut. De esta manera
se fijaron como “alto” al ofrecimiento de ~10912500 cél. (~436500 cél. dia™ por mejillon), “medio”
a ~2500000 cél. (~100000 cél. dia™* por mejillén) y “bajo” a 220000-280000 cél. (~8800 cél. dia™
por mejillén). En cuanto a tasa de filtracién se considerd un valor de ~3,8 | h'' (91,2 | dia™). De
esta manera, la densidad celular equivalente al ofrecimiento “bajo” correspondié a 0,09 cél. ml”
(8800 cél. dia/91,2 | dia”). Dicho valor es del mismo orden de magnitud al estimado como

relativamente escaso por Pérez et al. [264]. Para la densidad “media” se incrementd en un factor
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de ~10 y para la “alta” se consideré el maximo posible alcanzado en los cultivos de este estudio
(~5000 cél. mI).

Los cultivos microalgales se cosecharon en etapa exponencial de crecimiento. Se utilizaron 3
cepas diferentes de acuerdo a la disponibilidad del cultivo de cada una: Punta Pardelas, Rada
Tilly y Km 3. La dieta fue ofrecida manualmente utilizando una pipeta graduada. Una vez agregado
el fitoplancton toxico el comportamiento y estado general de los bivalvos se evalué visualmente
en intervalos de ~2 horas, registrando primordialmente la produccién de pseudoheces y la
actividad de filtracion. Transcurridas 24 horas de exposicidn, se registré la presencia de
organismos muertos y se procedi6 a retirar los bivalvos de cada frasco que fueron congelados
para el posterior analisis de TPM.

El segundo ensayo (E2) de intoxicacidbn aguda se realizé con mejillones recolectados del
intermareal rocoso de Cerro Avanzado en noviembre de 2017, con las mismas condiciones que
el primero (E1). En este caso, cada frasco recibié 25 individuos de largo promedio de 3,5 + 0,4
cm y un peso promedio de los tejidos humedos de 1,9 £ 0,7 g. Se utilizé la cepa de microalgas
de Punta Pardelas y se ofrecié a cada réplica ~10912500 cél. dia™.

Para analizar la concentracion de TPM, el conjunto de mejillones de cada frasco fue
homogeneizado en dos sub-réplicas y procesado para andlisis por BR. Los resultados se
expresaron en ug eq.STX kg™.

Intoxicacion del mejillon M. platensis alimentado con el dinoflagelado A. tamarense/catenella

Mejillones de talla homogénea (5,1 + 0,5 cm) y peso de tejidos blandos humedos promedio de
4,03 + 0,90 g fueron recolectados en el intermareal bajo de Cerro Avanzado el 5 de mayo de
2017, luego de confirmar la ausencia de TPM por medio de BR (Figura 23). Una vez arribados al
SAE del CCT CONICET-CENPAT un grupo de mejillones fue separado como muestra inicial,
mientras que los demas fueron limpiados de sedimentos y epibiontes y colocados en un SRC con
agua de mar filtrada a 1 um y desinfectada con UV, biofiltro biolégico y aireacidén constante. Para
la aclimatacion de los bivalvos y para el posterior desarrollo del experimento, la salinidad fue de
33 ups y la temperatura de 13 °C simulando las condiciones naturales medidas a campo al
momento de la recoleccién. Durante el periodo de aclimatacion, los mejillones no fueron

alimentados.
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Figura 23. Recoleccién de mejillones del intermareal durante la marea baja en Cerro Avanzado (golfo
Nuevo, Chubut).

El experimento se diseiid en base a los resultados de los ensayos preliminares y los trabajos
desarrollados por Suzuki et al. [298], Ichimi et al. [297] y Sekiguchi et al. [289]. EI 5 de junio se
dio inicio a la experimentacién, para la cual se utilizaron 15 frascos de vidrio (sistemas cerrados)
con 2 | de agua de mar filtrada hasta 1 um y desinfectada con UV, aireacion independiente y 15
mejillones cada uno (Figura 24). Cada frasco correspondié a una réplica de aproximadamente
100 g de tejidos humedos de mejillon, que es la cantidad minima de muestra necesaria para el
analisis de TPM por BR.
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Figura 24. Disposicién del experimento de intoxicacion del mejillon.

La cepa utilizada para la preparacion de la dieta correspondié a dinoflagelados A.
tamarense/catenella aislados de Punta Pardelas en el afio 2013. Cada dos dias se realiz6 el
recuento de células de los cultivos a fin de estimar el volumen necesario para alcanzar la dosis
de alimento deseada (100% microalgas toxicas). Con el fin de no generar el rechazo de las
microalgas y teniendo en cuenta las consideraciones de disefio desarrolladas por Bricelj et al.
[303], los mejillones fueron alimentados con 220000 a 280000 cél. dia™* durante los primeros 9
dias y con 640000-700000 cél. dia™ los 16 dias subsiguientes. El volumen total de alimento se
subdividié en 3 entregas en diferentes momentos del dia y se colocd en cada acuario con una
pipeta de vidrio graduada. Previo a cada adicion de microalgas, se tomé una muestra de 5 ml de
agua de cada frasco y se la fijo con lugol para estimar el remanente de dinoflagelados. Luego se
retird un volumen de agua igual al que debia agregarse en cultivo, a fin de mantener un volumen
final constante. Todos los recuentos celulares se realizaron utilizando la camara Sedgewick Rafter

en microscopio 6ptico.
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Diariamente, cada frasco se inspeccioné y limpié de heces aspirando el fondo con una pequena
manguera. Durante el experimento no se realizaron recambios completos de agua, a menos que
se detectase mortalidad de individuos y/o desove. En el caso de observarse produccion de
pseudoheces, éstas fueron separadas y analizadas bajo microscopio (Leica DM2500).

A los dias 4, 9, 16, 21 y 25 de experimentacién, 3 frascos fueron removidos y de cada réplica se
homogeneizaron todos los tejidos blandos y se procesaron para BR. Los extractos acidos
correspondientes a una muestra del inicio y de los dias 9, 16 y 25 fueron conservados a -20°C
para posteriores andlisis por HPLC-FLD. Los resultados de toxicidad total se expresaron en g
eq.STX kg™.

La toxicidad y el perfil téxico de la cepa de dinoflagelado utilizada en el ensayo fueron analizados.
Para ello, 350 ml de cultivo de una densidad celular de 36143 cél. ml" se filtraron por filtro GF/F.
El filtro con extracto celular se congel6 a -80°C y se envid al laboratorio del INIDEP para su
correspondiente digestion y andlisis de toxinas. Para este caso, la extraccidn de toxinas se realizé
con 4cido acético.

Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con el dinoflagelado A.
tamarense/catenella

El disefio de experimento desarrollado para el mejillén fue repetido para la vieira tehuelche. El
objetivo de esta experiencia preliminar fue evaluar visualmente las respuestas inmediatas del
bivalvo ante el ofrecimiento de una dieta 100% toxica, asi como conocer los tiempos minimos

necesarios para la deteccion de TPM por BR.

Vieiras de talla homogénea (longitud 6,5 + 0,5 cm) fueron colectadas en el submareal de San
Roman mediante buceo auténomo el 15 de septiembre de 2017. Luego fueron trasladadas al
laboratorio, limpiadas de sedimentos y epibiontes y colocadas en un SRC con agua de mar filtrada
a 1 um y desinfectada con UV, biofiltro bioldgico y aireacion constante. Para la aclimatacion de
los bivalvos y para el desarrollo del experimento, las condiciones del acuario fueron 33 upsy 12,5

°C. Durante el periodo de aclimatacion, las vieiras no fueron alimentadas.

La experimentacion se inicio el 25 de septiembre y const6 de 9 frascos de vidrio con 2 | de agua
de mar filtrada (sistemas cerrados) con 4 vieiras cada uno y aireacion. Cada frasco correspondié
a una réplica de aproximadamente 100 g de tejido himedo, necesarios para el analisis de TPM.

La cepa utilizada para la preparacion de la dieta correspondi6 a dinoflagelados aislados de Punta

Pardelas. La metodologia de alimentacidén y el mantenimiento de los sistemas fueron los mismos
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gue en el experimento con mejillones. En cada sistema se adicionaron 640000-700000 cél. dia™.
Se planificé una remocién de 3 frascos cada 5 dias para la homogenizacion de los tejidos blandos
de todas las vieiras y medicion de TPM por BR. Los resultados de toxicidad total se expresaron
en ug eq.STX kg™.

Andlisis estadisticos.

Los resultados de todas las experiencias se analizaron descriptivamente. Ademas, los datos
obtenidos a partir de BR de las intoxicaciones de mediano plazo del mejillén y la vieira fueron
analizados mediante ajuste a regresioén lineal. Para el andlisis de resultados obtenidos por HPLC-
FLD, los valores cercanos al limite de deteccién o no detectables, fueron considerados como
cero. R Core Team (2016) se us6 para el andlisis estadistico.
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RESULTADOS

Ensayos preliminares de exposicion aguda de M. platensis a una dieta toxica

Durante el desarrollo de los ensayos preliminares no se detectaron mejillones muertos. En
aquellos frascos que recibieron una concentracién media y alta de células toxigenas, el agua se
volvio turbia y los mejillones cerraron sus valvas inmediatamente después de ser entregado el
alimento. Esto no fue observado para el caso de las concentraciones bajas. La reactivacion de la
filtracion se observé en los primeros 5 minutos de iniciada la exposicién. Transcurridas 24 horas,
el aspecto del agua de los frascos turbios volvié a ser translicida. La formacion de pseudoheces
fue observada para los mejillones que recibieron concentraciones medias y altas de microalgas
toxigenas. Para el segundo ensayo (E2), la maxima concentracion estimulé el desove de los
organismos. En cuanto a la concentraciéon de TPM, los mejillones de E1, expuestos por 24 h a
media y alta densidad celular tendieron a incrementar su toxicidad (Tabla 19). En el caso de E2,
no se detectaron diferencias significativas.

Tabla 19. Niveles de toxicidad medidos por BR en mejillones expuestos a dieta 100% A.
tamarense/catenella por 24 h. E1: Se sefiala la media de dos sub-réplicas y su desvio estandar (DE). E2:

Se sefala la media de 3 réplicas y su DE.

Cepa pgeq.STXkg'! Cél.dia’ |Inicio 24 h

E1
Media : 563,4  973,6
Pardelas DE Media 1013 278
Media 566,4 866,7
Km3 g Alta o7 2 A
E2
Pardelas Media Alta 1011,4  1042,4
DE 160,4 153,4

Baja: 220000-280000 cél., Media: 2500000 cél., Alta: 10912500 cél.
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Intoxicacion del mejillon M. platensis alimentado con el dinoflagelado A. tamarense/catenella

Durante todo el experimento, los mejillones se mostraron activos, saludables y no se detectaron
respuestas inmediatas de cerramiento de valvas al ofrecer el alimento en los acuarios. En los dias
2 y 20 se hall6 un individuo muerto, lo que se calcul6 como un 0,8% de mortalidad. En tales
ocasiones se hizo el recambio completo del agua de los correspondientes frascos. El dia 8 se
detect6 un mejillon desovando por lo que se procedié al recambio total del agua para evitar la
estimulacion de desove del resto de los individuos. Este frasco fue destinado a medicion de TPM
el dia 9.

Examinando las muestras de agua que se tomaron diariamente de cada uno de los frascos, se
observo ausencia total de células de A. tamarense/catenella en la mayoria de los casos.
Ocasionalmente se encontr6 una Unica célula, la cual se consideré como un efecto no significativo
en la concentracion final. Unicamente en el dia 2 se calculé un remanente de 120 cél. mI™* (240000
cél. en 2l).

En una oportunidad se observd presencia de pseudoheces, las cuales se colectaron y analizaron
bajo microscopio. Como se observa en la Figura 25, las células de dinoflagelados se encontraban
aglomeradas y enteras en la mucosidad, pero también se observé la conservacion de una célula

en el caso de las heces. En general, podria decirse que los mejillones incorporaron la mayoria o

. -

la totalidad del alimento toxico ofrecido.

Figura 25. Heces (izquierda) y pseudoheces (derecha) de mejillén, observadas bajo microscopio 6ptico.

Sefialadas con una flecha, se aprecian las células enteras de A. tamarense/catenella.
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Como resultado de la alimentacién con dinoflagelados toxigenos, los mejillones fueron

adquiriendo niveles crecientes de toxicidad por TPM. Mediante BR se comenz6 a detectar

toxicidad en los mejillones desde el dia 16 de exposicion a la dieta tdxica (Tabla 20).

Considerando como valor inicial el momento en el que se increment6 la dosis de alimento los

registros de toxicidad consecuentes se ajustaron a una funcion lineal C = 31,2t + 93,6 (R? aj. =

0,65; p < 0,001) (Figura 26), en la que la ordenada al origen se consideré parte del error del

método (p = 0,28). La toxicidad alcanzada a los 25 dias de intoxicacion no superé el NS sefialado

para la proteccién de la salud humana. De la extrapolacién de la funcion lineal puede predecirse

que el NS seria alcanzado a los 32 dias de exposicion.

Tabla 20. Niveles de toxicidad total medida mediante BR en mejillones intoxicados por una dieta 100% A.

tamarense/catenella. Se muestra la media y el desvio estandar (DE) de 3 réplicas.

: eq. STX kg™
_ Dias cél. dia” Ha e4 ?
intoxicacion Media DE

0 ND

4 220000-280000 ND

9 ND -

16 388,27 14,3

21 640000-700000 421,00 50,6

25 593,67 146,4

ND: No Detectado
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Figura 26. Cinética de intoxicacién del mejillén alimentado con A. tamarense/catenella de acuerdo a los niveles de toxicidad total (ug eq. STX kg ') medidos por
BR. Los puntos sefialan la media de 3 réplicas y las lineas el DE. Con linea punteada se sefala la regresién C = 31,2t + 93,6 y en linea roja la intersecciéon con
0.
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Similar a lo observado por BR, los resultados de toxicidad obtenidos por HPLC-FLD muestran un
incremento conforme transcurre el tiempo de experimentacién (Tabla 21); sin embargo, éstos son
del orden de 2,5 a 3 veces mayores que los obtenidos por BR. A pesar de ello, se observd
correlacion entre los resultados de ambos métodos (R? aj. = 0,98; p = 0,006) (Figura 27). Segln
los valores obtenidos por HPLC-FLD, la toxicidad en mejillones con 16 dias de intoxicacion,

supero6 el valor de NS.

Tabla 21. Concentracién de toxinas (nmol g') y niveles de toxicidad total calculados por HPLC-FLD (ug eq.
STX kg') en mejillones alimentados con A. tamarense/catenella. Se muestran ademas los valores de
toxicidad total medidos por Bioensayo en Ratén (BR) de las mismas muestras.

Dias BR HPLC-FLD HPLC-FLD
(ng egq. STXkg")  (ug eq. STXkg') (nmolg?)
0 ND - traza
9 ND - traza
16 393,80 1178,59 5,44
25 466,00 1613,45 7,56

ND: No Detectado
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Figura 27. Correlacion entre los resultados del total de toxinas obtenidas por HPLC-FLD (nmol g') y la
toxicidad total medida con Bioensayo en Ratén (BR). y = 0,01x - 0,04; R? aj. = 0,98.
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A partir del perfil toxico obtenido por HPLC-FLD pudo observarse que las muestras iniciales
poseian concentraciones cercanas al limite de deteccion (traza) de los analogos GTX 2&3 (Tabla
22). A los 9 dias, aun no detectable por medio del BR, todos los analogos a excepcién de STX
comenzaban a acumularse en concentraciones cercanas al limite de deteccion del equipo. Una
vez transcurridos los 16 dias de intoxicacion, los mejillones presentaron un perfil representado en
un 79% por GTX 1&4 (GTX 1 22% y GTX 4 56% del total), seguido por GTX 3 (10%), GTX 2 (9%)
y dcGTX 3 (2%). Luego de 25 dias de intoxicacion, las proporciones se mantuvieron, dada la
mayor representatividad por GTX 1&4 (74%). Las STX no fueron detectadas en ninguna de las
muestras analizadas. De acuerdo a lo cuantificado en los dias 16 y 25, los analogos que mas se
incrementaron fueron GTX 3 en un 77% y GTX 2 en un 69%, seguidos por los epimeros GTX 1&4
y dcGTX 3 entre un 29 y 36% (Tabla 22).

Tabla 22. Concentraciéon (nmol g') de cada analogo en mejillones con 0, 9, 16 y 25 dias de intoxicacion.
Se sefala el porcentaje de representatividad (%Rep.) y el porcentaje de incremento (%lInc.) desde el dia
16 al 25.

, 16 25 .
Dias 0 ° nmolg' % Rep. nmolg' % Rep. velnc.
STX ND ND ND - ND - -

GTX1 ND traza 1,22 22,4 1,64 21,7 34,4
GTX2 traza traza 0,49 9,0 0,83 11,0 69,4
GTX3 traza traza 0,56 10,3 0,99 13,1 76,8
GTX4 ND traza 3,06 56,3 3,95 52,2 29,1
dcGTX3 ND traza 0,11 2,0 0,15 2,0 36,4

ND: No Detectado.
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Las cepas de dinoflagelado del complejo A. tamarense/catenella presentaron un perfil téxico
caracterizado por C2 (47%), seguido por GTX 4 (19%), GTX 3 (11%), C1 y GTX 1 (ambas 8%).
Los analogos GTX 2 y neoSTX presentaron un 2% de representatividad y STX, dcGTX 2y dcGTX
3 menos del 1% (Tabla 23, Figura 28). La toxicidad calculada para la cepa fue de 82,56 fmol

eq.STX cél." 6 24,71 pg eq.STX cél.™.

Tabla 23. Perfil toéxico de la cepa de A. tamarense/catenella de Punta Pardelas. Se senala el porcentaje de

representatividad de cada analogo (%Rep.)

fmol cél. %Rep.
neoSTX 4,95 2,4
STX 0,97 0,5
GTX 1 17,10 8,2
GTX?2 4,35 2,1
GTX 3 23,49 11,3
GTX 4 40,19 19,3
dcGTX 2 0,23 0,1
dcGTX 3 1,42 0,7
C1 17,39 8,3
C2 98,34 47,2
Total fmol cél.”! 208,43
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Figura 28. Porcentaje de representatividad de cada uno de los analogos de TPM de forma comparativa
entre muestras de mejillones M. platensis de los dias 16 y 25 (D16 y D25 respectivamente) y la cepa de A.
tamarense/catenella de Punta Pardelas.
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Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con el dinoflagelado A.

tamarense/catenella

Durante el desarrollo de esta experiencia preliminar, las vieiras presentaron varios sintomas de
estrés. Se observaron pseudoheces, heces e incluso un liquido lechoso en la superficie de los
sistemas que, posiblemente, serian gametos que fueron desovados. En las reiteradas
oportunidades que esto ultimo ocurrid, se realizé un recambio total del agua. En los casos en que
solo se retiraban las heces con una manguera, los individuos comenzaban a desplazarse
nadando lo que implicé un gasto energético. Los aspectos sefialados, sumado a la intensa
actividad alrededor del experimento, propios del espacio comun de la sala experimental, no

permitié cumplir con el esquema de remocion de frascos planificado.

A fin de llevar a cabo el analisis de TPM, se fueron eligiendo los frascos que poseian vieiras en
un estado de visible debilidad, esto es, manto y tentaculos retraidos, manto laxo y/o cerramiento
completo de valvas. Las réplicas se constituyeron por los tejidos blandos homogeneizados de 3
0 4 vieiras. Al finalizar el experimento la mortalidad alcanzé el 52,5%, considerando como muerto
al organismo que no respondia a estimulos mecanicos. Existi6 remanente celular en todos los
sistemas durante el experimento, encontrando desde 7 a 73 cél. mI'. Esto sugiere que las vieiras
tenian poca actividad de filtracion, observandose incluso a individuos con las valvas

completamente cerradas durante varias horas al dia.

Los niveles de TPM se midieron en vieiras con diversos tiempos de exposicién. En aquéllas
expuestas durante 14 dias a una dieta téxica se registré un valor positivo en el BR que, si bien se
encontré alejado del NS, pudo ser cuantificado (Tabla 24). Los datos del presente ensayo no

pudieron ser ajustados a una funcién de regresion.
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Tabla 24. Niveles de toxicidad total medido por BR en vieiras alimentadas con A. tamarense/catenella. Se

muestra la media y su desvio estandar (DE) cuando existieron réplicas.

-1
Dia intoxicacion N° Réplicas Mg eq. STX kg

Media DE
0 1 -
3 1 ND
4 3 ND
7 1 ND -
8 2 207,75 293,8
9 1 ND
12 1 429,30
14 3 517,53 79,3

ND: No Detectado.
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DISCUSION

El experimento y los ensayos preliminares descriptos en este capitulo corresponden a las
primeras experiencias de intoxicacion realizadas con especies de bivalvos y dinoflagelados
téxicos de nuestro pais. Hasta el momento, los escasos conocimientos sobre la dindmica de
intoxicacion de bivalvos de nuestra region provenian de muestras naturales, es decir, sin la
posibilidad de discernir la ingesta real de microalgas téxicas o el efecto de otras especies
fitoplancténicas en la dieta [277,26,19,51]. Los resultados del presente capitulo ofrecen las bases
y herramientas para el desarrollo de nuevas y mejoradas experiencias, no solo con el mejilléon y
la vieira de la costa atlantica argentina, sino también para otras especies de bivalvos. En
particular, constituyen el primer paso para la estimacion de los tiempos necesarios para la
intoxicacion de M. platensis segun la densidad y tiempo de exposicién microalgal nociva.

A partir de los ensayos preliminares E1 y E2 se observo el comportamiento de los mejillones
frente a diversas concentraciones de alimento téxico. Ello permitié establecer mejores
condiciones para el desarrollo de un nuevo experimento, teniendo en cuenta las herramientas
disponibles en el laboratorio. Durante el periodo de intoxicacion, los mejillones exhibieron buenos
signos de salud, se cuantific6 un minimo porcentaje de mortalidad y solo un individuo presenté
signos de desove, lo que supone una buena aclimatacién de los organismos a las condiciones de
experimentacion. Si bien en E1 la toxicidad medida fue mayor en mejillones expuestos a media y
alta densidad celular, esto pudo deberse a la variabilidad de los individuos, tanto para depurar

(eran individuos intoxicados) como para incorporar a la microalga toxica.

Intoxicacion de M. platensis alimentado con A. tamarense/catenella

Se conoce que algunas especies de bivalvos con historia natural de exposicién a biotoxinas
fitoplancténicas suelen desarrollar estrategias que les permiten rechazar las microalgas téxicas
durante la filtracion o incluso aprovecharlas como alimento y fuente de energia [314-
317,252,238,318]. En tal sentido, se han teorizado mecanismos de defensa contra las toxinas
para M. chilensis [247] y se han encontrado estrategias de resistencia a la presencia de TPM en
ciertas poblaciones de la almeja Mya arenaria [317]. En relacién a M. platensis del golfo Nuevo,
los registros de TPM en sus tejidos denotan un patrén estacional de acumulacién [19] lo que
sugeriria que esta especie podria llegar a aprovechar a A. tamarense/catenella como alimento.
Si bien durante el presente experimento no se determiné una tasa de asimilacién, se observé que
los mejillones incorporaron el fitoplancton en todo momento. Excepcionalmente en una de las

réplicas, se calculé una densidad de 120 cél. mI". Ello se atribuyé a un error de muestreo,
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teniendo en cuenta que dicho escenario implicaria ausencia total de filtracion en 24 h por parte
de todos los mejillones del acuario, lo cual se contrapone a la actividad de filtracién observada en
el resto de los acuarios. Incluso frente al rechazo del alimento ofrecido, las células de A.
tamarense/catenella habrian sido aglomeradas en pseudoheces luego de pasar por la cavidad
paleal de los individuos.

De acuerdo a lo medido por BR, los mejillones alcanzaron niveles de toxicidad detectables luego
de 16 dias de alimentacion con concentraciones bajas de A. tamarense/catenella. Desde el
momento en el que se aumentod la densidad fitoplancténica del alimento, el incremento de
toxicidad en mejillones se ajusté a una funcién lineal. Los bivalvos del género Mytilus han sido
descriptos como rapidos acumuladores de biotoxinas por su elevada tasa de filtracién y tolerancia
a las toxinas [319,306,316], a diferencia de otros bivalvos como los pectinidos [320]. Los
resultados de este trabajo contrastan notoriamente con los obtenidos para juveniles de M.
chilensis que acumularon 1160 pg eq. STX kg™ en solo 2 dias de exposicién con un ofrecimiento
constante de 250 cél. ml" de A. catenella [321]. También con los reportados para adultos de la
misma especie que adquirieron una toxicidad de 6420 ug eq.STX kg™ a los 8 dias de exposicion
a una densidad de 179,8 cél. ml'. Similares resultados a este Ultimo caso también fueron
alcanzados por Velasquez, Navarro [293], quienes observaron una toxicidad mayor a 800 ug
eq.STX kg luego de 5 a 8 dias de intoxicacion con 50% A. catenella de una dieta equivalente al
2% del peso humedo por mejillén. Los resultados también fueron muy diferentes a lo hallado por
Suzuki et al. [298] para M. galloprovincialis (largo 3-4 cm) en condiciones experimentales
similares a las del presente experimento. En esta oportunidad, el mejillén mostré6 inmediata
presencia de toxinas pasadas las 12 primeras horas de alimentacion con una cantidad fija de A.
tamarense de 30000 cél. dia™ por individuo. La baja tasa de acumulacion estimada en el presente
trabajo (31,2 pug eq. STX kg™ dia™), se deberia al uso de mejillones adultos y de grandes tallas y
a la densidad celular de exposicion sumamente baja, ambos condicionantes de la cinética de
intoxicacion [310,321,319].

De acuerdo a la regresién deducida de los resultados por BR, se estim6 te6ricamente el momento
en el que la toxicidad de los mejillones podria alcanzar el NS, suponiendo continuidad de la
cinética de orden 0. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que esta proyeccién no contempla
posibles cambios o asintotas de la funcién, tal como fue descripta por Navarro, Contreras [316]
como un posible resultado del equilibrio entre la eliminacién y asimilacién de las toxinas en etapa
avanzada de intoxicacion. Ciertamente, el entendimiento de una cinética de intoxicacion y la
variabilidad en la acumulacién de las toxinas, debe considerar procesos fisiol6gicos integrados al
comportamiento de alimentacién del mejillén (filtracién, ingestion y asimilacion) [319]. Como no
han podido ser consideradas en el presente trabajo se espera, para futuras experiencias,

incorporar los aspectos fisiol6gicos necesarios.
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El incremento en la toxicidad de mejillones también fue visible a partir de analisis por HPLC-FLD.
Segun los valores resultantes de esta técnica, los mejillones exhibieron toxicidad superior al NS
luego de 16 dias de intoxicacién, contrastando con lo obtenido por BR. Como se discutié también
en la primera parte del presente Capitulo 2, el método de BR posee un mayor error, sobre todo
en el rango de las concentraciones téxicas trabajado. Es asi como, Ben-Gigirey et al. [295] al
observar este tipo de discrepancias, sugieren que las decisiones de veda deben considerar los
resultados de ambos métodos, siempre y cuando el sistema de salud posea las herramientas

necesarias.

Los resultados de toxicidad por HPLC-FLD describen mayor detalle y contrastan con los
supuestos englobados en una cinética de acumulacion de primer orden [322]: i) no hay
transformacién de toxinas, ii) la tasa de acumulacién es igual para todas las toxinas vy iii) todos
los anélogos son eliminados a la misma velocidad. De acuerdo a lo anterior y en contraposicion
a la linealidad descripta por los resultados de BR, la proporcién de cada analogo respecto al total
de toxinas varié conforme transcurrié el tiempo de experimentacion. En estudios de intoxicacion
de M. galloprovincialis alimentado con A. minutum, observaron que GTX 4 era el unico analogo
que describia una linealidad en su cinética de acumulacién [322]. En el presente experimento,
este anélogo siempre fue predominante por lo que su propio efecto en la toxicidad total podria
enmascarar la toxicidad y dinamica de los analogos encontrados en menor proporcion. También,
la mayor representatividad de GTX 4 es acorde con lo hallado por Morofio et al. [319] para M.
galloprovincialis. Estos autores a su vez indican muy baja cantidad de dcGTX 3 en los tejidos del
mejillén, al igual que lo detectado en este trabajo para M. platensis.

Generalmente, GTX 2 ha sido considerado el analogo con una estabilidad mayor y tiempo de
depuracién mas lento [322,250], también en coincidencia con las depuraciones ex situ descriptas
en el Capitulo 2, primera parte. Acorde a ello, se observé en el presente experimento, un mayor

porcentaje de incremento de este analogo, superado Unicamente por su epimero f GTX 3. GTX
2&3 fueron registrados en mejillones del banco natural (tiempo 0), aunque en cantidades traza,
lo cual puede sugerir un rastro de la floracion detectada en primavera-verano del mismo afio 2016
(Din). Este tipo de observaciones fueron realizadas por otros autores en las regiones de Chile
[323].

A partir de trabajos realizados in situ con la cholga A. atra de golfo Nuevo (Punta Pardelas),
Reyero et al. [294] observaron un perfil toxico contrastante a lo expuesto en la presente
experiencia. Los autores sefalan una relativamente baja proporcion de N-sulfacarbamoilos (6%),
muy baja concentracion de GTX 4 (9,5%) y una alta concentracién de GTX 2 (36,44%). Esta
disparidad en primer lugar puede estar dada por la especie, la cual posee tiempos de retencion,
metabolizaciéon y eliminacion diferentes para cada andlogo. Por otra parte, tratdndose de un
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estudio in situ, la posibilidad de re-intoxicacion esta presente, sobre todo si se tiene en cuenta la
acumulacién de C2 en los bivalvos analizados.

Todos los analogos de TPM hallados en el mejillon estuvieron presentes en el perfil toxico de A.
tamarense/catenella ofrecido como alimento. El perfil de esta microalga fue acorde a lo reportado
por Montoya et al. [250] para la misma especie, quienes informan una gran predominancia de N-
sulfocarbamoilo y dominancia de GTX 4 entre los carbamatos en la mayoria de las cepas. Por
otra parte, y al igual que lo ocurrido en el presente trabajo, los autores reportan una proporcion
mayoritaria del epimero a GTX 3 y menor porcentaje del epimero f GTX 2 en todas las cepas
analizadas. Sumado a lo anterior, la presencia de neoSTX y STX es observada en varias
ocasiones, no solo en cepas cultivadas sino también en muestras naturales de fitoplancton. Los
perfiles con ~50% C 1&2 son coincidentes ademas con los registros de A. tamarense de Mar del
Plata [301,324] y reportes de A. catenella de Chile [324,325] y de Nueva Zelanda [326]. Lo
observado también fue coincidente con lo descripto para A. tamarense de Japon (50% C 1&2 >
GTX 1&4 y neoSTX) [327,298]. Contrario a lo anterior, Reyero et al. [294] describieron para
muestras de poblaciones naturales de A. tamarense/catenella de Punta Pardelas, un perfil con
apenas un 5% de N-sulfacarbamoilos y mayor representatividad de GTX 1. Debe considerarse
que el perfil analizado en el estudio sefialado fue resultante de muestras naturales, pudiendo
diferir de aquellas cepas con varios ciclos generacionales de cultivo, en donde la
representatividad de N-sulfacarbamoilos se ve notoriamente incrementada, entre otros cambios
posibles [250].

En la muestra analizada también se cuantificé dcGTX 2&3. Krock et al. [325] exponen que la
presencia de decarbamoilos es poco comun en cepas saludables y suele ser resultado de un
proceso de degradacion metabdlica tal como lo hallado en bivalvos. Sin embargo, la presencia
de estos analogos ya habia sido sefialada anteriormente para A. tamarense/catenella de la costa
atlantica [301,324].

El tipo de analogos de TPM y su concentracién determinan la toxicidad de la microalga analizada.
La concentracion de toxinas (208,43 fmol cél.”") y la toxicidad de la cepa proveniente de Punta
Pardelas (82,56 fmol eq.STX cél." o 24,71 pg eq.STX cél. 1), en comparacién con A.
tamarense/catenella de diferentes areas de la costa Argentina, fue considerablemente alta
respecto a los registros previos de cepas cultivadas (de 13,3 a 51,3 fmol cél.”" y de 1,81 a 10,3
pg eq.STX cél."), pero coincidente con los parametros estimados para muestras naturales de
fitoplancton (de 68,2 a 92,9 pg eq.STX cél.”" y de 163,9 a 261,4 pg eq.STX cél.”") [250]. La
concentracion y toxicidad halladas en este trabajo también superaron las informadas para cepas
de Mar del Plata (63,2 fmol cél."1 y 9,28 pg eq.STX cél.”), A. catenella de Chile (50,5 fmol cél.”" y
4,65 pg eq.STX cél.”) [324], y para la especie A. ostenfeldii (0,27 fmol cél.”" y 0,66 pg eq.STX
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cél. ') y A. cf. tamarense (18,8 fmol cél.”'). En general, la toxicidad y la concentracién de TPM
estan estrechamente relacionadas con la condicion de las cepas y de cultivo. La reiterada
presencia de neoSTX en A. tamarense/catenella, incluso en concentraciones mayores al 10%,
puede ser uno de los motivos causantes de las altas toxicidades encontradas para esta especie
en su distribucion atléntica [324,301].

La similitud entre los perfiles bivalvo-fitoplancton hallada en el presente trabajo ha sido
encontrada en reiteradas ocasiones. Kwong et al. [308] describen para Perna viridis alimentada
con Alexandrium fundyense, una acumulacion de C2 seguida de una rapida eliminacion,
generando diferentes proporciones de analogos en los tejidos del bivalvo, pero manteniendo
cualitativamente el perfil. Por otra parte, los perfiles del dinoflagelado pueden ser modificados una
vez consumido por el bivalvo. Es comun que en tejidos de mejillones los N-sulfocarbamoilos se
transformen rdpidamente en los analogos carbamatos méas potentes [320,303]. Incluso es
conocida la epimerizaciéon desde los epimeros B (GTX 4y GTX 3) alos isomeros a (GTX 1y GTX
2) [287]. Por otra parte, Carreto et al. [301] sugieren que dentro de los mejillones podria existir
una interconversion entre GTX 1&4 a GTX 2&3 o degradacion y eliminacién rapida de C1 y C2.
Como se discutié anteriormente, también las técnicas de extraccion pueden influir en la deteccién

de N-sulfacarbamoilos.

A partir de los perfiles observados en A. tamarense/catenella, se interpreta una
acumulacién/eliminaciéon selectiva, epimerizaciéon y biotransformacién de las toxinas en el
organismo del mejillén [306]. En primer lugar, los epimeros B predominaron en la cepa del
dinoflagelado, pero en el mejilléon los epimeros a adquirieron importancia. Este proceso también
fue evidenciado en poblaciones naturales de P. magellanicus [328]. También puede haber
ocurrido transformacién de N-sulfocarbamoilos a carbamatos, ya que no se detecté C1,2 en
mejillones, pero si se detecté dcGTX. Se ha sugerido que dcGTX es un producto intermediario
de la conversion de C1,2 del fitoplancton toxico a GTX en el mejillon [287], siendo el resultado de
la conversion enzimatica post-digestiva por carbamoilasa endégena producida por bivalvos
[325,245].

Intoxicacion de la vieira tehuelche A. tehuelchus alimentada con A. tamarense/catenella

De acuerdo a lo observado en el ensayo con la vieira tehuelche, para futuros ensayos deben
tenerse en cuenta algunas modificaciones del disefio experimental, con el fin de disminuir el
estrés de los individuos. Los acuarios transparentes, sumado a un elevado transito de usuarios
en el recinto de trabajo, podria haber generado un estrés constante en las vieiras. Otras posibles

mejoras podrian estar relacionadas con un aumento del volumen de los sistemas y un recambio
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diario del total del agua [289,320]. Sin embargo, para lograr tales dimensiones se necesita mayor
infraestructura y, por ende, mayor produccién de microalgas toxicas.

A pesar de los inconvenientes, un grupo de vieiras pudo ser mantenido durante 14 dias con un
régimen de alimentacion 100% téxica, permitiendo la deteccion de TPM en sus tejidos blandos.
Los resultados reflejaron que la vieira necesité un tiempo similar al observado en mejillones para
bioacumular toxinas en sus tejidos. Pese a ello, la toxicidad medida fue mucho mas baja en
comparacion a lo observado en otros pectinidos bajo experimentacién como es el caso de Pecten
novaezelandiae intoxicada con A. tamarense [329]. Debe resaltarse que la sensibilidad de esta
especie puede variar de acuerdo a su ciclo reproductivo anual y su estado fisiolégico [90,330].
Posiblemente, los individuos extraidos en esta ocasion se encontraban debilitados tras un periodo
invernal de baja calidad y cantidad de alimento disponible en el ambiente. De todas maneras,
futuros trabajos deberan tener en cuenta la posible susceptibilidad de la especie a las toxinas
[239,243]. En algunos casos, las toxinas han generado no solo una respuesta de disconformidad
y rechazo del fitoplancton sino también la paralisis del organismo, como en el caso de Argopecten
ventricosus [320]
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CONCLUSION

El mejillon acumulé TPM en sus tejidos, a pesar de las bajas densidades de A.
tamarense/catenella. Esto podria significar un riesgo para la salud publica si el tiempo de
permanencia del dinoflagelado fuese el suficiente. M. platensis demostr6é una alta capacidad de
bioconversion de las toxinas, de acuerdo a la evidente transformacién de los perfiles téxicos en
el tiempo. La presencia de dcGTX 3 podria ser sugerida como indicador de una reciente
exposicion a A. tamarense/catenella. Sumado a lo anterior y a lo observado en la primera parte
del Capitulo 2, se refuerza la hipétesis de que la proporcion entre los epimeros o/ de GTX 1&4
y GTX 2&3 podrian ser indicadores del momento de depuracién o intoxicacién de bivalvos.
Teniendo en cuenta la diferencia encontrada entre los valores de toxicidad obtenidos por HPLC-
FLD en comparacion con BR, se reafirma la importancia de aplicar las técnicas analiticas durante
el monitoreo de las TPM en la provincia del Chubut.

A partir de lo presentado en el presente estudio se espera seguir desarrollando la experimentacion
para el conocimiento de la cinética de intoxicacion por TPM de bivalvos expuestos a alimento
téxico. Futuros estudios deberian ademas adaptar y optimizar los experimentos para su aplicacion
en la vieira A. tehuelchus, especie que podria presentar mayor susceptibilidad ante las TPM.
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TERCERA PARTE

Aplicabilidad del Quitosano en la depuracién de TPM de bivalvos. Intoxicacion y
depuracion de Mytilus chilensis alimentado con Alexandrium catenella

INTRODUCCION

En muchos paises como la Argentina los recursos marinos son explotados casi en su totalidad a
través de la extraccion directa. La acuicultura como mecanismo productivo, con sostenibilidad
comercial es, sin embargo, un eslabdn fundamental en la economia regional y nacional de paises
como Chile. En este contexto, la inocuidad, la calidad y el precio de los productos, entre otros,
pueden verse vulnerados por eventos de contaminacién en el ambiente marino como aquellos

consecuentes de las FAN.

La acuicultura de bivalvos en Chile se desarroll6 de manera progresiva, comenzando con
producciones experimentales a pequeia escala. Debido a que la industria pesquera significaba
un mayor rédito econdémico, la actividad progres6 lentamente [73]. En el afio 1960 se realizan los
primeros estudios en moluscos bivalvos, en particular relacionados al cultivo de la ostra chilena
Ostrea chilensis. Al afno siguiente comienza el desarrollo de la mitilicultura como actividad
organizada, iniciandose con el cultivo del mejillon o chorito chileno Mytilus chilensis (Hupé, 1854)
[331]. En 1975 se establece la primera estacion extensiva, momento a partir del cual se registra
un notorio incremento en la creacion de centros de cultivo, alcanzando alrededor de 120
estaciones para el afno 1981 [73]. En este periodo también se registra la creaciéon de planes de
desarrollo y el establecimiento de instituciones, cuyo objetivo comprendia la investigacion en el
area de acuicultura (Instituto de Fomento Pesquero, IFOP) y la apertura a los mercados
internacionales [1]. Hacia finales del 2003, el estado ya llevaba invertido 50 millones de dolares
en proyectos vinculados al sector acuicola [1]. Para el afno 2008, el area productiva de bivalvos
alcanzaba un rendimiento 6ptimo, con abundante oferta de semilla, una gran producciéon de
engorde y un aumento en el valor de las exportaciones. En la actualidad, la acuicultura en Chile
sigue siendo fomentada por el gobierno nacional. En ese marco se cuenta con financiacion como
por ejemplo el “Consorcio Tecnolégico para la acuicultura Oceanica”, dentro de Programas
Tecnoldgicos Estratégicos llevados adelante por la Corporacion de Fomento de la Produccion
(CORFOQO) con hasta 6 mil millones de pesos de soporte econémico [332].
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El mejillon M. chilensis es una especie nativa de Chile que se distribuye desde la zona central del
pais (~ 38°S) hasta el sureste patagoénico (~ 53°S). No solo es importante econémicamente sino
también tiene relevancia en términos ecolégicos [333]. Tal como la mayoria de las especies de la
familia Mytilidae, el mejillon posee abundante produccién de biso lo cual beneficia la aplicacion
de técnicas tradicionales de acuicultura. A su vez, es muy eficiente filtrador, exhibiendo rapido
crecimiento y alto porcentaje de carne/peso total [73].

El sur de Chile posee caracteristicas de vital importancia para el desarrollo de actividades de
acuicultura. La zona de la X Regién (en donde se encuentra Chilo€) presenta formaciones
geomorfolégicas con numerosas bahias resguardadas del viento y estuarios [334,335]. Las
bahias poseen un ambiente predominantemente marino con promedio anual de salinidad de 29,9
ups (min. 24 y max. 33 ups) y una temperatura media de 11,8°C (min. 10 y max. 17,5 °C). Por
otra parte, los estuarios se caracterizan por altas fluctuaciones anuales de variables ambientales
como la salinidad (promedio 24; min. 13 y max. 30 ups) y la temperatura (promedio 13,4; min. 9
y max. 19 °C) [73].

La produccion de la X Regién es de gran importancia para Chile. En el afio 2002, las extensiones
cultivadas alcanzaban 17 mil hectareas (incluyendo salménidos y algas), en las que se produjeron
500 mil toneladas de bivalvos (400 mil destinadas a exportacién) lo que representé un 95% de la
produccion total del pais. Del total producido en la region, 50 mil toneladas correspondieron
unicamente a mejillones [1]. Las provincias de Chiloé y Llanquihue poseen la mayor cantidad de
concesiones para el cultivo de mejillones y otras especies de mitilidos, concentrandose en Chiloé
el 81% de la produccién total de la region [335]. La extensién cultivada en este sector abarca el
99% tanto de centros en operacion como de actividad de cosecha [336]. El 56% de los centros
de cultivo se encuentra en la Isla de Chiloé, el 25,7% en Calbuco y Puerto Montt y el 18,3%
restante distribuido en diversos lugares de la X Region [335].

Interaccion de la miticultura con el medio ambiente.

Los cultivos intensivos pueden generar alteraciones en su entorno marino, tanto en relacién a los
ciclos biogeoquimicos de nutrientes como a los ciclos biolégicos-ecoldgicos. Asi por ejemplo,
altas densidades de larvas de bivalvo pueden promover el cambio de perfil fitoplancténico,
producto de la seleccion trofica y masiva [5]. Este cambio significa un aumento en la fragilidad del
ecosistema acuatico lo que puede volverlo aun mas susceptible a eventos naturales como las
FAN. En el territorio chileno pueden darse 3 tipos de floraciones téxicas: las TAM, TDM y TPM.
En particular, la produccion y comercializacion de bivalvos en Chile como en otras partes del
mundo, es especialmente susceptible a las FAN productoras de TPM [337].
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En Chile se ha reportado a A. catenella como la especie mas importante responsable de la
produccion de TPM e intoxicacion de moluscos bivalvos [338,339]. A. catenella fue registrada por
primera vez en 1972 en el Estrecho de Magallanes y desde entonces se conoce su distribucién
desde los 43%44°44’ a 55°55’ S [340,325]. Las floraciones comienzan en la zona costera durante
los meses de enero a marzo y declinan a mediados de abril; a su vez, en el norte del pais, pueden
sucederse FAN bianuales. Estos eventos son altamente dependientes de los bancos de quistes
en los sedimentos y su dispersion, acumulacion y duracion estaran directamente relacionadas
con los vientos predominantes durante dicho periodo [341]. Se cree que la frecuencia y el patron
de dispersion se podrian estar modificando [340,325].

A partir del afio 2005, de acuerdo al Reglamento de Plagas Hidrobiol6gicas (REPLA) (D.S.
MINECON N©° 345/2005), A. catenella fue declarada plaga [323]. Por la presencia de TPM y las
otras toxinas marinas, SERNAPESCA (Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura) implementé una
serie de procedimientos y programas tendientes al control sanitario de productos marinos con
exposicion a contaminacion. En este marco, el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos
(PSMB) (1989 para exportacion a Estados Unidos y 1995 para la Union Europea) lleva adelante
el monitoreo de contaminacion en las areas de extraccion y se encarga de los analisis de
contaminantes (incluidas las biotoxinas) en productos elaborados previo a la exportacién. A través
de este programa también se ha elaborado la clasificacién de zonas de produccién en bancos
naturales y la gestion de centros de cultivo autorizados para la extraccién y comercializacion a
mercados normalizados. Actualmente, el programa se ve regulado por los Reglamentos (CE) N¢
854/2004, N° 853/2004, las Decisiones 2003/804/CE y 2004/623/CE, y sus modificaciones.
Complementario a este programa, también coordinado por SERNAPESCA, existe el Programa
de Control de Producto Final que tiene como objetivo certificar la inocuidad del producto a
exportar. Por otro lado, desde la década de los '90, el Programa de Monitoreo de la Autoridad
Sanitaria Regional (SEREMI), coordinado por el Instituto de Fomento Pesquero, tiene como
objetivo evitar el riesgo de intoxicaciones humanas por consumo de moluscos bivalvos expuestos
a biotoxinas [337].

La presencia episédica de biotoxinas en los bivalvos por encima de los limites regulatorios es un
problema crénico que requiere el cierre prolongado de areas cultivo y bancos naturales de
produccion de mariscos. Estas medidas, necesarias a menudo, resultan en pérdidas econémicas
significativas para la industria de la acuicultura [314,342]. En el afio 1972, a raiz de un evento de
FAN, Chile afront6é una disminucién del 71% en la cosecha de cholga y del 59% en la de mejillén,
respecto del ano precedente. Ello equivalia a una pérdida econdémica de 1 millén de dblares [73].
En el afno 2016, la produccion y provisiones de mejillones se vieron nuevamente amenazadas por
las fuertes FAN, momento en el que la produccion disminuy6 en un 2,3% [343,7]. A pesar que
hacia la segunda parte del mismo afio la produccion habia logrado recuperarse, las exportaciones
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reflejaron una reduccion a 67400 toneladas en relacion a las 69700 producidas en 2015 (3,3%
menos) [8]. Luego de este evento, ya para finales del 2017, Chile parece haber recuperado su
productividad [344].

La presencia de biotoxinas en Chile, ademas de representar una amenaza para la economia
regional, es un riesgo directo para la salud humana. Durante las tltimas tres décadas, cientos de
personas han sido afectadas por consumo de bivalvos con TPM; incluso, se conocen 25 casos
en los que la intoxicacion resulté ser fatal [325]. Por otra parte, las biotoxinas también pueden
afectar la fisiologia y metabolismo de los bivalvos intoxicados, por lo que estos aspectos han sido
ampliamente estudiados. En mejillones M. chilensis alimentados experimentalmente con A.
catenella se observé que la tasa de absorcion disminuia al comienzo de la exposicién, pero
lograba recuperarse a valores normales conforme avanzaba el periodo de intoxicacién. Ademas,
se describié un incremento rapido de la toxicidad en los primeros dias de intoxicacién, alteracion
en la filtracidn, inhibicion de la ingesta y aumento de las tasas de excrecion [314,316,315]. Se ha
sefalado también que los bivalvos expuestos continuamente a TPM pueden desarrollar la
capacidad de aprovechar la microalga téxica como fuente de nutrientes [316].

En los ultimos afos, se ha acentuado el interés por mantener la calidad alimenticia de los
productos marinos con especial atencién en la evaluacién de biotoxinas [345]. En primer lugar,
se han ido perfeccionando diferentes métodos de deteccidn y cuantificacion que aumentaron la
precision de los resultados y permitieron la descripcién de nuevas biotoxinas. En segundo lugar,
se ha presentado la necesidad de re-examinar diferentes métodos de remocion de biotoxinas
como una alternativa paliativa a la problematica [5,337]. Diferentes estrategias se han sugerido,
entre ellas: la detoxificacion por transferencia hacia aguas limpias, lo cual implica altos costos de
operacion [346]; la disminucién de toxicidad por hervido o coccion al vapor [347,348], que incluye
tratamientos muy discutidos al considerarse toxinas termoestables como las TPM [349] y
tratamientos térmicos en combinacién con cambios de pH [346,350]. Dentro de las limitadas
alternativas para la remocion de biotoxinas de bivalvos, se destaca la aplicacion de quitosano
(QNO) como un posible facilitador [351].

Quitosano como facilitador en la depuracion de TPM de bivalvos

ElI QNO, derivado de la quitina, es un biopolimero basico muy abundante en la naturaleza que se
puede encontrar por ejemplo en el exoesqueleto de crustaceos, insectos y moluscos [352]. Su
estructura de cadena polimérica, muy similar a la de la celulosa, esta constituida por las moléculas
D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina (Figura 29). La proporcién de ambas moléculas puede
variar en el compuesto segun el grado de desacetilacién, determinando las diferentes
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caracteristicas y propiedades del QNO [353,352]. Es asi como la solubilidad, biodegradabilidad,
reactividad y adsorcién de sustratos estard condicionada por la cantidad de grupos amino
protonados en la cadena polimérica [353].

CH3

OH
o=
s 0 NH ,
HO 0 HO o
L0 HO 0
- 0 NH; 0
OH OH

Figura 29. Estructura molecular del QNO poli[3-(1-4)-2-amino-desoxi-D-glucopiranosa] (Figura modificada
de de Alvarenga, 2011).

En estado sélido, el QNO es un polimero semicristalino [354] pero, a diferencia de la quitina, su
estructura de mas del 50% [355] a 60% acetilacion [352], es soluble en &cidos organicos acuosos
y actia como un catién polielectrolito [355]. En estas condiciones, cuando el grupo amino (de pKa
de 6,2 a 7) es completamente protonado en acidos con pKa menores a 6,2 (por ejemplo acidos
aceético, nitrico, perclérico, fosférico, entre otros) el compuesto se hace soluble formando una sal
con el 4cido [352,353]. Otros factores como por ejemplo el peso molecular, la temperatura y el
procedimiento de produccion del polisacérido pueden influir en la cantidad de grupos aminos
expuestos en la molécula y, por tanto, determinar también la capacidad de disolucién y sus
propiedades [352]. Se han documentado, ademas, técnicas de purificacién del compuesto que
permiten la solubilidad completa en agua, sin presencia de un &cido [356].

La descripcion del QNO y su caracterizacion comienza ya en los afios '60 siendo descripto como
una “quitina modificada”, de estructura y propiedades variables [352]. El estudio del compuesto y
el interés por el QNO fue incrementando sobre todo a partir de los afnos '70 frente a la necesidad
de darle uso a los residuos de la industria pesquera [357]. Los subproductos de pesca,
exoesqueletos de los crustaceos como son los descartes de la industria camaronera, ofrecen la
posibilidad de reutilizarlos como materia prima [358]. Actualmente, la produccion de QNO
comercial es muy acotada, obteniéndose principalmente de los exoesqueletos de cangrejos y
camarones. Dada la diversidad de fuentes de quitina y el estado de organizacién en su estructura
sélida, las cualidades del QNO comercial no son uniformes y causan muchas dificultades durante
las transformaciones o modificaciones quimicas. El costo de extraccion es otro problema

particular, pobremente desarrollado hasta el momento [354]. En paises como Estados Unidos y
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Japon este producto es producido de manera rentable para la industria [359]. En otros continda
siendo un recurso de gran potencial comercial, en particular considerando los desperdicios de la
industria pesquera, especialmente si se incluye, por ejemplo, el recupero de pigmentos y
carotenoides (astaxantina) [358] que se utilizan como aditivos en la industria salmonera [359,360].

Hoy en dia las aplicaciones del QNO son muy amplias y se pueden clasificar segun su utilidad en
diferentes ramas como la medicina, farmacologia, tecnologia molecular, entre otras
[359,353,354]. La amplia variedad de sus funciones se correlaciona con un alto nimero de
productos en el mercado y para cada aplicacion existen distintos grados de pureza y variedades
de formatos de comercializacion [360]. A pesar de su versatilidad, el QNO ha sido pobremente
estudiado en cuanto a su interaccion con sistemas biol6gicos vivos. Es catalogado como un
producto de nula o escasa toxicidad, siendo este un aspecto controversial y poco desarrollado
[361,362]. Aun es carente la informacion referente a la biodegradabilidad in vivo del compuesto
en diferentes arreglos estructurales [362], pero hay evidencias de un desacople de la molécula
via catabolismo biol6gico [363].

De acuerdo a la bibliografia, el modo por el cual el QNO es preparado y aplicado es variable. Para
ser utilizado como floculante de microalgas fue tratado con acido acético al 1% y a una proporcién
de 0,5 % (w/w) obteniendo una solucién viscosa a pH de 3,5 [364]. Badawy [365] utilizan la
proporcion 100 mg en 100 ml de &cido acético 1%. Dima et al. [366] detallan una serie de
diluciones en acido acético al 1%, sugiriendo una maxima de 5 g I''. Nuevamente, las
proporciones que soporte la solucién seran determinadas por el grado de desacetilacion del
producto utilizado y su calidad intrinseca.

Xie et al. [351] describen la cinética de depuracion de la ostra Ostrea rivularis intoxicada con A.
minutum en condiciones de laboratorio, utilizando QNO como facilitador. En este trabajo, los
autores afirman que la presencia del polisacarido actué mejorando y disminuyendo los tiempos
de depuracion, no solo en presencia de alimento sino también Unicamente en disoluciéon en agua
de mar sin microalgas. Las condiciones de experimentacién no son precisas ya que los autores
no describen la densidad de ostras tratadas con 0,05 g I" de QNO, el método por el cual
controlaron la concentracién constante del compuesto, la razén por la cual se seleccion6 la
concentracion ensayada ni el método por el cual se suministré el QNO. A pesar de la

incertidumbre, la propuesta constituye en si misma una alternativa alentadora.

Como hipétesis de este capitulo se considerd que el agregado de QNO en el agua produce una
disminucion de los tiempos en la depuracién de TPM de mejillones intoxicados. Se asumié que,
durante el periodo de intoxicacion, los pardmetros fisiolégicos responderian de forma similar a
experiencias previas, evidenciando la capacidad de aclimatacion a la exposicion de

dinoflagelados téxicos y al aprovechamiento de éstos como alimento.

125



En el marco de la hipétesis planteada, el objetivo general es evaluar los efectos del QNO en la
velocidad de depuracién de mejillones intoxicados con TPM de forma experimental. Ademas, se
propone estudiar durante el periodo de intoxicacién, la capacidad de acostumbramiento del

mejillén al fitoplancton téxico ofrecido como alimento.
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MATERIALES Y METODOS

Las actividades desarrolladas en el marco de esta parte del capitulo se llevaron a cabo en
colaboracién con el equipo de trabajo dirigido por el Dr. Jorge Navarro, en el Laboratorio de
Ecofisiologia Energética del Instituto de Ciencias Marinas y Limnoldgicas de la Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile.

Sitio de muestreo

Los mejillones se recolectaron de la estacion de maricultura perteneciente a un productor
particular. El establecimiento se ubica en Quellén Viejo, Chiloé, X Region, Chile (43°08'22.8"S
73°39'29.4"0).

El centro de cultivo esta compuesto por 8 trenes, cada uno con 12 cuerdas madres (long-lines)
de 100 m (Figura 30). De cada una de ellas cuelgan aproximadamente otras 150 cuerdas de 8
m, longitud suficiente para no sobrepasar la profundidad fética propia de una zona cultivada (en
zonas de alta densidad de cultivo la zona fética tiene menor profundidad a causa del efecto
sombra de las lineas). Estas cuerdas sostienen a los mejillones fijados y poseen un sistema de
flotabilidad por boyas ubicadas cada 2 m de distancia. El sistema de trenes comienza a los 15 m
de la linea de costa y se extiende por 30 m de distancia. Las semillas utilizadas de este
establecimiento provienen de Puerto Montt.

Figura 30. Centro de cultivo en Quellon Viejo (Chiloé, X Regidon, Chile) donde se aprecia la gran cantidad
de long-lines.
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Recoleccion y acondicionamiento de mejillones

La recoleccién de mejillones se realizé durante los dias 11 y 13 de octubre de 2017. Se colectaron
individuos de diferentes tallas directamente de long-lines de 2 anos de antigliedad (Figura 31) y
del centro de encordado (Figura 32). Las condiciones ambientales en el sitio al momento de
cosecha fueron: temperatura 11,2 °C, oxigeno disuelto 10,15 mg/l, pH 8,23 y salinidad 30,2 ups.

Figura 31. Maniobra de manipulacién de long-lines y recolecciéon de mejillones.

Figura 32. Estacion de encordado flotante. Puede apreciarse el monticulo de semilla de 6 meses de

antigliedad.
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Para separar los mejillones de la linea, se prestd particular atencion en no lastimar la glandula
del biso, por lo que se mantuvieron unidos como un conjunto de individuos. Los aglomerados
fueron trasladados en seco dentro de conservadoras plasticas hasta un puesto en tierra en donde
fueron procesados y acondicionados para su posterior transporte hacia el Laboratorio de
Ecofisiologia Energética en la ciudad de Valdivia, Chile. El acondicionamiento consté de la
separacion de cada individuo utilizando tijeras a fin de cortar el biso evitando la laceracién o
extraccion de la glandula. A continuacion, fueron medidos utilizando un calibre y seleccionados
de acuerdo a las tallas: ~200 mejillones de 5,10 + 0,06 cm para la experimentacién y 51 de tallas
entre 1,25 a 6,80 cm para la construccién de la curva talla-peso seco. Estos ultimos fueron
congelados a -20°C y mantenidos en bolsas plasticas hasta el momento de su procesamiento en

el laboratorio.

Los mejillones destinados a experimentacién fueron limpiados de sedimentos y epibiontes
utilizando agua de mar a la temperatura del sitio de colecta. Para el transporte hasta la ciudad de
Valdivia, fueron colocados en conservadoras plasticas, humedecidos con agua de mar vy
mantenidos a 12,2 °C utilizando packs de hielo. En dos momentos del traslado, la conservadora
fue llenada con agua de mar del sitio de colecta (T = 12,2 °C, salinidad = 30,9 a 31 ups) y se aire6
durante ~3 h utilizando un sistema de aireacion ATMAN AT-703 (Figura 33). Luego, se desagotd
el agua y se continu6 el traslado en humedo.

Figura 33. Conservadora de transporte con aireacién. Los mejillones fueron mantenidos en las mismas
condiciones de colecta. En la foto de la derecha se puede apreciar el buen estado de los mejillones,

indicado por la apertura de sus valvas y extension del manto.
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Una vez arribados al laboratorio, los mejillones fueron colocados en una cubeta plastica de 30 |
con agua de mar filtrada a 1 um y salinidad de 30 ups. Durante el periodo de aclimatacion la
temperatura fue mantenida a 13 °C utilizando un enfriador de agua automatizado (Figura 34).
Diariamente, se realizé un recambio del 40-60% del volumen de agua, momento en el cual se
procedié a retirar las heces y pseudoheces del fondo mediante un sistema sifon. Diariamente, los
mejillones fueron alimentados con Isochrysis galbana en proporciones que no generaran estimulo
para el desove. El periodo de aclimatacién se prolongé durante 12 dias, a fin de eliminar los
individuos que mostrasen sefales de debilidad o defectos fisioldgicos.

Figura 34. Cubetas de aclimatacion.

Curva de tallas en relacion al peso seco

La construccion de una curva de talla/peso seco permite estimar el peso seco de los mejillones
bajo experimentacién y de esta manera realizar un calculo preciso de la proporcién de alimento
a ofrecer por dia. Para tal fin, los mejillones fueron descongelados, ordenados segun talla,
medidos nuevamente, abiertos y escurridos del exceso de liquido (Figura 35). Posteriormente los
tejidos humedos se separaron para registrar el peso humedo y luego de secar a 100 °C por 24 h,
se registrd el peso seco.
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Figura 35. Mejillones seleccionados y ordenados de menor a mayor.

Calculo de la dieta téxica, dieta control y concentracion de QNO disuelto

La cantidad de alimento suministrado diariamente a los mejillones fue del 3% de su peso seco,
valor estimado en base a la tasa tedrica en bancos naturales (4% del peso seco por dia) [73]. De
acuerdo a ello y considerando la curva talla/peso seco, se proporcionaron de microalgas 12,69
mg dia™ por individuo. La dieta control fue de 100% de /. galbana mientras que la dieta toxica
simulé condiciones representativas de eventos de TPM previamente registrados en el sur de Chile
[239]: 30% de I. galbana'y 70% de A. catenella. En ambos casos el alimento se prepard en un
volumen final de agua de mar de 10 |, utilizando los siguientes pesos (obtenidos en experimentos
anteriores) para cada especie: 0,0310 mg para 6194 células de A. catenellay 0,1434 mg para
4787616 células de 1. galbana.

La microalga tdxica se obtuvo de un cultivo monoclonal, no axénico, de A. catenella cepa Coldita
(de aqui en adelante se utiliza esta denominacién de acuerdo a la utilizada en el laboratorio de
trabajo). Esta cepa fue aislada en el 2011 de la Isla Coldita (sur de Chiloé, X Region), por el
Instituto de Fomento Pesquero (Fisheries Development Institute, IFOP). El dinoflagelado fue
cultivado en agua de mar filtrada a 0,45 pm, con una salinidad de 30 ups y enriguecida con medio
de cultivo L1. Las condiciones de mantenimiento se fijaron en 14 °C y fotoperiodo 14/10 h
luz/oscuridad [239]. La microalga no toxica I. galbana correspondié al clon T-ISO cultivado en
agua de mar filtrada a 0,45 ym con una salinidad de 30 ups y enriquecida con medio de cultivo
f/2. El cultivo se mantuvo en condiciones de 25 °C y fotoperiodo 14/10 h luz/oscuridad. Ambas
especies de microalga fueron cosechadas en el momento en que el cultivo se encontraba en fase

exponencial de crecimiento (Figura 36).
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Figura 36. Izquierda: cultivo de A. catenella. Derecha: cultivo de /. galbana.

Para la determinacion de TPM en la dieta, un cultivo de A. catenella con densidad de 10541 cél.
ml-' fue filtrado por 5 filtros GF/C de 47 mm de didmetro previamente lavados con agua destilada
y secados a 100 °C por 24 h. Los filtros con muestra fueron luego mantenidos a -20 °C hasta el

momento de su analisis.

El QNO utilizado durante el periodo de depuracidén fue un reactivo de calidad analitica, peso
molecular medio y 75-85 % de desacetilacién, marca SIGMA-ALDRICH Lote STBH0024. La
dosificacion del QNO fue estimada de acuerdo a la talla de los individuos bajo experimentacion,
como el 15% del peso seco, lo que correspondié a 63,45 mg dia’ de QNO por individuo. La
solucion se preparé al 0,2 % p/v (0 5 % v/p [366]) en acido acético 1 % v/v. Esta concentracion
fue la maxima posible por unidad de volumen del &cido, alcanzada en pruebas previas al
experimento. Cada dia se prepar6 el volumen correspondiente al total a utilizar (63,45 mg x N°

de individuos expuestos).

Intoxicacion y acumulacion de TPM en mejillones alimentados con A. catenella

Acuarios de 9 | de capacidad fueron llenados con 5 | de agua de mar filtrada a 1 um, de salinidad
30 ups, aireacién constante y mantenidos a 13 °C. En cada uno de 5 acuarios (réplicas) se
colocaron 11 mejillones que recibieron la dieta toxica. En cada uno de otros 5 acuarios (réplicas
control), se colocaron 5 mejillones que recibieron la dieta control. Las dietas fueron distribuidas
en los diferentes acuarios utilizando bombas peristalticas Masterflex, a un flujo de 1,4 ml/min para
lograr mantener un flujo constante de alimento (Figura 37). Cada 48 h se realizd un recambio de
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agua del 40-60 %, momento en el que, ademas, se extrajo la materia organica sedimentada
(heces y pseudoheces) a través de un sistema sifon. En caso de detectarse mortalidad de algun

individuo, se procedié a retirarlo del acuario y luego se realiz6 un recambio total de agua.

El periodo de intoxicacién se extendid durante 20 dias. Para los analisis de toxinas se
seleccionaron solo las réplicas control y tratamiento N° 3, 4 y 5. Al comienzo del experimento se
extrajo 1 mejillon de cada réplica control para la concentracion de TPM inicial. Luego, en los dias
5, 10 y 20, se extrajo 1 mejillon de cada réplica con dieta téxica para evaluar la acumulacién de
toxinas. En cada instancia, se determiné primeramente la tasa de aclaramiento de cada mejillén
extraido, luego se registré la talla, se separé la valva y se tomé el peso himedo de tejidos blandos.
Por ultimo, los tejidos blandos fueron mantenidos a -20°C para el posterior andlisis de toxinas.

Figura 37. Sala de experimento con los acuarios distribuidos debajo de las bombas peristalticas.

Experimentos de alimentacion
Tasa de aclaramiento

La tasa de aclaramiento (TA) (I h''ind.™) representa el volumen de agua liberado de particulas
por unidad de tiempo. Se determin6 usando un sistema estatico, en el cual la disminucién en la

densidad de células de algas en el acuario experimental se monitored en relacion con el tiempo
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[367] a los 0, 5, 10 y 20 dias de intoxicacion. El calculo de la tasa de aclaramiento se realizé
segun Coughlan [368].

De cada una de las 5 réplicas control y tratamiento se seleccion6 un individuo y se limpi6 de toda
adherencia a las valvas, incluyendo el biso que fue retirado en su totalidad utilizando tijeras. Este
proceso fue realizado suavemente, en corto tiempo y en una sala a 15°C a fin de evitar la
estimulacion de desove. A continuacién, cada individuo fue colocado en un acuario plastico
correspondiente a su numero de réplica, con 1,5 | de agua de mar en las mismas condiciones que
las de experimentacion. Se tuvo especial atencién en cuanto a la aireacion, de forma de evitar
sobre-estimulacion del individuo bajo estudio (Figura 38). La dieta fue suministrada manualmente
utilizando pipetas graduadas, manteniendo una concentraciéon constante de 2 mg I vy
conservando las proporciones 70% A. catenella'y 30% I. galbana para la dieta toxica 'y 100% /.
galbana para la dieta control. Ademas, se contd con un acuario sin bivalvos, utilizado como control

de la divisién y sedimentacién celular.

Cada 30 min durante 3,5 h se tom6 una muestra de ~20 ml de agua de cada acuario, utilizando
una pipeta sumergida a media agua. Cada muestra fue inmediatamente medida en un contador
de particulas “Z2 Coulter Particle Count and Size Analyzer” - Beckman Coulter, equipado con una
apertura de tubo de 100 um. Una vez registrado el valor de concentracidn celular, se devolvié el
volumen retirado a su correspondiente contenedor experimental. Segun los valores arrojados en
cada medicion se calculé el volumen de alimento a agregar a cada acuario a fin de mantener la
concentracion de 2 mg I constante. Al finalizar la prueba fisiolégica, aquellos mejillones no
utilizados en los analisis de toxinas fueron sacrificados para determinacion del peso seco de los

tejidos blandos.
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Figura 38. Experimento de TA. Arriba a la izquierda se muestra el contador de particulas. Debajo a la
derecha un mejillon durante la experimentacion donde se puede notar la rapida produccién de heces.
Debajo a la izquierda y arriba a la derecha se observa el emplazamiento del experimento.

Eficiencia de absorcion

La eficiencia de absorcion (EA) se estim6 determinando el contenido organico e inorganico del
alimento y de las heces, siguiendo el método de Conover [369]. En los dias 0, 5, 10 y 20 del
periodo de intoxicacion se recolectaron las heces del fondo de cada uno de los acuarios (5
réplicas control y 5 con dieta tdxica) con la ayuda de una micropipeta. Cada colecta se filtrd
individualmente por un filtro GF/C de 25 mm de diametro y se enjuagé con formiato de amonio
isotonico para disolver sales y no sobreestimar la pesada. Cada filtro habia sido previamente
lavado con abundante agua destilada, secado por 24 h a 100 °C, calcinado por 3 h a 450°C y
pesado. Una vez utilizado, el filtro con la muestra se sometié a la misma secuencia de secado,
calcinado y pesado. La fraccidén organica e inorganica de cada muestra se obtuvo por diferencia
de pesos antes y después de la calcinacion. Igual procedimiento se realiz6 para la dieta tdxica
utilizando filtros GF/C de 47 mm de diametro (3 réplicas). El porcentaje organico de la dieta control
se tomo de los datos histéricos de la cepa del laboratorio como 83,5 + 4% [321].
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Tasa de absorcion

La tasa de absorcién (Tab) (mg org. h' ind.”) representa la cantidad de alimento ingerido por
unidad de tiempo por individuo. Se estim6 como el producto de la TA y la fraccién organica del

peso total de la dieta ofrecida.

Depuracion de TPM en mejillon, utilizando QNO como facilitador

Finalizada la etapa de intoxicacion, los mejillones se mantuvieron sin ofrecimiento de ningun tipo
de alimento durante un dia, para permitir la evacuacién de células no asimiladas del tracto
digestivo. Posterior a ello, los individuos que habian estado expuestos a la dieta téxica, fueron
redistribuidos a nuevos acuarios para comenzar la etapa de depuracion. Las condiciones de
temperatura, salinidad y aireacion fueron iguales a las de la etapa de intoxicacion, sin embargo,
el volumen de cada acuario se incrementé a 8 | finales para evitar desbalances abruptos de pH.
En cada uno de 3 acuarios (réplicas) se colocaron 4 individuos destinados a un tratamiento de
agua enriquecida con QNO. A su vez, otros 3 acuarios (réplicas) con 3 mejillones se reservaron
como control, por lo cual no recibieron ningun aditivo en el agua de mar. Durante esta etapa, los

mejillones no fueron alimentados.

La solucion de QNO fue suministrada de forma manual a cada réplica, utilizando una pipeta
graduada. Para evitar un marcado descenso de pH, el volumen correspondiente fue dosificado
en partes iguales en tres momentos diferentes del dia (mafana, medio dia y tarde).
Paralelamente, se midié el pH antes y después de cada dosis utilizando el pHmetro Orion 5star,
Thermo Scientific. Diariamente, se realizé un recambio del 100% de agua de cada acuario a fin
de evitar la acumulacién de QNO. El periodo de depuracion se extendié por 20 dias, considerando
el dia 0 la primera dosis de QNO (no se considera el dia sin alimento entre medio de los momentos
intoxicacion/depuracién). En los dias 5, 10 y 20, se extrajo 1 mejillon de cada réplica, tanto del
control como de las tratadas con QNO. Por cada mejillén se registr6 la talla, se separ6 la valva 'y
se tomo el peso del tejido humedo. Luego, el material humedo fue mantenido a -20°C para el

posterior analisis de toxinas.

Anélisis de TPM por HPLC-FLD

Los analisis quimicos se realizaron a modo de servicio técnico en el Instituto de Fomento
Pesquero en Punta Arenas, Chile. El perfil toxico de las muestras de fitoplancton y de mejillones
se analizé mediante HPLC-FLD siguiendo las técnicas descriptas por Franco, Fernandez-Vila
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[370]. El limite de deteccidn de la técnica utilizada varié de acuerdo al analogo analizado desde
0,002 a 0,2 pg ml.

La identificacién y cuantificacion de TPM fue realizada en un cromatégrafo liquido Shimadzu LC-
10ADvp, equipado con horno de columna CTO 10-10 Avp a 35°C, con detector de fluorescencia
(CL-FL). Una columna Inertsil ODS-3 C18 (150 x 4,6 mm ID, 5 micras) (GL Sciences Inc., Japdn)
fue utilizada para confirmar la presencia de GTX, dcGTX y C en los estandares y en las muestras,
mientras que una columna Licrosphere 100 RP-18 (12,5 x 4 mm ID, 5 m) (Merck) se usé para la
separacion de STX, neoSTX y dcSTX. El primer eluyente isocratico para la separacion de STX,
neoSTX y dcSTX, aplicado a un flujo de 1 ml min™', consistié en 94% 1 mM de octano sulfonato
de sodio (OSA) en 10 mM de acido fosférico (HsPOs4) y se ajusté a pH 7,2. Se le afiadi6 acetonitrilo
hasta obtener un 6%. El segundo eluyente isocratico para separar las GTX y dcGTX, aplicado a
un flujo de 0,8 ml min', consistié6 en 1,5 OSA en 10 mM de HsPO, y se ajusté a pH 7,0. Para
separar las toxinas C, se utilizé un tercer eluyente a un flujo de 0,8 ml min™ que consistié en 2
mM de tetrabutilamonio fosfato en 10 mM HsPOs4 y se ajusté a pH 6,0. Todas las soluciones
acuosas fueron ajustadas a pH con 0,5 M de hidroxido de amonio (NH4OH). Para la reaccion de
oxidacion y acidificacion postcolumna, los reactivos fueron afnadidos mediante dos bombas de la
Serie | LabAlliance. La reaccidén de oxidacién se llevé a cabo en una bobina de teflén (10 m, 0,5
mm DI) a 65°C usando 0,5 ml min"" mM de &cido 7,0 periédico y 50 mM HzPQO4 solucién acuosa,
la cual se ajust6 a pH 9,0 con 5 M de hidréxido sodico (NaOH). El efluente se acidificé con 0,5 ml
min™' 0,5 M de &cido acético. Los derivados de la toxina fluorescentes se detectaron con un
detector espectrofluorométrico Shimadzu RF-551, equipado con una lampara de 150 W xenén
(Ushio), una celda de flujo de 12 |, con longitud de onda de excitacion de 330 nm y emisién a 390
nm (15 £ 5 nm ancho de banda) y una relacién sefal ruido de 3.

Los estandares fueron adquiridos en el CNRC-NRC. Las muestras fueron analizadas
cuantitativamente comparando sus tiempos de retenciéon y emision de maxima fluorescencia con
las generadas por las toxinas estadndares. La adquisicibn de los resultados, asi como su
procesamiento, fueron ejecutados con el software Class VP. La toxicidad total fue calculada a
partir de los resultados de HPLC-FLD mediante herramientas basadas en la equivalencia de
toxicidad en ratones administradas por el laboratorio ejecutor de los analisis.

Preparacion del material biolégico

Los filtros con fitoplancton fueron descongelados y se les agregé 300 ul de &cido acético 0,05 M.
Posteriormente, fueron macerados para el rompimiento de las células y centrifugados a 14000
rpm por 10 min. El sobrenadante recuperado se llevé a pH entre 3-4 con HCI 1 N o NaOH 0,1 N.
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Una alicuota de 5 ul del sobrenadante se filtré por filtros de 0,45 um de poro y 13 mm de diametro
y se inyect6 en el HPLC-FLD.

En el caso de los mejillones, éstos fueron descongelados y homogeneizados. A una alicuota de
5 g se adicionaron 5 ml de HCI 0,1 N, se mezcl6 en vértex durante 1 min, se centrifugé a 5000
rpm por 20 min y se recuperé el sobrenadante. El material sedimentado fue re-extraido con 5 ml
de HCI 0,1 N, siguiendo el mismo procedimiento descripto para el fitoplancton. El sobrenadante
recuperado se mezcl6 con el anterior mediante vortex por 1 min y se llevo a pH entre 3-4 con HCI
1 N o NaOH 0,1 N. Se inyectaron 5 pl del sobrenadante en el HPLC-FLD previa filtracion de la

alicuota por filtros de 0,45 um de poro y 25 mm de diametro.

Andlisis estadisticos

Las dietas experimentales se compararon con una prueba de ANOVA de un factor. Se utiliz6 un
ANOVA de dos vias para evaluar los efectos de la dieta y el tiempo experimental en las diferentes
mediciones fisiologicas. Antes del andlisis, la normalidad y la homocedasticidad de los datos se
analizaron con las pruebas de Kolmogorov-Smirnof y Bartlett, respectivamente. En aquellos casos
en donde los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas no se cumplieron, se utilizé
la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados de TA, EA y Tab en relacion al tiempo transcurrido
fueron analizados mediante el ajuste a una regresion lineal. En aquellos casos en donde existié
mas de una funcién ajustada a los datos, se evalué la capacidad de explicacién a través del
criterio de correccion de Akaike corregido, descripto en la primera parte del Capitulo 1. Los

resultados fueron considerados significativos de acuerdo al a < 0,05. R Core Team (2016) se usé

para los analisis estadisticos.
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RESULTADOS

Fisiologia de M. chilensis durante la Intoxicacion.

Los datos de tallas y de peso seco se ajustaron a una funcién de regresion y = 2,691x31975 (R2 =
0,93, Figura 39), a partir de la cual se determiné que, para la longitud promedio de los mejillones
utilizados (5,10 + 0,06 cm), corresponde un peso seco estimado de 423 mg. Sobre esa base, la

dieta a entregar por individuo se fijo en 12,69 mg en microalgas (3% del peso seco).
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Figura 39. Curva de las tallas de mejillones usados en experimentacién en relacién al peso seco (PS en
mg). y = 2,691x31075 R2 = 0,93

Durante el periodo de intoxicacion, los mejillones expuestos a la dieta toxica mostraron valvas
mas cerradas y manto retraido en comparacién de los controles. A partir del dia 16 de
intoxicacion, algunos individuos presentaron signos de flacidez muscular, con apertura valvar
completa, pero aun con reaccion ante un estimulo mecanico. A lo largo de la experiencia, debi6é
retirarse un total de 6 individuos muertos: 5 en D18 (3 en una réplicay 1 en cada réplica restante)

y otro en D20.

La tasa promedio de aclaramiento (TA) de los mejillones con dieta toxica fue de 0,44 + 0,5 | h™

ind.”'. Se observoé una tendencia de incremento durante el periodo de exposicion, aunque al limite
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de la significancia estadistica (y = 0,03x + 0,2, R? aj. = 0,16, p = 0,046) (Figura 40). Sin embargo,
el aumento si resulto significativo al considerar Unicamente las células de A. catenella (y = 0,09x
+ 0,5, R? aj. = 0,41, p = 0,001). En cuanto a los mejillones control, la TA fue constante durante
todo el experimento (2,33 + 0,5 | h' ind.”") y mayor que para los mejillones intoxicados (F-test =
171,3, p< 0,001).
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Figura 40. Tasa de aclaramiento TA (I h' ind.”') de los mejillones durante el periodo de intoxicaciéon. Se
muestra el promedio y desvio estandar de 5 réplicas.
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La eficiencia de absorcion (EA) mostré poca variacion en todos los mejillones (Figura 41). Para
los analisis estadisticos no se consider6 lo medido en D5 ya que se asume un error metodolégico
en lo hallado para la dieta toxica. El valor promedio de la EA de mejillones con dieta toxica fue de
36,7 £ 9,8% y aquéllos con dieta control fue de 57,2 £ 16,7%, no hallandose diferencias
significativas entre los dos grupos (F-test = 1,98 p=0,17). La EA de los mejillones con dieta toxica
tendi6 a incrementarse durante el experimento (y = 0,97x + 26,95 p = 0,26), pero sin evidenciarse
una diferencia significativa entre el comienzo (D0) y el final (D20) de la intoxicaciéon (Kruskal-
Wallis p = 0,59). Los mejillones de la dieta control también presentaron una tendencia al
incremento (y = 1,7x + 32,5 R2 aj. = 0,24 p = 0,038) ademas de un méaximo en D10 (64,2 + 8,8%)

sin que resulte significativamente mayor.
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Figura 41. Eficiencia de absorcién (EA %) de los mejillones durante el periodo de intoxicacion. Se muestra

el promedio y desvio estandar de 5 réplicas.

Se hallaron diferencias significativas en las tasas de absorcién (Tab) de los grupos en general (F-
test = 60,9 p < 0,001) (Figura 42). En los mejillones con dieta tdxica se observd un incremento

141



significativo durante el transcurso del experimento (y = 0,031x + 0,032 R? aj. = 0,5 p = 0,0005),
siendo Tab en D20 significativamente mayor que en DO (Kruskal-Wallis p = 0,008). Respecto a
los mejillones con dieta control, no se observaron variaciones significativas en el trascurso del
experimento observandose una media de 2,16 + 0,8 mg org. h™' ind.™.
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Figura 42. Tasa de absorcién de la fraccién organica de la dieta (mg org. h-'ind.") de los mejillones durante

el periodo de intoxicacion. Se muestra el promedio y desvio estandar de 5 réplicas.

Toxicidad y patrones de intoxicacion y depuracion de mejillones.

No se detectd toxicidad inicial en los mejillones del control. En cuanto a los mejillones bajo
intoxicacion, exhibieron una toxicidad superior al NS (800 pg eq.STX kg™) a partir de D5 (4651,1
+ 3268,8 ug eq.STX kg™) alcanzandose 10505,6 + 4281,4 ug eq.STX kg™ al dia 20. Se ajusté a
una funcién lineal (C = 451,5t + 1673,6, R? aj.= 0,55 p = 0,008) considerando la totalidad de los
datos y a una funcién potencial al no considerarse el valor 0 inicial (C = 1344,8 t%7, R? aj.= 0,44 p
= 0,031, Wi = 0,5) (Figura 43).
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Durante el periodo de depuracion, no se hallaron evidencias suficientes que soporten un efecto
positivo del QNO en la reduccion de la toxicidad de mejillones. Los datos resultantes de este
tratamiento se ajustaron significativamente a una regresion lineal (C = -311,1t + 8462,4, R? aj.=
0,8 p = 0,001), observandose una reduccién significativa de la toxicidad en un 77% entre el
comienzo y el final de la depuracion (t-test = 3,15 p = 0,03) (Figura 43). Aquellos mejillones sin
QNO ni suministro de alimento (control de depuraciéon) no presentaron ningun patrén de
depuracién ni diferencias significativas en la toxicidad medida en los diferentes momentos. La
toxicidad calculada al final del periodo fue superior al NS en todos los mejillones (%Rd. 72%).
D41: 2965,9 + 1671,2 ug eq.STX kg™ en el control y 2413,9 + 1175,6 ug eq.STX kg™ en el

tratamiento con QNO.
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Figura 43. Toxicidad de M. chilensis (ug eq.STX kg™') en relacién a los dias durante el periodo de intoxicaciéon con A. catenella (Dieta tdxica) y depuracion. La

linea de puntos indica la cinética de intoxicacion (C = 1344,8 t%7) y depuracién con QNO (C = -311,1t + 8462,4). Se muestra el promedio y desvio estandar de 3
réplicas.
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El pH de los acuarios con tratamiento de QNO vari6 de acuerdo a la adicion del producto
preparado (promedio 7,5 + 0,3), registrandose los menores valores al principio del periodo de
depuracion. Los controles siempre mostraron un pH cercano al agua de mar de recambio
(promedio 7,9 £ 0,1) (Figura 44).
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Figura 44. Variacion del pH en acuarios con tratamiento de QNO y Control. Se muestra el promedio y

desvio estandar de 3 réplicas.

Toxicidad, concentracion y perfil de TPM en el dinoflagelado A. catenella

El perfil téxico del dinoflagelado se caracterizé por C2 (50%), seguido de GTX 4 (21,5%), GTX 3
(13%), GTX 1 (7%), C1 (4%), GTX 5 (3,5%) y GTX 2 (1%) (Tabla 25). Las STX no fueron
detectadas. La toxicidad calculada para la cepa fue de 9,7 fmol eq.STX cél.”, equivalente a 2,9
pg €g.STX cél.”" y 0,58 pug eq.STX mg™ cél.”". Considerando el contenido de A. catenella de la
dieta toxica, se estima que cada mejillén recibié 5,17 pg eq.STX dia™.
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Tabla 25. Perfil toxico de A. catenella cepa Coldita. Se muestra la media y el error estdndar de 5 réplicas.

fmol cél.!

Media Error

GTX 1 1,86 0,18
GTX?2 0,24 0,04
GTX 3 3,66 0,08
GTX 4 5,87 0,53
GTX5 0,95 0,04
C1 1,09 0,07

C2 13,61 1,21

Total 27,28 2,04

Concentracion y perfiles de TPM en mejillones durante la intoxicacion y depuracion

La concentraciéon de toxinas totales siguid el mismo patrén de toxicidad descripto para A.
catenella, pero con una diferencia mas notoria entre el comienzo y el final de la depuracion para
el tratamiento con QNO y control (Kruskal-Wallis p < 0,05) (Tabla 26). Al finalizar el periodo de
intoxicacién en D20, los mejillones alcanzaron una concentracién de 34,6 + 21,5 nmol g TPM.
Luego del periodo de depuracion la concentracién se redujo en un 69% en mejillones tratados
con QNO y en un 67% en el caso de los controles. El perfil toxico vari6 ampliamente durante el
transcurso del experimento, no detectdndose en ningun caso los analogos GTX 5, dcGTX 2,
dcGTX 3y dcSTX (Tabla 26).
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Tabla 26. Resumen perfiles de TPM en M. chilensis durante la intoxicacion con A. catenella y depuracion

con y sin QNO. %Rep.: porcentaje de representatividad de cada analogo, %Rd: porcentaje de reduccion

de concentracion entre D20 y D41, D: dia de experimentacion.

Intoxicacion
nmolg? GTX1 GTX2 GTX3 GTX4 STX C1 C2 Total
Media 050 268 228 080 1,09 2,84 3,79 13,98
D5 DE 0,86 0,11 0,44 1,38 0,96 0,83 13 4,9
%Rep. 36 192 163 57 7,8 20,3 271
Media 1,27 2,61 2,36 2,16 1,66 2,16 4,03 16,24
D10 DE 0,20 0,19 0,30 0,16 0,14 0,59 1,1 25
%Rep. 7,8 16,0 14,5 13,3 10,2 13,3 24,8
Media 2,63 3,60 4,30 498 1,70 5,82 11,58 34,61
D20 DE 1,63 1,08 1,90 2,81 0,27 4,80 91 215
%Rep. 76 104 124 144 49 16,8 33,5
Depuracion
Media 0,59 3,33 1,87 0,60 1,59 5,34 2,02 15,33
Control DE 0,6 1,0 0,9 04 10 28 1,6 1,7
D26 %Rep. 39 21,7 122 3,9 10,3 34,8 13,2
Media 1,40 4,76 2,75 1,39 1,60 6,30 4,05 22,25
QNO DE 05 1,3 0,6 04 04 02 04 19
Y%Rep. 6,3 21,4 12,4 6,3 7,2 283 18,2
Media 0,99 4,31 1,96 0,93 0,30 4,25 2,01 14,76
Control DE 0,9 2,1 1,0 08 03 47 2,2 1,6
D31 %Rep. 6,7 29,2 13,3 6,3 2,1 28,8 13,6
Media 1,14 4,78 2,07 0,88 0,53 5,65 2,57 17,62
QNO DE 05 1,2 07 02 02 32 15 20
%Rep. 6,5 27,1 11,7 50 3,0 32,1 14,6
Media 0,20 3,73 1,50 - 0,37 4,06 1,41 11,27
Control DE 0,2 1,8 0,8 - 01 32 1,1 1,7
D41 %Rep. 1,8 33,1 13,3 0,0 3,3 36,0 125
Media 0,17 3,95 1,39 - 0,49 3,72 0,90 10,63
QNO DE 0,1 1,8 0,6 - 04 30 08 17
%Rep. 1,6 37,2 13,1 0,0 46 35,0 8,5
opq ~ Contol 922 -36 651 1000 78,3 30,3 87,8 674
QNO 935 -98 67,7 1000 71,0 36,1 922 69,3

Durante la intoxicacién los analogos se acumularon en diferente proporcion marcando

representatividad variable entre ellos (Figura 45). El analogo C2 fue mayoritario durante todo el
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periodo. GTX 2&3 y C1 presentaron sus maximos de representatividad en D5 y las STX en D10,
disminuyendo todos en D20. Las bioacumulaciones de los analogos GTX 3 y GTX 4 se ajustaron
a regresiones lineales de funcién similar (Carxs = 0,2t + 0,5 R? aj.= 0,7 p < 0,001; Carxs = 0,25t +
0,2 R% aj.= 0,6 p = 0,001). Al finalizar la intoxicacién el perfil estuvo caracterizado por C2 (33%),
seguido por C1 (17%), GTX 4 (14%), GTX 3 (12%), GTX 2 (10%), GTX 1 (7,6%) y STX (4,9%).

14

nmol g

0 5 10 15 20
Dias

—GTX 1 GTX2 ——GTX3 GTX4 —STX —-—C1 ----- Cc2

Figura 45. Perfil de TPM en mejillones durante la intoxicacion. Las lineas estan trazadas con los promedios

de 3 réplicas de acuerdo al dia de extraccion.

La depuracién de los anélogos en los mejillones tratados con QNO present6 diferencias y
similitudes respecto al control. Al finalizar el periodo, no se detectaron diferencias significativas
entre las concentraciones de cada analogo. En el control (Figura 46 a) el analogo GTX 1 mostr6
una disminucion en D26 y un nuevo incremento en D31 para finalizar con una reduccién del 92%
en D41 respecto a D20 (Kruskal-Wallis p = 0,05). GTX 2 y C1 mostraron una concentracion casi
constante a partir de D31, permaneciendo en valores de ~ 4 nmol g'. En especial, GTX 2 mostrd

un incremento no significativo en D41 respecto a D20 (4%). GTX 3 no varié significativamente
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mostrando una concentracion constante de ~ 1,8 nmol g'. GTX 4 mostré una disminucién del
88% en D26 (Kruskal-Wallis p = 0,05), un incremento en D31 y una depuracion del 100% al
finalizar el periodo en D41. Las STX tuvieron una reduccion significativa en D31 respecto a D20
(t-test= 5,56 p= 0,05) mostrando luego una concentracién similar en D41. Por ultimo, C2 mostr6
una reduccion total del 87% (Kruskal-Wallis p = 0,05). En cuanto a los mejillones tratados con
QNO (Figura 46 b) se encontré al finalizar el periodo de depuracion que las GTX1 se redujeron
en un 94% (Kruskal-Wallis p = 0,05). GTX 2 mostré un aumento de concentraciéon en D26 para
luego disminuir escasamente constituyendo en D41 un 10% de incremento no significativo
respecto a D20. GTX 3 se redujo durante todo el periodo alcanzando en D41 un 67% de reduccion
no significativo respecto a D20. De la misma manera, GTX 4 alcanz6 una reduccion del 72% en
D26 (Kruskal-Wallis p = 0,05) alcanzando luego el 100% de reduccién en D41. La concentracion
de STX presentd una reduccion significativa del 69% en D31 (F-test = 12,3 p = 0,002) y luego se
mantuvo sin variaciones hasta D41 (71%Rd final). C1 no presentd variaciones significativas, tan
solo con un leve incremento en su concentracion en D26 respecto a D20. Por ultimo, C2 presentd
una disminucion marcada del 65% en D26 y luego continu6é hasta decrecer en un 92% en D41
(Kruskal-Wallis p = 0,05).
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Figura 46. Perfil de TPM durante la depuracién a) Control b) Tratamiento con QNO. Las lineas estan
trazadas de acuerdo a los promedios de 3 réplicas de acuerdo al dia de extraccion.
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DISCUSION

Fisiologia de intoxicacion

Durante el periodo de intoxicacion, la presencia de toxinas en la dieta de los mejillones generé un
efecto perjudicial perceptible, con signos visibles de paralisis como la flacidez en el musculo
aductor y manto, la muerte de algunos individuos y TA y Tab menores que lo calculado para los
mejillones control. Si bien TA y Tab mostraron una evolucién positiva en el transcurso del
experimento, no lograron aclimatarse a la dieta en el tiempo de intoxicacién y dosis de exposicidon
trabajados, como fue sefialado reiteradas veces para la misma especie de bivalvo en condiciones
experimentales similares [314,316,321,293,315]. La TA medida en los controles fue menor a los
registros reportados previamente (~3 | h™' en mejillones de 5,5 cm y aproximadamente el doble
de peso himedo [316] y ~ 4 | h'' [315]) y, por otro lado, los mejillones expuestos a toxinas nunca
superaron la tasa de 1 | h™'. Este Gltimo valor es similar al estimado al inicio de una intoxicacién
de mejillones [293,315] y almejas Tagelus dombeii recolectadas en zonas con escasa o sin FAN
de A. catenella (0,33 | h-'ind.™") [238]. La notoria reduccion en TA de hasta un 81% observada en
este trabajo es comparable con lo descripto para otros bivalvos como O. chilensis en la que se
observo una reduccion del 95% durante la exposicion a A. catenella[239]y C. gigas, con 20% de
reduccion luego de 6 h de exposicion a A. tamarense [371] e incluso inhibicion completa con
dietas 100% dinoflagelado téxico [372] apud [315]. La reduccion de este parametro fisioldgico
puede significar una reduccién de la energia disponible para el organismo que en definitiva
afectaria a su desarrollo, crecimiento y reproduccion [321]. Esto se vuelve particularmente
importante al evaluar el efecto de los eventos de TPM en el rendimiento de los cultivos de bivalvos
con susceptibilidad a los dinoflagelados toxicos.

El indicador fisiolégico EA no presenté diferencias significativas entre los mejillones con y sin
exposicion al dinoflagelado téxico. Ello coincide, aunque en menor porcentaje, con lo observado
anteriormente para la misma especie [316] y para O. chilensis [239]. Se ha reportado que A.
catenella puede generar una disminucién en la EA, como lo observado para la almeja T. dombeii
[373].

Ademas de lo evaluado en el presente trabajo, la tasa de filtracion de M. chilensis también puede
verse reducida por la presencia de A. catenella [315]. Sin embargo, no se descarta que el tamafo
de las células sea un factor influyente en la actividad de filtracion y preseleccién de microalgas
en este bivalvo [374,375]. Por otra parte, los efectos directos de paralisis observados en este
trabajo no fueron descriptos en ninguno de los experimentos realizados con esta especie de
mejillon pero si se ha observado un efecto en el metabolismo, crecimiento y hasta mortalidad en
la ostra O. chilensis [239].
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Frecuentemente, el género Mytilus ha sido descripto como poco sensible a la presencia de TPM
[245] y, en particular, se ha senalado que M. chilensis tendria mecanismos que le permiten
explotar las microalgas toxicas como fuente de energia [314]. Este comportamiento puede
asociarse con el lugar de origen de los organismos utilizados en la experimentacién, pudiendo
estar relacionado con una historia de baja exposiciébn a las toxinas [252,317]. Estudios
experimentales utilizando bivalvos nativos de Chile como M. chilensis [293]y T. dombeii[238,318]
describen que individuos provenientes de localidades sin historias previas de eventos de TPM
necesitan mayor tiempo de aclimatacion a la presencia de A. catenella en la dieta, y presentan
mayores perjuicios en su condicion fisiolégica. En ese sentido, las semillas utilizadas en los
cultivos de Quellén Viejo (donde se obtuvieron los bivalvos para la presente experimentacion),
provenian de Puerto Montt, localidad no comprendida en el area de distribucion de A. catenellay
sin registros de TPM en bivalvos [340,325]. Por lo tanto, los organismos que alli se desarrollan
podrian mostrar mayor susceptibilidad a la exposicion de toxinas.

Toxicidad del mejillon durante la intoxicacion y depuracion de TPM

Los resultados de este trabajo mostraron que M. chilensis fue capaz de acumular toxinas por
encima del NS con 5 dias de exposicion al dinoflagelado toxico A. catenella. Estos resultados
fueron acordes a lo hallado por Navarro, Contreras [316], quienes describen una toxicidad similar
luego de 8 dias (6420 pug eq.STX kg™') y una cinética de intoxicacién afin a una funcién potencial
del mismo orden al descripto en el presente trabajo (C = 1589 t°°2[316]; C = 1344,8 t°7). Por otra
parte, y en contraposicion a lo hallado aqui, los autores describen una meseta en los valores de
toxicidad medidos luego de los 8 dias. Ademas, se ha reportado que los mejillones con historial
de exposicién pueden no alcanzar el NS aun luego de 12 dias de intoxicacion con A. catenella,
mientras que aquéllos provenientes de un sitio sin exposicion frecuente de TPM llegan a una
toxicidad méaxima de 1100 pg eq.STX kg™ al dia 5 [293]. En el presente trabajo, no solo no se
alcanzé un valor de saturacion, sino que la toxicidad maxima alcanzada fue 10 veces mayor a la

sefnalada para mejillones sin historial de exposicion.

La toxicidad maxima alcanzada durante un experimento depende no sélo de las condiciones en
las que se desarrolle, sino también de la especie de bivalvo, de la talla de los mismos y, por
supuesto, de la microalga toxica utilizada como alimento. Es asi como, la capacidad de
acumulacién de toxinas en mejillones de menor tamafo (juveniles talla max. 2,3 cm) en
comparacion a los utilizados en el presente trabajo, puede ser mayor alcanzando una toxicidad
de ~6000 ug eq.STX kg™ luego de 5 dias y hasta 16010 ug eq.STX kg™ luego de 9 dias [321].
Por otra parte, los resultados obtenidos al final del periodo de intoxicacion tampoco superaron lo
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obtenido para la especie de M. edulis alimentado 15 dias con A. tamarense (23710 pg eq.STX
kg") [292].

Las concentraciones de A. catenella utilizadas durante el periodo de intoxicacién fueron menores
a las halladas normalmente en la naturaleza, donde se han llegado a registrar valores de hasta
779000 cél. I"' [376] apud [239]. Una de las mayores floraciones de este dinoflagelado se registro
en el canal de Beagle en el afo 1992 [46]. En latitudes menores también se han producido
eventos téxicos con frecuencia, pero en particular aquella sucedida en el afio 2002, alcanza las
areas de mayor desarrollo de los cultivos de los mitilidos en la isla de Chiloé. En ese episodio, la
toxicidad de M. chilensis alcanz6 los 295440 pg eg.STX kg™ en Quellén, lo que provocd 67
intoxicados y una persona fallecida. En el afio 2006, se registrd6 un nuevo evento de menor
magnitud en el sur de la isla, pero con valores que no superaron los 6000 pg eq.STX kg [337].
La regién de la isla de Chiloé tiene numerosas especies de bivalvos comercialmente importantes,
donde su extraccién y consumo se ha reducido significativamente por el cierre temporal o
indefinido de las areas donde la presencia de TPM en los bivalvos se registra durante todo el afio
[238].

Conforme a lo esperado, el periodo de depuracion fue mas lento que el previo de intoxicacion
[321]. La mayor proporcion de toxinas se redujo en los primeros 5 dias de depuracién (D26)
encontrandose 56% Rd. en el control y 36% con QNO. Al final de la experiencia (D41), la
reduccion de toxinas en presencia de QNO no superd la alcanzada en el control y en ningun caso
la toxicidad final fue menor que el NS. Una alta velocidad de depuracion inicial, incluso sin la
presencia de alimento, también fue observada para M. galloprovincialis intoxicado con A.
tamarense [298]. Los autores obtuvieron una reduccion del 40% en tan solo 2 dias de depuracion.

El tratamiento con QNO no permitié una mayor tasa de depuracién como lo descripto por Xie et
al. [351], quienes informan una reduccién por debajo del NS en aproximadamente 5 dias,
partiendo de valores 3 veces superiores a los de este estudio. En cuanto a la variacién de perfiles
téxicos es dificil comparar ya que se trata de especies de bivalvos y dinoflagelados diferentes. No
se espera que la fluctuaciéon del pH en este tratamiento haya afectado la respiracion de los
mejillones y, por tanto, la capacidad de metabolizar las toxinas [377], ya que no se observaron
diferencias con los mejillones control. Ello concuerda con lo reportado por Navarro et al. [378]
quienes observaron que los efectos negativos del aumento de acidez sobre la fisiologia del
mejillbn comenzaban a manifestarse recién a partir de los 35 dias, incluso con pH de 7,6. Por otra
parte, estudios recientes revelan que un pH de 7,6 puede reducir la acumulacion de toxinas de
M. galloprovincialis alimentado con Gymnodinium catenatum, favorecer la proporcion de analogos
de menor toxicidad como C1&2 aumentando a su vez su tasa de depuraciéon [379]. En los
resultados hallados en el presente trabajo, la acidez no fue regular y no se observé una mayor
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reduccion de toxinas en D41 con QNO en comparacién al control. Los resultados de intoxicacion
y depuracién descriptos para M. chilensis difieren notablemente a las menores tasas descriptas
para M. platensis en los capitulos anteriores.

Toxicidad y perfil téxico de A. catenella

La toxicidad de A. catenella de las costas de Chile fue medida en diferentes ocasiones pudiendo
variar tanto en la cantidad de toxinas como en la toxicidad total. Existen registros de que la cepa
de la localidad Coldita puede presentar hasta 2 veces mas toxicidad de la medida en este trabajo
(22,5 + 3,4 fmol eq.STX cél.™") [239]. Para cepas originarias de la localidad de Aysén, se estimo
una toxicidad de 10,3 + 0,9 fmol eq.STX cél.”" [238,293] similar a la informada en el presente
trabajo pero también fue calculada en un orden 3 veces menor con 3,8 *+ 1,8 fmol eq.STX cél.™
[321] y todavia casi 2 veces mas toxica (4,65 pg eq.STX cél.” vs. 2,9 pg €q.STX cél.” cepas del
presente trabajo) [324]. La concentracion de toxinas hallada en el presente trabajo se encuentra
dentro del rango enunciado para cepas de Chile (de 8,5 a 96,9 fmol cél.”") [380].

La toxicidad de la cepa es el resultado de la concentracion de toxinas en relacién a la proporcion
de cada analogo de TPM. El perfil es un rasgo fenotipico intrinseco de cada cepa estudiada,
pudiendo mostrar una gran variabilidad entre aquéllas aisladas al sur de Chile, Aysény la Region
de Los Lagos [380]. El perfil del dinoflagelado hallado en este trabajo fue similar a datos previos
para la misma especie de acuerdo a la predominancia de N-sulfocarbamoilos (especialmente C2)
[324], seguido por GTX 1&4, [325,380]. A pesar de que no fueron detectados en esta oportunidad,
la especie puede poseer bajo porcentaje de carbamatos Neo y STX, GTX 6 y traza C3 y C4
[325,380]. El perfil es caracteristico de poblaciones de esta especie en el hemisferio norte del
Océano Pacifico [325], coincidente ademas con A. catenella de Nueva Zelanda [326] y A.
tamarense de Japén (predominancia C1&2 seguido GTX 1&4) [298].

El perfil de este dinoflagelado fue similar en algunos aspectos al descripto para A.
tamarense/catenella (Ver Capitulo 2, sequnda parte), dinoflagelado que actualmente se considera

como la misma especie [67]. Ambas cepas mostraron una predominancia de N-sulfocarbamoilos,
especialmente C2, y mayor proporcion de GTX 4 entre los carbamatos. Sin embargo, las cepas
de Argentina mostraron notoria presencia de neoSTX y STX y no presentaron rastros de GTX 5.
Estas cualidades, sumado a una mayor concentracién de TPM por célula, caracterizaron a la

cepa atlantica con una toxicidad en un orden de magnitud mayor.
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Concentracion y perfiles de TPM del mejillon

Las N-sulfocarbamoilos predominantes en el dinoflagelado también representaron un porcentaje
mayoritario en los tejidos del mejillon durante todo el experimento. C2 fue caracteristico durante
la intoxicacién, mientras que C1 cobré importancia durante la depuracion. Dentro de las
gonyautoxinas, las GTX 2&3 fueron las mas representativas en todas las muestras, también
incrementando su proporcién hacia el final del periodo de depuracién. Este patron, generalmente
caracteristico de los bivalvos [381] fue previamente reportado para M. edulis [292] y la ostra C.
gigas [327] alimentados con A. tamarense. Las GTX 5 no fueron detectadas, posiblemente debido
a una hidroélisis a STX [381,285], incluso como resultado del tratamiento acido para la extraccién
de las TPM.

Los perfiles de los mejillones depurados tanto en el control como en el tratamiento con QNO
fueron similares. En D41, los mejillones del control presentaron mayor proporcién de GTX 2 que
C1, situacién opuesta a lo observada en presencia de QNO. Sin embargo, en ningun caso se
alcanzé la significancia estadistica.

La predominancia de epimeros [3 originaria del dinoflagelado fue metabdlicamente transformada
durante la depuracién, dando como resultado en los mejillones de D41 un equilibrio epimérico de
a/B de 1:3 en GTX 2&3 (Control: 2,48; QNO: 2,84) y C 1&2 (Control: 2,88; QNO: 4,13). El proceso
de epimerizacién, observado principalmente entre N-sulfocarbamoilos, es descripto como una
transformacién comun en tejidos de bivalvos [381]. La ausencia de decarbamoilos en mejillones
no permitié la interpretacion de una posible decarbamoilizacion. Segun lo observado, los
mejillones utilizados en este experimento no presentaron suficiente capacidad de transformacion
de N-sulfocarbamoilos a GTX como suele observarse en otros bivalvos [327,245], incluyendo a
M. platensis de Argentina y A. ater del sur de Chile [382]. Sin embargo, esta poca capacidad de
biotransformacion también fue sefialada por Suzuki et al. [298] para M. galloprovincialis, especie
que acumuldé mayormente las originales C 1&2 predominantes del dinoflagelado.

El perfil toxico en M. chilensis descripto en el presente trabajo difiere con lo esperado para la
especie, siendo que en la mayoria de las muestras alrededor del 50% de las TPM fueron N-
sulfocarbamoilos. Se ha informado que los bivalvos de bancos naturales del sur de Chile
presentan aproximadamente un 60% de TPM como GTX y especificamente el mejillon un 92%
(mayoritariamente GTX 2) [323]. La proporcion de esos analogos, explicada por una rapida
transformacién de C1&2, no fueron alcanzadas en los mejillones del experimento [383]. De todos
modos, la presencia de C1 en mejillones es esperada, mientras que las STX [323] y GTX 5 [383]

son menos frecuentes.
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CONCLUSION

El objetivo principal de esta parte del capitulo se basé en la busqueda de nuevas alternativas que
permitan preservar el recurso como organismo comestible durante los episodios de FAN de TPM.
Los resultados obtenidos, conducen a desestimar al QNO como facilitador para la depuracién de
TPM en mejillones y obligan a continuar con esta linea de investigacion. Aunque las condiciones
experimentales no resolvieron positivamente la hipétesis, nuevos factores de depuracién pueden
llegar a combinarse con la adicién de QNO, sobre todo teniendo en cuenta que no solo las
especies, sino también la historia de exposicién de las poblaciones experimentales, son
condicionantes en el resultado de depuracion.

En un panorama de productividad, la informacion obtenida a partir de las depuraciones puede
proporcionar informacién util sobre la duracion probable del periodo de desintoxicacion una vez
qgue los animales se hubieran colocado en un medio ambiente libre de toxinas. Mas alla de los
objetivos especificos, los resultados obtenidos son de utilidad para diversas consideraciones. Las
transformaciones sufridas de los analogos en los tejidos de los bivalvos durante la depuraciéon
deben considerarse como un determinante principal de la toxicidad neta. Ademas, pueden llegar
a ser una herramienta util como indicadores del estado de floracién en cuanto a los tiempos

necesarios para la reduccién de las TPM [381].

Los resultados presentados en este capitulo informan sobre la susceptibilidad diferencial a las
TPM de ciertas poblaciones de mejillones. Por ejemplo, la presencia de estas toxinas podria
afectar el suministro de semillas desde Puerto Montt a causa de la reduccién de la supervivencia
y éxito reproductivo de los mejillones adultos de esa localidad. Otra consecuencia posible podria
estar relacionada a la reduccién del crecimiento de mejillones para consumo y comercializacién
en las zonas de Quellon Viejo y demas zonas de cultivo con presencia de TPM que utilicen las

semillas originales de zonas no impactadas.

En particular, el aumento de frecuencia en las floraciones de A. catenella en el sur de Chile hacen
que sea esencial continuar los estudios que ayuden a conocer las respuestas de M. chilensis en
diferentes localidades y en una perspectiva a largo plazo. Esto es importante teniendo en cuenta
no solo la relevancia ecologica del bivalvo sino también su valor comercial y de exportacion
basado en el alto volumen de mejillones producidos anualmente en sistema de cultivos (~ 300000
ton).
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CAPITULO 3

Condicion de bivalvos de interés comercial. Efectos del mantenimiento de bivalvos en

condiciones ex situ sin suministro de alimento

INTRODUCCION

Indicadores de condicion de bivalvos

La condicién de un bivalvo se define como la capacidad que tiene el organismo para resistir un
estrés ambiental adverso, ya sea fisico, quimico o biologico. De esta forma, el estrés puede
provocar una alteracién medible de un estado de equilibrio fisiolégico, conductual, bioquimico o
citologico, inducido por el cambio ambiental que hace al individuo mas vulnerable frente a un
cambio posterior de diferente o igual intensidad [384]. El estado de salud o condicién de los
bivalvos esta vinculado a una gran variedad de factores, alguno de los cuales son intrinsecos del
organismo mientras que otros estan relacionados con el ambiente [90]. El ciclo gonadal o el
estadio reproductivo es uno de los factores intrinsecos mas importantes que definen la condicién
de los animales, el cual sigue ciclos anuales y variaciones estacionales [385-388]. A su vez, la
reproduccion esta estrechamente ligada a factores ambientales (por ejemplo la temperatura) que
influyen en la alimentacién y la capacidad de almacenamiento y utilizacion de sustancias de
reservas [389]. Especialmente, la disponibilidad y composicion del fitoplancton determinan la
biomasa y composicién bioquimica del bivalvo [390]. De la misma manera, los periodos de
inanicion también provocan cambios en la constitucion del organismo, debido al metabolismo de
mantenimiento basado en la utilizacién y consumo diferencial de los diversos tipos de reservas
[92].

Se han sugerido algunos indicadores fisioldgicos como herramientas Utiles e indicadoras del
bienestar y salud de los bivalvos. Entre ellos, los indice de Condicién (IC) basados en parametros
de facil medicion (peso humedo, largo, volumen, etc.), han sido frecuentemente utilizados
[388,391-393]. Esta clase de indices, brinda una nocién general de las reservas del animal en
cuanto a las proporciones, los componentes estructurales y el material gonadal [384,394].
Ademas, permiten distinguir un grado de salud aparente y su disminucién llega a ser indicativa
de la respuesta a una situacién estresante [89].
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De forma complementaria a los IC, el andlisis de los componentes bioquimicos ha sido
considerado adecuado para la estimacién del estado fisiol6gico y metabdlico [395,396,386,397].
Los carbohidratos, proteinas y lipidos son constituyentes generales de todos los organismos; sus
variaciones temporales pueden estar asociadas no solo a la dieta y estrés, sino también a las
peculiaridades del habitat y a ciclos reproductivos de una poblaciéon [398,396]. Estos
componentes cumplen una funcién energética y la tasa a la que se usen dichas reservas
dependera de las demandas metabdlicas del organismo [91]. Los carbohidratos constituyen la
principal reserva energética pero ademas son elementos estructurales [399]. Por lo general, su
concentracion es muy susceptible a los cambios ambientales vy fisiol6gicos del organismo, siendo
su porcentaje directamente usado como indicador de condicion [384]. Las proteinas cumplen
funciones en reacciones enzimaticas, de transporte, de regulacion metabdlica, en defensa, como
elementos estructurales y como sustrato energético en caso de inanicién prolongada [91]. Las
proteinas totales también son utilizadas como indicador de dafno celular [400]. Por lo anterior, se
espera que exista un patron de variacién de acuerdo a las diferentes actividades del individuo
[399]. Los lipidos son elementos estructurales en todas las membranas biolégicas [401],
participan en el metabolismo, constituyen una fuente de nutrientes esenciales, vitaminas y
mensajeros quimicos [402] y, principalmente, desempefan importantes funciones durante la
gametogénesis y reproduccion [403,401]. Durante este periodo constituyen reservas energéticas
muy valiosas [385] por lo que sus concentraciones varian con el ciclo gonadal [404]. En especial,
la determinacién de la fraccién lipidica ha tenido una gran importancia en la evaluacién de la
condicion de bivalvos [405,406].

Dentro de los lipidos se encuentran los acidos grasos (FA — por su sigla en inglés Fatty Acid) que
estan conformados por un monocarboxilo y una cadena hidrocarbonada de diferentes longitudes.
Son clasificados segun el numero de dobles enlaces o insaturaciones en su molécula en:
saturados (SFA — por su sigla en inglés Saturated Fatty Acid), monoinsaturados (MUFA — por su
sigla en inglés MonoUnsaturated Fatty Acid) y poliinsaturados (PUFA — por su sigla en inglés
PoliUnsaturated Fatty Acid) [407]. En particular, los SFA como C16:0 y C14:0 son indicadores de
estrés energético, siendo que su reduccién implica una reconstitucién del estado nutricional [408].
Por otra parte, los PUFA y esteroles son constituyentes importantes que, ademas de participar
de procesos bioquimicos, representan una fuente energética durante situaciones nutricionales
criticas [409].

Los FA pueden dar informacion valiosa sobre el ambiente en el que el bivalvo se desenvuelve ya
que su produccién y distribucidn varia entre plantas y animales, y entre biomas. Por otra parte, la
variacion temporal de los FA esta relacionada a la calidad y tipo de dieta [410,411,406] y pueden
llegar a caracterizar un grupo taxondémico (a veces especie) y en gran medida el nivel trofico.

Referente a ello, el concepto de marcadores troficos se basa en la transferencia conservativa de
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los patrones de FA desde la presa al consumidor, a la vez de ser reconocido en productores

primarios.

En ambientes marinos, los PUFA son los FA mas abundantes producidos principalmente por
productores primarios (fitoplancton y macréfitas). En estos organismos, a pesar de poseer una
variabilidad de perfiles de FA, se destaca la presencia predominante del acido eicosapentaenoico
(EPA C20:5n-3) y el acido docosahexaenoico (DHA C22:6n-3) [410]. Estos dos PUFA son los
componentes de mayor importancia nutricional en la biomasa marina [92] y, en algunos casos,
son considerados como esenciales para animales marinos que no pueden sintetizarlos de novo
o lo hacen en muy bajo porcentaje. Es asi como, al ser incorporados desde su fuente de alimentos
y almacenados, ambos FA pueden ser utilizados como marcadores troficos [402].

El perfil de FA caracteriza a los bivalvos en cuanto a la calidad energética del mismo y lo valoriza
de acuerdo a su potencialidad como alimento. Se sabe que los FA, y en particular los PUFA, son
necesarios para la supervivencia y crecimiento saludable de vertebrados como el humano [412].
Estos FA tienen funciones fisiol6gicas claves, especificamente involucradas en el desarrollo y la
funcién neurolégica, salud cardiovascular, agudeza visual, crecimiento, reproduccién y también
sobre el sistema inmune [413]. Algunos vertebrados pueden sintetizar PUFA, sin embargo, lo
logran con muy bajo rendimiento [410] por lo que su incorporacién a través de la dieta se
transforma en una necesidad [414]. Es por ello que, alimentos con una rica proporcion de PUFA
como los moluscos marinos, pueden llegar a considerarse una opcion dietaria beneficiosa [269].

Condicion de bivalvos mantenidos en Sistemas de Recirculacion Cerrados (SRC) sin

ofrecimiento de alimento

Frecuentemente, los bivalvos deben ser estudiados de forma experimental, extrayéndolos del
ambiente y siendo mantenidos de forma ex situ durante determinado tiempo de acuerdo a los
objetivos de la investigacion. De igual forma, por razones de seguridad sanitaria, los bivalvos
destinados al consumo humano pueden requerir un periodo de depuraciéon ex situ para la
eliminacion de contaminantes y microorganismos potencialmente téxicos [405,400,406].
Considerando un sistema con las condiciones adecuadas de temperatura, salinidad, aireacion y
fotoperiodo, el tipo, calidad y cantidad de dieta ofrecida constituye el principal factor estresante
durante la cautividad. Dicho estrés nutricional puede ocasionar el uso de reservas energéticas y,
por consiguiente, afectar la condicién general de los organismos [406].

La depuracién ex situ de bivalvos comunmente es realizada con ofrecimiento de alimento, lo cual

suele disminuir el tiempo de eliminacion de los toxicos (discutido en el Capitulo 2, primera parte).

Sin embargo, existen resultados dispares de acuerdo al tipo de contaminante o toxina y sobre
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todo segun la especie estudiada. Por ejemplo, se ha observado que M. edulis resistia a la
inanicion y que la presencia de alimentos no mejoraba la eliminacion del acido okadaico (OA)
durante la depuracion ex situ [415,97]. Contrariamente, Marcaillou et al. [405] describieron, para
la misma especie y tipo de toxina, que la presencia de alimento no toxico significaba un efecto
positivo en la depuracion.

Como se desarrollé en el Capitulo 2, primera parte, la cinética de depuracién de TPM puede
lograrse en ausencia de alimento, aunque a tasas menores. Este tiempo de mantenimiento ex
situ podria llegar a afectar las reservas nutricionales de los bivalvos y afectar en definitiva su
condicion. Por el momento, en la literatura cientifica no se sefiala de forma clara un posible efecto

de la inanicion sobre bivalvos durante un proceso de depuracion de las TPM.

Los efectos de la inanicion en mejillones son varios y dependen principalmente de la duracion de
periodo. Bayne [170] describe cuatro efectos: la disminucion de la tasa de consumo de oxigeno,
seguida por la utilizacién de las reservas, una perturbacidén del metabolismo de las proteinas y el
incremento del metabolismo anaerdbico. El resultado dependera también del momento en el afio
en el que suceda la supresion del alimento. En estado no reproductivo, los bivalvos pueden
alcanzar metabolismos basales rapidamente en los primeros 10 dias. Sin embargo, durante el
proceso de gametogénesis el consumo de reservas esta dirigido a completar el desarrollo gonadal
y el metabolismo es muy activo [170]. Por ultimo, el tamafio de los individuos expuestos determina
la plasticidad con la que soportaran la inanicion, siendo posible que los bivalvos de mayor tamafio
lleguen a tener mayor tolerancia [416].

El objetivo del presente capitulo es evaluar en la condicién de los bivalvos, los efectos del
mantenimiento ex situ sin alimentacion, a través de indicadores como son los indices de
condicion, la composicién bioquimica y los perfiles de FA. Por medio de estos ultimos, ademas,
se incluye el analisis y busqueda de marcadores tréficos en los mejillones provenientes de bancos

naturales.
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MATERIALES Y METODOS

La evaluacion de la condicion de bivalvos expuestos a un mantenimiento ex situ sin ofrecimiento
de alimento se realiz6, en primer lugar, para la vieira tehuelche A. tehuelchus. En segundo lugar,
se evalud la condicion de los mejillones M. platensis que habian sido extraidos de bancos
naturales y puestos a depurar las TPM en sistemas ex situ.

Mantenimiento de la vieira tehuelche en SRC

Considerando que en el periodo de trabajo no se registraron niveles de toxicidad detectables de
TPM a través de BR, se realiz6 un experimento con vieiras para evaluar los posibles efectos de
mantenimiento ex situ sin ofrecimiento de alimento. Considerando que los pectinidos son
depuradores lentos, se realizaron dos experiencias de diferente duracion. A finales del verano
(SRC1) y a principios de otofio (SRC2) de 2015, se recolectaron en San Roman aproximadamente
100 vieiras de talla comercial con una longitud de 6,9 £ 0,5 cm y un peso de los tejidos himedos
promedio de 24,10 + 0,70 g. La recoleccién se realiz6 manualmente del fondo marino mediante
buceo auténomo. Para su traslado al SAE del CCT CONICET-CENPAT, las vieiras se colocaron
dentro de conservadoras plasticas refrigeradas con packs de hielo y manteniendo la humedad,
asegurando de esta forma la supervivencia del 100% de los organismos. Una vez en el acuario,
fueron limpiadas individualmente empleando un cepillo para retirar la maxima cantidad de
organismos y materia organica adheridos a las valvas. A continuacién, y previo enjuague con
agua de mar, fueron depositadas en un SRC (Figura 47) con las mismas caracteristicas
descriptas en la Capitulo 1, segunda parte. El agua de mar empleada fue filtrada previamente

hasta 1 ym y desinfectada con luz UV. Las condiciones experimentales se fijaron, de acuerdo a
las condiciones ambientales del sitio de recoleccion, en una temperatura entre 12,5°Cy 13°C y
salinidad 33 ups. El fotoperiodo se fijé en 12/12.
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Figura 47. Vieiras mantenidas en un SRC (izquierda) y detalle de una vieira sacrificada (derecha).

La materia organica sedimentada (heces y pseudoheces) se aspir6 del fondo diariamente a través
de un sistema sifon y el agua de mar perdida durante este proceso se reemplazd inmediatamente.
Durante el periodo de experimentacion los individuos fueron visualmente evaluados, observando
actividad de filtracion y extension del manto. En caso de detectarse vieiras muertas, éstas fueron
retiradas del sistema y contabilizadas para la estimacion del porcentaje de mortalidad. Los

bivalvos no fueron alimentados en ninguno de los dos experimentos.

En el experimento SRC1, 5 vieiras fueron sacrificadas al inicio del periodo de experimentacion
(CCI) y otras 10 a los 30 dias (D30). En el experimento SRC2, 11 vieiras se sacrificaron al inicio
(CCI), 11 alos 60 dias (D60) y 23 a los 90 dias (D90). Cada individuo correspondi6 a una muestra
individual e independiente. El total de las muestras extraidas en ambos experimentos fueron
procesadas para el célculo de diferentes indices de condicion y analizadas para la determinacién
de la composicién bioquimica.

Mantenimiento del mejillon en SRC

Por cada cinética de depuracion realizada (descriptas en el Capitulo 2, primera parte), una vez

finalizado el periodo de experimentacion se recolectaron 3 mejillones de cada sistema (total de 9
individuos para el momento FD). Ademas, se tomaron 3 mejillones de bancos naturales
correspondientes a CCl y 3 en CCF. Con tales muestras se calcularon diferentes indices de
condicién y se analizaron individualmente los componentes bioquimicos. Ademas, en 1 mejillén

en CCl, 1 en CCF y 3 en FD se calcul6 la composicion total de FA.
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indices de condicién

Por cada individuo extraido de cada experimento, se determiné la longitud de las valvas usando
un calibre digital electrénico (resolucién 0,01 mmy precisién £ 0,02 mm). Se tomo el peso humedo
total y se procedi6 a la separacion de tejidos blandos, los cuales se pesaron en humedo y luego,
al igual que las valvas, se secaron en estufa a 60 °C. Una vez alcanzado un peso constante
(aproximadamente 24 h), las muestras se dejaron enfriar y se registraron sus pesos secos. Con
los datos obtenidos se calcularon ocho indices de condicién (C-N°) de acuerdo con las siguientes

féormulas [417]:

IC-I: PS tejido blando (g) / PS valvas (g) * 100

IC-II: PH tejido blando (g) / PS valvas (g) * 100

IC-II: PH tejido blando (g) / PH total del bivalvo (g) * 100
IC-1V: PH tejido blando (g) / longitud de las valvas (mm) * 100
IC-V: PS tejido blando (g) / longitud de las valvas (mm) * 100
IC-VI: PS tejido blando (g) / PS total del animal (g) * 100
IC-VII: PS tejido blando (g) / PH tejido blando (g) * 100

IC-VIII: PS tejido blando (g) / longitud de la valva (cm) * 3 * 100

Composicion bioquimica y analisis de acidos grasos

La concentracion de cada componente bioquimico se determiné en cada individuo extraido en los
correspondientes experimentos. Antes del procedimiento analitico, cada muestra previamente
secada a 60°C, se molié en mortero de porcelana hasta obtener un polvo homogéneo. Los
carbohidratos totales se analizaron siguiendo el método de Dubois et al. [418] con glucégeno
como estandar; las proteinas se determinaron por Lowry et al. [419] usando albumina bovina
como estandar; y los lipidos totales se estimaron usando el método colorimétrico de Zdélner,
Kirsch [420] utilizando colesterol como estandar. Ademas, el contenido total de cenizas se
determiné por calcinacién a 550 ° C por 6 horas. Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado. Los resultados se expresaron como porcentaje (%) de peso seco de los tejidos.

Los FA se determinaron por individuo siguiendo el método de cromatografia gas-liquido,
desarrollado por Lepage, Roy [421], utilizando cloruro de acetilo/metanol como reactivo. Estos
andlisis fueron realizados como un servicio a terceros brindado por el Laboratorio de Quimica
Orgéanica y Cromatografia del CCT CONICET-CENPAT. Los resultados de FA totales se
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expresaron como Mg ges ', mientras que los perfiles correspondientes se presentaron como
abundancia individual relativa del total de FA (%). Los FA se agruparon en SFA, MUFA y PUFA
y en estos ultimos se calcul6 el total de omega-3 y omega-6 (PUFA con insaturaciones en el
carbono 3 y 6, respectivamente). Ademas, se estimaron los indices C16:1(n-7c)/C16:0 [402] y
C22:6(n-3)/C20:5(n-3) (0 DHA/EPA) [422] como indicadores del tipo de dieta de los mejillones.

Andlisis estadisticos

Las comparaciones entre conjuntos de datos relativos a la composicion bioquimica e indices
condicion, se realizaron utilizando analisis unidireccional de varianza (ANOVA) t-test o F-test
seguido de una prueba post hoc de Tukey. En aquellos casos en donde los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas no se cumplieron, se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis.
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RESULTADOS

Mantenimiento de la vieira tehuelche en SRC

En las experiencias realizadas, las vieiras se observaron activas, con el manto y tentaculos
extendidos. Durante el experimento SRC1 no se registraron individuos muertos mientras que en
SRC2 se calculé una mortalidad aproximada del 9% no siendo asociada con el tiempo de
experimentacion (muertes aleatorias en el tiempo). Este aspecto no modificé el desarrollo del
ensayo ya que el total de individuos excedia ampliamente la cantidad necesaria para los analisis

quimicos.

A través del uso de los IC se hallaron diferencias significativas entre los individuos con diferentes
tiempos de cautividad sin alimento (Tabla 27). Por un lado, en el experimento SRC1 los indices
IC-Il, IC-llIl 'y IC-IV sefalaron una disminucién significativa en la condicién de vieiras de D30
respecto a las de CCl, mientras que lo contrario ocurrié en IC-VIl. En SRC2, en todos los IC se
evidencio una disminucion respecto del momento inicial. Ademas, los IC-1 y IC-VI mostraron un

descenso significativo en D90 respecto de D60.

El efecto de la inanicién no se vio reflejado en la composicién bioquimica de las vieiras en D30
de mantenimiento ex situ en SRC1. Sin embargo, en SRC2 luego en D60 los cambios en los
componentes bioquimicos comenzaron a ser notorios (Tabla 28). Las proteinas se incrementaron
significativamente en D60 y luego disminuyeron significativamente en D90. Por otra parte, los
carbohidratos disminuyeron en D60 y D90 respecto de CCIl. Los lipidos se redujeron
significativamente solo en las vieiras de D90. Por el contrario, las cenizas mostraron un porcentaje

significativamente mayor solo en las muestras de D90.
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Tabla 27. indices de Condicién (IC-I al IC-VIII) para las vieras extraidas durante los experimentos SRC1 y SRC2. Se muestra la media y el desvio estandar (DE)
de cada conjunto de datos. Los valores de tabla son adimensionales. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de medias.

SRC1 SRC2

CcCli D30 CCl D60 D90
Media 14,72 12,52 t 1,72 16,112 11,22° 9,16° F 67,517
I DE 1,72 2,55 p 0,11 1,69 1,73 1,56 p < 0,001
. Media 96,96° 72,36° t 4,02 109,302 82,78 78,84° F 22,923
DE 6,27 12,77 p < 0,001 12,12 10,32 13,58 p <0,001
. Media 49,182 41,69° t 3,60 52,082 45,13 43,80° F 21,849
DE 1,66 4,43 p < 0,001 2,61 3,07 3,95 p <0,001
G-IV Media 28,452 22,77° t 3,12 36,882 26,69° 27,83° F 14,968
DE 3,76 3,12 p 0,01 5,24 2,14 5,75 p <0,001
Gy Media 4,33 3,92 t 1,13 5,432 3,60°  3,24° F 47,359
DE 0,83 0,57 p 0,28 0,66 0,23 0,72 p <0,001
.y Media 12,81 11,09 t 1,71 13,862 10,06°  8,37° F 65,478
DE 1,31 2,04 p 0,11 1,25 1,37 1,30 p <0,001
GVl Media 15,142 17,28° t 2,69 14,842 13,5652 11,72° F 17,67
1,00 1,61 p 0,02 1,66 1,08 1,56 p <0,001
GV Media 14,45 13,07 t 1,14 18,092 12,00° 10,79° F 47,578
2,77 1,91 p 0,28 2,20 0,76 2,39 p <0,001

CClI: Control de Campo Inicial y D30, D60, D90: Dias 30, 60 y 90, respectivamente.
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Tabla 28. Composicién bioquimica expresada en porcentaje de peso seco para las vieras extraidas durante los experimentos SRC1 y SRC2. Se muestra la media
y el desvio estédndar (DE) del conjunto de datos de los momentos. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de medias.

SRC1 SRC2
CCl D30 CCl D60 D90
Media 2,38 2,45 t 0,16 8,802 5,25° 4,12° Kruskal-Wallis
Carbohidratos
DE 0,86 0,82 p 0,814 3,24 2,15 1,55 p <0,001
Media 29,83 32,16 t 1,06 30,958  36,17° 27,02¢ F 22,193
Proteinas
DE 5,19 3,35 p 0,31 4,31 3,13 3,78 p <0,001
Media 17,00 18,73 t 1,32 16,722 13,942 8,83° F 35,661
Lipidos
DE 3,08 2,03 p 0,211 2,47 2,88 2,70 p <0,001
Media 14,85 12,90 t 2,19 15,15¢ 16,772 20,57° F 36,535
Cenizas
DE 1,11 1,80 p 0,05 1,40 1,28 2,23 p <0,001

CCI: Control de Campo Inicial y D30, D60, D90: Dias 30, 60 y 90, respectivamente.
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Mantenimiento del mejillon en SRC

Durante el desarrollo de las depuraciones Dex1, Dex2 y Dex3, los mejillones exhibieron signos
de buen estado de salud tales como valvas abiertas normalmente y manto extendido. La
mortalidad observada en los tres experimentos fue baja con un promedio de 1,2%, no significando
un riesgo para el desarrollo de los analisis planteados.

Para las depuraciones Dex1 y Dex2, ninguno de los IC mostré diferencias significativas. En el
caso de Dex3, los indices IC-l y IC-IV a IC-VIIl mostraron diferencias entre la condicion de los
mejillones de CCF con los de FD y/o CCI (Tabla 29). Sin embargo, los resultados de IC no
mostraron diferencias relacionadas a un posible efecto del periodo de cautividad sin alimento
sobre la condicién de los mejillones; es decir, para ninguno de los IC se vio una reduccion
significativa en FD respecto de CClI.
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Tabla 29. indices de Condicion (IC: IC-1 al VIII) de los mejillones correspondientes a las depuraciones ex situ Dex1, Dex2 y Dex3. Se muestra la media y su desvio

estédndar (DE) del conjunto de datos. Los valores de tabla son adimensionales. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de medias.

Dex1 (29 dias)

Dex2 (48 dias)

Dex3 (30 dias)

CCl FD CCF CCl FD CCF CCl FD CCF
IC-| Media | 12,15 10,72 11,58 F 1,099 11,17 8,73 8,24 F 1,487 11,832 891> 13,142 F 6,793
DE 1,20 1,77 o059 P 0,364 295 206 267 P 0,265 2,18 1,34 309 P 0,011
C-1l Media 63,89 64,15 64,75 F 0,011 62,50 54,48 53,74 F 1,256 96,56 76,56 79,52 F 3,158
DE 927 78 170 p 0,989 968 751 835 p 0,32 632 1304 1204 p 0,079
G-l Media 38,85 38,96 39,30 F 0,022 38,31 35,13 3483 F 1,158 49,09 43,07 4413 F 2,607
DE 345 2,94 062 p 0,978 3,70 3,21 343 p 0,347 1,63 4,43 362 p 0,115
G-IV Media 8,63 11,11 12,68 F 3,398 11,37 12,29 11,20 F 0,286 11,862 9,082 415° F 11,98
DE 078 224 131 p 0,068 181 254 300 p 0,756 1,43 2,31 015 p 0,001
G-V Media 1,64 1,87 2,28 F 1,613 1,99 1,99 1,74 F 0,201 1,482 1,070 0,68° F 4,68
DE 0,06 0.51 037 p 0,24 0,13 0,63 076 p 0,821 0,49 0,31 008 p 0,031
G-V Media 10,83 9,66 10,38 F 1,098 10,01 8,00 758 F 1,453 10,552° 8,17 11,572 F 6,922
DE 0.95 1,46 047 p 0,365 2,37 1,75 225 p 0,276 1,72 1,13 239 p 0,01
IC-VI Media 19,14 16,67 17,90 F 3,22 17,70 15,92 1510 F 0,931 12,37°  11,72® 16,402 F 9,912
DE 1,68 1,57 1,02 p 0,076 2,08 2,48 252 p 0,421 3,04 1,00 134 p 0,003
IC-VII Media 5,48 6,24 759 F 1,613 6,63 6,62 5,80 F 0,201 4,952  3,562P 227° F 4,677
0,21 1,70 123 p 0,24 0,44 2,09 255 p 0,821 1,62 1,03 026 p 0,031

CClI: Control de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuracién y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.
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En cuanto a los componentes bioquimicos en los mejillones (Tabla 30), se observaron variaciones
significativas en Dex1 y Dex3, no hallandose ninguna en Dex2. En ninguna de las depuraciones
ex situ se hallaron disminuciones significativas entre CCl y FD. Luego de 29 dias de depuracién
ex situ sin alimento, en Dex1 se observd un aumento significativo de las proteinas y lipidos en
mejillones, no diferenciandose significativamente con lo hallado en mejillones de bancos naturales
de CCF. A su vez, se observé que la proporcion de cenizas de muestras de CCF bajé
significativamente respecto de CCI, pero no de FD. Considerando Dex3, se hallé una
concentracion significativamente mayor de carbohidratos en mejillones del CCF respecto de CCI
y FD. En cuanto a la proporcién de proteinas, en mejillones de CCF fue significativamente menor
a la estimada en CCI. Los mejillones de FD no mostraron diferencias significativas en este
componente respecto a ambos controles. El porcentaje de cenizas no defiri6 entre CCl y FD,

mientras que en CCF mostr6 un valor significativamente menor.
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Tabla 30. Composicién bioquimica expresada en porcentaje de peso seco de los mejillones correspondientes a las depuraciones ex situ Dex1, Dex2 y Dex3. Se

muestra la media del conjunto de datos y su desvio estandar (DE). Las letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de medias.

Dex1 (29 dias)

Dex2 (48 dias)

Dex3 (30 dias)

CClI FD CCF CCl FD CCF CCl FD CCF
Media | 13,15 14,24 20,19 F 1,19 |13,57 1575 1551 F 0,17 | 8,29® 559% 14,11° 11,80
Carbohidratos

DE 9,90 5,88 2,08 p 0337|398 542 758 p 0,844 | 269 1,93 4,43 0,001

Media [27,50® 41,31 42,47° F 41,356|38,90 41,36 41,23 F 0,363 |33,872 29,40%° 24,75P 3,975
Proteinas

DE 1,05 2,08 4,06 p 0501 398 497 152 p 0,703 | 6,14 3,21 3,91 0,047

Media |16,212 21,14°> 20,59 F 5,056 20,07 19,83 18,08 F 0,633 | 12,04 13,43 14,51 0,895
Lipidos

DE 1,73 2,41 2,64 p 0,026 | 252 264 18 p 0,548 | 1,95 2,21 2,80 0,434

Media [16,722 12,992® 937° F 6,481 |14,00 11,68 13,89 F 0,642 31,292 29,342 19,28° 5,333
Cenizas

DE 1,67 2,92 0,83 p 0,012 | 450 396 202 p 0,543 | 9,17 3,82 3,55 0,022

CClI: Control de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuraciéon y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.
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Los resultados de los FA se muestran en la Tabla 31. Las menores concentraciones de FA totales
en Dex1 se encontraron en CCI, mientras que en Dex2 y Dex3 se hallaron en los mejillones
expuestos a depuracion (FD). La mayor concentracién de FA totales fue medida en CCF de Dex1
(16597,48 ug g') y Dex3 (14400,16 ug g™').

Se lograron identificar 32 FA, cuyos perfiles completos se muestran en el Anexo N°1 Tabla 32,
33y 34. Los perfiles fueron cualitativamente similares en todos los mejillones, incluyendo aquéllos
que habian sido expuestos a un proceso de depuracién. Considerando la abundancia relativa
sobre el total, las proporciones de SFA y MUFA fueron similares en todos los casos (entre 16 y el
23%)., mientras que los PUFA fueron siempre los mas abundantes (55,86% - 67,57%).
Particularmente entre los SFA, el C16:0 fue el mas abundante en todos los casos. En Dex1, la
menor concentracion de este FA fue observada en CCI mientras que en Dex2 y Dex3 fue medida
en FD. La representatividad, sin embargo, fue menor en CCF para Dex1 y Dex2, y menor en CCI
para Dex3. En orden decreciente de representatividad se detectaron los SFA 18:0, 14:0y 17:0
(entre 5,0 y 1,4%). Dentro de los MUFA el FA mas abundante fue C20:1(n-9)cis, seguido por
C16:1(n-7)cis. Este orden se vio invertido para las muestras de FD correspondientes a Dex1. En
todos los casos, la proporcién C16:1(n-7¢)/C16:0 fue menor a 1. Sumado a lo anterior, C18:1(n-
9)cis y su isomero C18:1(n-9)trans fueron los terceros en porcentaje de representatividad. Por
otra parte, C15:1(n-5) se present6 mayormente en menores proporciones, constituyendo en
algunos casos menos del 0,001%. Diferente a lo anterior, en las muestras CCl de Dex3, el MUFA
de menor representatividad fue C17:1(n-7). En cuanto a los PUFA, los que se encontraron en
mayor proporcion en todas las muestras fueron C22:6(n-3) (DHA) y C20:5(n-3) (EPA). Sus
proporciones relativas fueron ~1% en Dex1, ~1,5% en Dex2 y 0,6 a 0,8% en Dex3. También se
detectaron otros PUFA de importancia tales como C20:4(n-6) y (C18:3(n-6)) y su precursor
C18:2(n-6)cis.
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Tabla 31. Resumen de 4cidos grasos (FA) para los mejillones de las depuraciones ex sifu Dex1, Dex2 y
Dex3. SFA: FA saturados; MUFA: FA monoinsaturados; PUFA: FA poliinsaturados. C22:6(n-3) / C20:5(n-

3) = DHA / EPA.
Total FA' SFA MUFA PUFA % omega-3 X omega-6 C16:1(n-7c) C22:6(n-3)
Hgg' (%) (%) (%) ugg! (%) HgQgT (%) /C16:0  /C20:5(n-3)
4006,50 1331,46
b ) 2
Dex1CCI 922276 20,73 19,63 59,64 (43.4) (14.2) 0,61 0,9
Dex1FD Media 13774,74 16,91 1819 64,90 7332,47 1523,78 0,73 1,04
DE 2282380 (53,2) (11,1)
9267,72 1672,26
Dex1CCF 16597,48 16,10 17,15 66,74 ’ ’ 0,64 1,34
ex (558)  (10,1)
8019,83 1634,48
Dex2CCl 14924 16,71 17 1 i ’ , 1,54
ex2CC 924,53 16, ;38 65,9 (53.7) (10.9) 0,60
Dex2FD Media 11515,82 1593 17.32 66,75 5867,94 1585,49 0,55 1,48
DE 1784,75 (50,9) (13,8)
7085,14 2580,27
Dex2CCF 14776,05 16,28 16,15 67,57 ’ ’ 0,48 1,55
exace @79 (175
5567,99 1727,53
Dex3CCI 12175,52 19,26 18,96 61,78 (45.7) (14.2) 0,61 0,88
Media 8301,45 3214,86 1489,36 0,30 0,82
Dex3FD DE 1518.31 23,78 16,64 59,58 (38.7) (17.9)
14400,16 6177,14 1632,18
D F ’ 22,06 22,07 55,86 ’ ’ 0,60 0,62
exsce @29 (113

CCI: Control de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuracion y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.
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DISCUSION

Condicion de las vieiras

Las vieiras sobrevivieron a la inanicion prolongada en los experimentos SRC1 y SRC2 por 30 y
90 dias, respectivamente. Sin embargo, segun los registros de IC y de concentracion de los
componentes bioquimicos, habria existido un desmejoramiento en su condicién. Estos aspectos
también fueron observados para otros pectinidos como Chlamys ferreri, los que evidenciaron
disminucién de su biomasa y condicién general [423].

Los IC resultaron buenos pardmetros para detectar el efecto de la inanicién. Durante el
experimento SRC1, la disminucién de los IC-II, IC-Ill y IC-IV en D30 indicaron una reduccion en
los tejidos blandos de las vieiras. En particular, se observé que IC-VII (PS tejidos blandos/PH
tejidos blandos) fue significativamente mayor en D30 respecto a CCI. La relacion puede ser
resultante de una disminucién de la retencién de agua en los tejidos del bivalvo o un incremento
en el tejido seco. Marcaillou et al. [405] ha sugerido que la variacion en el peso seco puede ser
consecuencia de la materia organica del agua que no pudo retirarse correctamente durante la
manipulaciéon de las muestras. Por otra parte, debe tenerse en cuenta que los bivalvos poseen
gran porcentaje de agua en sus tejidos y, por lo tanto, las medidas basadas en PH suelen
presentar gran variabilidad [424].

La composicion bioquimica de los bivalvos esta relacionada con la calidad y cantidad de alimento
en el ambiente [425]. En las vieiras tehuelches recolectadas a campo, dicha composicion
coincidi6 con la obtenida por de Vido de Mattio [90]. La proporcién de ninguno de los componentes
resulté alterada en SRC1 luego de 30 dias de inanicién, mientras que luego de 60 dias los efectos
fueron detectables. En concordancia con lo descripto por Pleissner et al. [92] en M. edulis, los
carbohidratos fueron los primeros en ser consumidos, disminuyendo significativamente en D60
(SRC2). El aumento de proteinas en una primera etapa de inanicidén y la posterior disminucion
significativa, fue igualmente descripto por Hong-Sheng et al. [423] para la vieira C. ferreri'y por
Yan et al. [416] para la almeja Ruditapes philippinarum. Estos autores sugieren que el incremento
inicial es debido al consumo de lipidos; que una vez agotados, el bivalvo comienza a consumir
sus proteinas. Complementario a ello, las vieiras también exhibieron una notoria pérdida de los
lipidos luego de 90 dias, sefal clara del déficit prolongado [387]. Por ultimo, el incremento del
porcentaje de cenizas observado en las vieiras seria consecuencia del consumo de las reservas
energéticas, lo cual coincide con lo informado para la almeja Donax vittatus por Ansell, Sivadas
[91].
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Los efectos de la inanicién sobre los bivalvos también varian de acuerdo al periodo reproductivo
en el que se encuentren. de Vido de Mattio [90] describe en la vieira tehuelche del Golfo San José
fluctuaciones anuales de los componentes bioquimicos sefialando que las reservas de glucégeno
y lipidos aumentan desde valores bajos en invierno hasta maximos en primavera, siendo
utilizados en el crecimiento y desarrollo gonadal; estas reservas disminuyen durante el periodo
de desove recuperandose al finalizar el mismo. En el presente estudio, las vieiras fueron
recolectadas a finales del verano y principio de otofio por lo que su susceptibilidad a la inanicion
posiblemente se vio condicionada por el segundo desove en el que se encontrarian. Sin embargo,
estudios histolégicos deberan ser incluidos en futuras investigaciones para describir la correlacion
de este factor y el efecto de la inanicion.

Condicion de los mejillones

En las diferentes experiencias de depuracion de TPM, los mejillones mostraron ser menos
afectados por el periodo de inanicibn en comparacion a lo acontecido con las vieiras. A partir de
la informacion brindada por los diferentes indicadores, no se pudo apreciar en el mejillon un efecto
cuantificable producto del proceso de experimentacioén, incluso en aquellos organismos de Dex2

mantenidos durante casi dos meses.

En primer lugar, los diferentes IC no mostraron disminuciones significativas entre los mejillones
de campo iniciales y aquellos expuestos a depuracién ex situ (entre CCl y FD). Por otra parte, las
diferencias significativas observadas en Dex3 fueron sdélo entre los controles, lo cual estaria
relacionado a cambios en el ambiente. Los valores obtenidos para IC-V coincidieron con los
descriptos por Colombo [398] para la misma especie proveniente de un sitio de colecta cercano
a los presentados en este estudio.

Como segundo indicador, el analisis de la composicién bioquimica permitié detectar algunas
diferencias no relacionadas con el efecto del experimento. A pesar de ello, en todas las muestras
las concentraciones de carbohidratos, proteinas, lipidos y cenizas se encontraron en el rango de
lo esperado para diversas especies de mejillones [426,398,425,427,408,397].

El aumento de proteinas y lipidos en FD respecto de CCl en Dex1 puede ser atribuible a la
variabilidad intrinseca de la poblacion y no al efecto de la depuracion ex situ y ayuno. Se ha
reportado gran variabilidad en Mytilus sp. incluso en la misma poblacién expuesta a condiciones
idénticas [396].

En los mejillones de Dex3 las diferencias encontradas se vincularon especialmente con el control
final a campo. El menor porcentaje de proteinas en los bivalvos de CCF (extraidos a finales de la

primavera) puede estar relacionado con finalizacion del periodo de desove y consumo de
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reservas. Por otro lado, el aumento de los carbohidratos en estos mejillones podria estar
indicando el inicio de las floraciones fitoplancténicas [398].

Resultados disimiles han sido reportados en cuanto a los efectos de la inanicién sobre la
composicion bioquimica de diversas especies de bivalvos durante la depuracion ex situ. En este
sentido, Marcaillou et al. [405] sefalan que el mejillon M. edulis no consumi6 los carbohidratos
durante la depuraciéon de OA, a pesar de la ausencia de alimento. Sin embargo, estos autores
observaron la utilizacion de los lipidos a partir de los 21 dias de inanicién. Por otra parte, Freitas
et al. [400] reportan que las almejas Ruditapes decussatus y R. philippinarum no presentaban
cambios en las proteinas totales durante los 7 dias de la depuracion de metales. En
contraposicién con lo anterior, Ruano et al. [406] reportaron un efecto negativo producto de la
depuracion sanitaria en los bivalvos Crassostrea angulata, M. edulis, Cerastoderma edule y
Venerupis pullastra, detectando una disminucién en el IC (PS de tejidos blandos/volumen cavidad
valvar) e incluso en los FA transcurridas tan solo 72 h de inanicién.

La composicion de FA descriptos en el presente trabajo para M. platensis se corresponde con los
patrones esperados para bivalvos marinos y representa un estado saludable, caracterizado por
un alto grado de insaturaciones [395]. Las variaciones generales encontradas no pueden ser
directamente atribuidas a las condiciones de depuracion a las que fueron expuestos los
mejillones; sobre todo, si se tiene en cuenta la ausencia de diferencias significativas en lipidos.

En el presente trabajo se observé que C16:0 fue el SFA mas abundante para todas las muestras
(7,27%-11,40%). Este mismo patrén se ha reportado para la misma especie de mejillén del golfo
San Jorge (~17%) [425] y de la costa bonaerense (16,7%-30,8%) [428], asi como para otras
especies de bivalvos [409,402,406] y de gasterépodos de la costa chubutense [269]. En este
estudio se han detectado, ademas, SFA en relativa abundancia como el C17:0 (min:1,2 max:1,6).
Este, junto con C15:0 han sido relacionados a una dieta con cierta composicion bacteriana [422].
Dentro de los MUFA descriptos en este trabajo, C16:1(n-7)cis y C20:1(n-9)cis resultaron los mas
abundantes en concordancia con lo reportado por Colombo et al. [425] y Kluytmans et al. [401].
Los SFA y MUFA has sido descriptos como indicadores de alimentacion con detritos [410],
aunque también suelen estar presentes en microalgas como diatomeas como es el caso del C16:0
[402]. Se ha observado ademas una sintesis de novo de los SFA C16:0 y C18:0 y sus derivados
inmediatos C16:1 y C18:1 por parte de M. edulis del Mar de Wadden [401].

Los PUFA mostraron una notoria predominancia, en especial, mayor proporcién de omega 3
sobre omega 6. Resultados similares también fueron obtenidos para M. platensis del Golfo San
Jorge [425], para otras especies del género Mytilus [428,401,422,408,429] y para otros bivalvos
como P. magellanicus [402], Perna perna [430] y Arca noae [395]. La proporcion de cada uno de
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los PUFA podria variar de acuerdo a las poblaciones de bivalvos, el origen, la temperatura y el
tipo de alimentacion [430].

Dentro de los PUFA, DHA y EPA son esenciales para el crecimiento y buena condicién de los
bivalvos [395]. La proporcion DHA/EPA = 1 ha sido utilizada como indicadora de la presencia de
dinoflagelados en la dieta, incrementandose en la red tréfica y pudiendo variar segun la latitud
[431]. Una relacién DHA/EPA < 1 es indicadora de una dieta rica en diatomeas, al igual que la
alta proporcion de C16:1(n-7)cis [410,432,430] y la presencia de C18:4(n-3) [432].
Complementario a lo anterior, en estudios llevados a cabo en el estuario de Bahia Blanca,
describieron el comienzo de floraciones de diatomeas cuando la relacion C16:1(n-7)/C16:0 en el
fitoplancton era = 1 [402]. A su vez, estos autores también encontraron que la dinamica
fitoplanctonica se veia reflejada en la composicion de FA de la glandula digestiva de P.
magellanicus con un predominio de DHA en presencia relativamente abundante de dinoflagelados
y aumento de EPA durante y posterior a la floraciéon de diatomeas. El uso de los marcadores
como C16:1(n-7)/C16:0 y la proporcion de DHA/EPA como herramientas practicas para el estudio
de floraciones fitoplancténicas ha sido reportado [430].

Los mejillones correspondientes a Dex1 y Dex2 habrian sido expuestos a una dieta con
proporciones mayores de dinoflagelados al estimarse DHA/EPA = 1, C16:1(n-7)/C16:0 < 1 y
presencia de C18:4(n-3). La unica diferencia en Dex3 fue que la relacion DHA/EPA permanecié
por debajo de 1, lo que podria indicar la finalizacién de la floracion de dinoflagelados. En el mismo
sentido, Colombo et al. [425] observaron durante el invierno 2013 que la proporcion DHA/EPA
era 0,4 y que el marcador C18:4(n-3) no se encontraba presente en el perfil de FA de los
mejillones. Estos resultados sugieren la menor representacién de dinoflagelados en la dieta,
aspecto fortalecido por la ausencia de TPM en bivalvos de la zona al momento de realizado dicho
estudio (planilla resultante del monitoreo llevado adelante por Plan Provincial de Prevencion y
Control de Marea Roja periodo junio-agosto 2013 [276]).

Los PUFA, especialmente los de 20-22 carbonos, pueden llegar a presentar gran variabilidad
anual [428]. Se pudo cuantificar en un ~2% al acido C18:2(n-6)cis. Este FA participa en varias
funciones metabdlicas, es esencial en la dieta de los animales y se considera como caracteristico
de la materia organica particulada [402,401]. Esta también puede contribuir a la dieta de los
organismos filtradores sobre todo en ambientes costeros, donde existe gran influencia de agentes
terrestres [432,406].

Dalsgaard et al. [432] destacan que la posibilidad de utilizar los mencionados marcadores troficos
constituiria una potencial herramienta de aplicacion para complementar el entendimiento de
procesos dinamicos del ecosistema y, en este caso en particular, podria ser relacionado a
aspectos desconocidos de las FAN productoras de TPM en las costas de Chubut. Este es un
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desafio complejo ya que no es posible discernir facilmente si un individuo esta incorporando o
haciendo uso de reservas en su situacién actual, usando Unicamente un marcador en un momento
determinado que no da indicacion de la dinamica temporal del crecimiento [432]. Incluso, dentro
de las poblaciones fitoplancténicas, los perfiles de FA estan relacionados al periodo del ciclo de
vida pudiendo sintetizar diferentes FA durante la fase exponencial de crecimiento poblacional
[433]. Para ello, seguimientos especificos de la localidad de interés deben realizarse a lo largo
del tiempo, analizando el perfil de FA en los diferentes compartimentos que constituyen el

ambiente.

Mas alla de los objetivos de este capitulo, los resultados encontrados también aportan al
conocimiento de la calidad nutricional del mejillon M. platensis como alimento. Teniendo en
cuenta que los PUFA son clasificados como los constituyentes lipidicos de la dieta mas
beneficiosos para la salud humana (tales como DHA, EPA y C20:4(n-6)) [414,413], puede
presumirse que una depuracion de 2 meses no afectaria notoriamente la calidad del mejillén como
alimento ya que luego de ese periodo no disminuy6 la proporcién de PUFA en el total de FA.
Estas son observaciones preliminares que podrian ser Utiles para futuras investigaciones que

estén especificamente enfocadas en la calidad alimenticia del producto final de una depuracion.
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CONCLUSION

Durante todos los experimentos de mantenimiento de bivalvos ex situ y sin alimento, se
observaron pocos individuos muertos y de forma aleatoria. Ello refleja no solo buena salud general
de los bivalvos recolectados en el campo, sino también una buena aclimatacién a las condiciones
de experimentacion. Los indicadores de condicion seleccionados lograron expresar el efecto de

la inanicién sobre los bivalvos.

Las vieiras tehuelches, a pesar de sobrevivir durante el periodo de mantenimiento ex situ, fueron
susceptibles a la inanicion demostrando una disminucién de su condicién y con efectos mas
acentuados a partir de los 60 dias. En contraste, para los mejillones se considera que los
indicadores utilizados no evidencian un efecto directo del proceso de depuracién ex situ de TPM
sobre la salud del mejillon. Se percibe que la demanda energética requerida para la
metabolizacion de las toxinas en los mejillones no constituye un desequilibrio para las reservas

nutricionales, las cuales no variaron significativamente acabado el periodo de depuracion.

Este capitulo contribuye al abordaje de otros aspectos relativos a la problemética de la
intoxicacion de bivalvos con TPM en la zona costera de Chubut. Aporta herramientas
complementarias a las técnicas analiticas para estudiar las FAN, asi como a evaluar aspectos

nutricionales de la carne de bivalvos depurados sin suministro de alimento.
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CONCLUSION GENERAL

Mediante los diferentes experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis, se logré

cumplir con los objetivos planteados:

En el desarrollo del Capitulo 1 se logr6 evaluar la aplicabilidad de diferentes métodos de
biofiltracion para el mantenimiento ex situ de bivalvos. Los resultados obtenidos permiten
establecer mejores condiciones para el mantenimiento de individuos en experimentacion, asi

como también durante la etapa previa en su aclimatacion.

El biofiltro bacteriano resulté ser un mecanismo tradicional y seguro que mantuvo los parametros
de calidad del agua en un rango de valores seguros para el cultivo de organismos acuaticos. Por
un lado, el conocimiento de composicion bacteriana nitrificante y el area real de crecimiento en el
sustrato plastico ofrecido permitirian un célculo balanceado entre las tasas de produccion de
excreciones nitrogenadas y las tasas de absorcion del biofiltro en el sistema. Por otra parte, la
bdsqueda e incorporacién de mecanismos que completen el proceso de desnitrificacién (etapa
de remocidn de nitritos y nitratos), lograria cerrar el circulo de un sistema totalmente equilibrado
y sostenible en largos periodos de tiempo. Este sistema puede ser mejorado y optimizado para

lograr aun mayores rendimientos mediante nuevas y complementarias investigaciones

La macroalga Ulva spp. podria ser una alternativa de biofiltracion no solo econémica sino también
de gran practicidad de manejo y mantenimiento. A pesar de haberse encontrado resultados
positivos en los ensayos a pequefa escala, factores extrinsecos a los abarcados en los estudios
impidieron un buen desempeno de la macroalga en sistemas de recirculacion de escala mayor.
Futuras investigaciones son necesarias para dilucidar si tal ineficiencia fue dada por las
caracteristicas de la poblacion utilizada, como el ciclo biolégico anual y/o la aptitud de asimilacién
de compuestos nitrogenados. Ningun indicio de factibilidad fue encontrado en el caso de la

especie U. pinnatifida.

Respecto a las especies de bivalvos utilizadas en la experimentacién, se observo tolerancia de la
vieira y el mejillén a concentraciones relativamente elevadas de compuestos nitrogenados. En el
caso del mejillén se observé una posible influencia de la temperatura sobre la tasa de excrecion.
Por otra parte, este factor influiria en la tasa de consumo de oxigeno disuelto Unicamente en

mejillones provenientes del submareal.

En base a los parametros que se analizaron, no se encontraron evidencias suficientes que
sustenten la hipdtesis de memoria ecolégica de las poblaciones de mejillones provenientes del
intermareal y del submareal. El habitat de origen de los individuos (intermareal o submareal) no
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seria un factor prioritario en las tasas de incremento de nitrégeno disuelto, siendo el tiempo de
experimentacién (o aclimatacion segun el contexto) el aspecto de mayor influencia en la
estabilidad de un sistema. Esto ultimo incluye la variacion de la tasa de excrecion y de consumo
de oxigeno de los organismos, de acuerdo al metabolismo de reservas a causa de las condiciones

experimentales de inanicion.

Los experimentos realizados permitieron estimar el rendimiento de un SRC especifico para el
mantenimiento de mejillones. Se recomienda seleccionar los mecanismos de biofiltracién de
acuerdo a la escala de trabajo, quedando demostrado que el tipo de acuario elegido puede influir
en el desempeno. Se concluye en este capitulo la necesidad de examinar y vigilar cada sistema
de disefio nuevo ya que las condiciones pueden influir notoriamente en los parametros de calidad

de agua necesarios para el mantenimiento de organismos marinos.

En el capitulo 2, se evalu6 cualitativa y cuantitativamente la dindmica de las toxinas en diferentes
bivalvos de interés comercial de la Patagonia. Se realizaron por primera vez en la Argentina
ensayos de intoxicacion, mediante los cuales se logrd describir la cinética de la depuracion ex
situ de las TPM en mejillones M. platensis naturalmente intoxicados. El conocimiento generado
de las TPMy las FAN desde el aspecto biolégico y quimico posee una especial significancia para
la costa patagoénica y toda la argentina. También se determinaron concentraciones de TPM en
mejillones a campo, ampliando y contribuyendo de esta manera a la base de datos del Programa
de Monitoreo de Mareas Rojas de la provincia del Chubut.

Se realizaron exitosamente 3 depuraciones de mejillones obteniendo una reduccion de TPM
superior al 70% en los casos en donde la toxicidad inicial fue mayor a los niveles de seguridad
para la proteccién de la salud humana. Los resultados se ajustaron mayoritariamente a funciones
de disminucién exponencial, contrastante con la linealidad medida en el seguimiento realizado in
situ. Por lo anterior, se aport6 al conocimiento de los tiempos necesarios para alcanzar
concentraciones innocuas y se determind que M. platensis es un depurador de rapido a
moderado, incluso en ausencia de alimento. La depuracion ex situ no solo permitié la disminucion
de las TPM en tejidos de bivalvos, sino que también impidié la re-intoxicacion. Esto dltimo fue
particularmente beneficioso para el estudio del perfil de las TPM.

De los experimentos de intoxicacion se concluye que el mejillén es capaz de acumular TPM aun
en presencia de bajas concentraciones de A. tamarense/catenella lo que conllevaria un riesgo
para la salud humana en caso de persistencia de eventos de escasa o dificil deteccién del
dinoflagelado. De los ensayos preliminares con la vieira tehuelche, se deduce que esta especie
podria presentar una susceptibilidad particular a la presencia y consumo de las TPM. A partir de
lo presentado se recomienda seguir desarrollando experiencias sobre la cinética de intoxicacion

por TPM de bivalvos de interés expuestos a alimento téxico.
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Se logré describir el perfil toxico de mejillones provenientes de bancos naturales y la
metabolizacion de las toxinas tanto durante el proceso de intoxicacion como depuracion. A partir
de ello se observo que el mejillon M. platensis tiene capacidad de acumulacién y/o eliminacion
selectiva, epimerizacién metabdlica y biotransformacion de las toxinas. Debido a la presencia de
depuracién selectiva de acuerdo a analogos de TPM, la aplicacion de modelos de dos
compartimentos otorgaria mayor comprension de la detoxificaciéon particular en cada tejido y
posibles rutas metabdlicas de las toxinas en el mejillén.

Debido a la rapida eliminacién/transformacion de GTX 1&4 y menor reduccion reconocida de GTX
2&3 en el transcurso del tiempo, los resultados mostraron que la proporcion relativa entre estos
dos grupos de GTX, asi como también sus proporciones relativas entre los epimeros a/, podrian
considerarse para detectar la etapa de depuracion de bivalvos in situ. Sumado a ello, la presencia
de dcGTX 3 podria ser utilizada como indicadora de una reciente exposicion a A.

tamarense/catenella.

A partir de lo observado durante los analisis cualitativos de TPM, se resalta la necesidad de aplicar
técnicas analiticas en complemento al Bioensayo en Raton como estrategia de mejora para el
sistema de salud y prevencion de intoxicaciones. Esta mejora también permitiria ampliar la base
de datos de las transformaciones de las TPM durante las diversas FAN acontecidas.

Durante los trabajos realizados en Chile, no solo se logré evaluar al quitosano como facilitador de
depuracién, sino que también se estudiaron aspectos fisiologicos de los bivalvos durante el
periodo de intoxicacion. Los resultados para M. chilensis difirieron notablemente con las menores
tasas halladas para M. platensis. Ademas, M. chilensis presenté menor capacidad de
transformacién de N-sulfocarbamoilos a GTX. Estas discrepancias se relacionan en gran medida
a las caracteristicas experimentales ensayadas con cada especie y la particular susceptibilidad

encontrada en los mejillones chilenos utilizados.

A partir de estos ensayos, se observo la particular similitud entre los perfiles de TPM de A.
catenella de Chile y A. tamarense/catenella de Argentina, informacion complementaria a la nueva
caracterizacion de ambas microalgas como la misma especie. En especial, se resalta la mayor
concentracion de TPM por célula y la presencia de neoSTX y STX en los dinoflagelados de la
costa atlantica, cualidades que posiblemente le confieren a este grupo mayor potencial téxico.

Se concluye que el uso del quitosano como facilitador de la depuracién no seria factible al menos
bajo las condiciones ensayadas. Tales resultados obligan a continuar con esta linea de
investigacion, utilizando nuevos factores de depuracién en combinacion con la adicién de
quitosano. Se debera tener en cuenta, ademas, la seleccidén de poblaciones con tolerancia a las
TPM y/o bivalvos naturalmente intoxicados. Debido a factores naturales, esta ultima alternativa
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no pudo ser ensayada. Los resultados vinculados a las poblaciones de mejillones chilenos
informan sobre la susceptibilidad diferencial a las TPM, reafirmando el riesgo presente en la
sostenibilidad de la acuicultura y de las poblaciones naturales en algunas regiones frente al
incremento de las FAN o su expansion.

Por ultimo, en el Capitulo 3 se evalué la condicion de los bivalvos durante un periodo de
mantenimiento ex situ. Tales resultados con objetivos practicos, pueden ser utilizados en
procesos de depuracién de toxinas, asi como también en otros contextos como la aclimatacién
de los individuos para posterior experimentacion. Se observd que los indicadores de condicién
seleccionados lograron expresar efectos relacionados con la salud de los bivalvos.

La vieira mostré mayor susceptibilidad que el mejillon a un periodo prolongado de inanicién,
siendo los efectos fuertemente observables a partir de los 60 dias. Esto sugiere que, frente a una
depuracién de TPM, los estudios deberan considerar la pérdida de reservas y masa muscular en
la cuantificacion de las toxinas. Por otra parte, dependiendo de los tiempos necesarios para la
reduccion de TPM, influiria en la practicidad y eficiencia del método ex situ.

En el caso de los mejillones, los efectos observados estuvieron mas relacionados con las
condiciones del ambiente natural que al periodo ex situ. No se reunié evidencia suficiente para
concluir que la depuracién ex situ de TPM, al menos durante 49 dias, afecta la condicion de los
mejillones. Se percibe que la demanda energética requerida para la metabolizacion de las toxinas
no constituiria realmente un desequilibrio para las reservas nutricionales. Esto se vincula con las
condiciones del experimento y el momento del ciclo reproductivo de los individuos. Nuevas
investigaciones podran realizarse en un futuro, en las cuales se evalle la susceptibilidad de los

individuos incluyendo el desarrollo gonadal como factor de estudio.

El estudio de acidos grasos permitié deducir el tipo de dieta al que podrian estar expuestos los
mejillones en los periodos evaluados. Con estos resultados se abre una perspectiva del uso de
los acidos grasos como complemento en el seguimiento de las FAN. Futuras investigaciones
podran realizarse evaluando los componentes de acidos grasos en paralelo a los niveles de
toxicidad y composicion fitoplancténica.

A partir de los analisis de acidos grasos, también se considera la posibilidad de evaluar el efecto
de la depuracién en la calidad nutricional de los bivalvos. Teniendo en cuenta que los PUFA son
clasificados como los constituyentes lipidicos de la dieta mas beneficiosos para la salud humana
(tales como DHA, EPA y C20:4(n-6)) puede presumirse que la depuracién no afectaria
notoriamente la calidad del mejillén como alimento ya que no disminuy6 la proporcion de PUFA
en el total de acidos grasos luego de 60 dias. Estas son observaciones preliminares que podrian
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ser Utiles para futuras investigaciones especificamente enfocadas en la calidad alimenticia del
producto final de una depuracién.

El Capitulo 3 se relaciona con los primeros capitulos de esta tesis, reafirmando la practicidad y
buena conformaciéon de los sistemas de recirculacién para el mantenimiento de bivalvos en
periodos de mediano a largo plazo. Estas conclusiones se construyen a partir de la baja
mortalidad observada y la buena salud de los bivalvos, mostrando siempre manto y tentaculos
extendidos e incluso desplazamiento dentro de los receptaculos del sistema.

Esta tesis ha permitido obtener inédito y valioso conocimiento relativo a las FAN productoras de
TPM, en particular respecto a la dinamica de las toxinas en mejillones de la costa del Chubut.
Contribuye al control de esta problematica en la region y también al area de acuicultura a través
de la descripcién y ampliacién de parametros de cultivo. Aun cuando no fue factible alcanzar el
mismo grado de avance en relacion a la vieira tehuelche A. tehuelchus, las experiencias
realizadas fortalecen el conocimiento de esta especie, vulnerable ecoldégicamente, pero con gran
importancia socio-economica regional. En tal sentido se describen estrategias utiles y fehacientes
para su cultivo y mantenimiento ex situ y se destaca su sensibilidad frente situaciones

estresantes, incluidas las FAN, y los posibles efectos en su condicién.
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ANEXO 1
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Tabla 32. Perfil de acidos grasos (FA) depuracion ex situ Dex1. SFA: FA saturados; MUFA: FA monoinsaturados; PUFA: FA poliinsaturados. CCl:
Control de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuracion y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.

Dex1CCI Dex1FD Dex1CCF
ug g’ %| pg g Media DE % ug g’ %
SFA
C14:0 282,74 3,07 386,45 70,50 2,81 443,84 2,67
C15:0 79,01 0,86 115,16 23,37 0,84 128,28 0,77
C16:0 acido palmitico 896,92 9,73 1155,28 83,52 8,39 1236,44 7,45
C17:.0 149,25 1,62 166,93 52,43 1,21 216,55 1,30
C18:0 462,59 5,02 431,69 98,36 3,13 565,12 3,40
C20:0 7,84 0,08 8,97 2,16 0,07 15,57 0,09
C21:0 2,24 0,02 3,32 0,39 0,02 5,02 0,03
C22:.0 9,05 0,10 15,15 5,16 0,11 19,90 0,12
C23:0 9,79 0,11 14,55 4,32 0,11 17,34 0,10
C24:0 12,36 0,13 16,61 5,11 0,12 24,68 0,15
MUFA
C14:1(n-5) 410 0,04 10,01 6,22 0,07 10,44 0,06
C15:1(n-5) 0,09 0,00 3,25 4,64 0,02 0,99 0,01
C16:1(n-7)cis 4cido palmitoleico 549,25 5,96 848,43 97,02 6,16 795,33 4,79
C17:1(n-7) 0,84 0,01 35,21 9,93 0,26 56,55 0,34
C18:1(n-9)cis 4cido oleico comun 176,31 1,91 276,46 52,02 2,01 385,62 2,32
C18:1(n-9)trans 248,32 2,69 304,75 30,97 2,21 293,90 1,77
C20:1(n-7) 106,52 1,15 129,41 6,89 0,94 182,60 1,10
C20:1(n-9)cis 4cido eicosenoico 675,91 7,33 811,80 100,83 5,89 1051,80 6,34
C22:1(n-9)cis 17,73 0,19 23,25 1,38 0,17 24,68 0,15
C24:1(n-9c) 31,26 0,34 37,04 6,79 0,27 45,37 0,27
PUFA

C18:2(n-6)cis 4cido linoleico 172,01 1,87 265,55 55,98 1,93 365,81 2,20
C18:3(n-6) 4cido linolénico 4,38 0,05 6,40 1,18 0,05 3,65 0,02
C18:4(n-3) 58,45 0,63 138,80 38,02 1,01 195,61 1,18
C20:4(n-3) 548,06 5,94 747,14 235,66 5,42 957,66 5,77
C20:4(n-6) Aeido araquidénico 255,69 2,77 206,58 2584 1,50 187,39 1,13
C20:2(n-6)cis 22,57 0,24 43,75 7,47 0,32 87,49 0,53

220



EPA

C20:5(n-3) oido eicosapentaenoico 1624,66 17,62 288235 38390 20,02 3188,81 19,21
C22:2(n-6) 792,33 8,59 87969 237,09 6,39 915,54 5,52
C22:4(n-6) 84.46 0,92 121.81 60,40 0,88 112,38 0,68
C22:5(n-3) 274,71 2,98 565 11 137,77 4,10 653,28 3,94
C22:6(n-3) P ocosahexaenoics 1500,62 16,27 2999.07 76491 21,77 427237 05 74
Ac 5,13 docosadienoico 162,66 1,76 124,76 9,52 0,91 137,47 0,83
Total FA g g-1 9222.76 13774,74 22828 16597,48

SFA (%) 20.73 16,91 16.10

MUFA (%) 19,63 18,19 17,15

PUFA (%) 59,64 64,90 66,74

S omega-3 4006,50 43,44 733247 53,23 9267,72 55.84
S omega-6 1331,46 14,44 1523,78 11,06 1672,26 10,08
C16:1(n-7¢)/C16:0 0,61 0,73 0,64
C22:6(n-3)/C20:5(n-3) 0,92 1.04 1.34
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Tabla 33. Perfil de acidos grasos depuracion ex situ Dex2. SFA: FA saturados; MUFA: FA monoinsaturados; PUFA: FA poliinsaturados. CClI: Control
de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuracién y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.

Dex2CCI Dex2FD Dex2CCF
ug g’ % ug g Media DE % ug g’ %
SFA
C14:0 358,09 2,40 209,31 52,07 1,82 314,58 2,13
C15:.0 131,39 0,88 91,89 16,05 0,80 120,51 0,82
C16:0 acido palmitico 1154,30 7,73 907,03 103,63 7,88 1073,57 7,27
C17:.0 214,16 1,43 151,04 17,16 1,31 240,82 1,63
C18:0 553,97 3,71 415,06 38,78 3,60 569,48 3,85
C20:0 13,49 0,09 6,83 0,80 0,06 10,01 0,07
C21:.0 6,79 0,05 3,03 0,12 0,03 5,83 0,04
C22:.0 19,33 0,13 11,77 0,65 0,10 25,05 0,17
C23:0 19,71 0,13 14,70 1,84 0,13 20,80 0,14
C24:0 22,42 0,15 16,09 0,71 0,14 24,53 0,17
MUFA
C14:1(n-5) 4,69 0,03 1,62 0,36 0,01 6,32 0,04
C15:1(n-5) 0,67 0,00 0,19 0,09 0,00 1,65 0,01
C16:1(n-7)cis 4cido palmitoleico 689,31 4,62 504,26 156,23 4,38 518,37 3,51
C17:1(n-7) 53,30 0,36 23,82 18,27 0,21 29,35 0,20
C18:1(n-9)cis &cido oleico comun 358,85 2,40 229,42 41,94 1,99 265,21 1,79
C18:1(n-9)trans 278,79 1,87 227,19 61,51 1,97 290,77 1,97
C20:1(n-7) 135,26 0,91 121,85 47,02 1,06 138,91 0,94
C20:1(n-9)cis 4cido eicosenoico 1017,68 6,82 860,81 115,95 7,48 1090,24 7,38
C22:1(n-9)cis 21,60 0,14 12,66 5,89 0,11 17,92 0,12
C24:1(n-9¢) 33,53 0,22 26,55 7,05 0,23 27,80 0,19
PUFA

C18:2(n-6)cis 4cido linoleico 358,56 2,40 200,29 57,60 1,74 244 .80 1,66
C18:3(n-6) 4cido linolénico 8,52 0,06 3,72 2,18 0,03 3,69 0,02
C18:4(n-3) 120,43 0,81 56,65 24,59 0,49 64,29 0,44
C20:4(n-3) 930,16 6,23 735,74 13,25 6,39 1202,91 8,14
C20:4(n-6) Aeido araquidénico 229,28 1,54 358,03 17684 3,11 674,54 4,57
C20:2(n-6)cis 47,94 0,32 39,38 22,42 0,34 37,90 0,26
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EPA

C20:5(n-3) Seid cicosapentaenoico 2506,63 16,80 189642 62046 16,47 2072,07 14,02
C22:2(n-6) 846,62 5,67 859,50 7908 746 142828 9,67
C22:4(n-6) 14355 0,96 124,57 1480 1,08 191,06 1,29
C22:5(n-3) 606,63 4,06 443,15 8628 3,85 542,39 3,67
C22:6(n-3) e do00sahexaenoico 385597 25,84 273598 62288 23,76 320349 21,68
Ac 5,13 docosadienoico 182,87 1,23 227,30 50,96 1,97 318,93 2,16
Total FA g g-1 14924,53 1151582 1784.75 14776,05

SFA (%) 16,71 15,93 16,28

MUFA (%) 17,38 17,32 16,15

PUFA (%) 65,91 66,75 67,57

¥ omega-3 8019,83 53,74 5867,94 50,96 7085,14 47,95
% omega-6 1634,48 10,95 1585,49 13,77 2580,27 17,46
C16:1(n-7c)/C16:0 0,60 0,55 0,48
C22:6(n-3)/C20:5(n-3) 1,54 1,48 1,55

223



Tabla 34. Perfil de acidos grasos depuracion ex situ Dex3. SFA: FA saturados; MUFA: FA monoinsaturados; PUFA: FA poliinsaturados. CClI: Control
de Campo Inicial; FD: Fin de la Depuracién y CCF: Control de Campo al Final de la Depuracion.

Dex3CClI Dex3FD Dex3CCF
ug g’ %| pg g Media DE % ug g’ %
SFA
C14:.0 352,82 2,90 145,91 171,88 1,76 506,66 3,52
C15:.0 96,56 0,79 63,67 39,07 0,77 100,65 0,70
C16:0 &cido palmitico 1136,27 9,33 946,51 173,54 11,40 1625,32 11,29
C17:0 174,35 1,43 165,83 15,09 2,00 166,07 1,15
C18:0 518,76 4,26 600,15 51,99 7,23 703,08 4,88
C20:0 12,82 0,11 8,74 2,19 0,11 20,94 0,15
C21:.0 4,50 0,04 4,46 1,58 0,05 3,25 0,02
c22:0 16,65 0,14 12,22 4,30 0,15 18,99 0,13
C23:0 14,45 0,12 9,95 2,70 0,12 13,96 0,10
C24:0 17,86 0,15 13,67 4,20 0,16 17,91 0,12
MUFA
C14:1(n-5) 6,22 0,05 4,51 7,08 0,05 12,66 0,09
C15:1(n-5) 4,69 0,04 3,96 1,90 0,05 8,93 0,06
C16:1(n-7)cis &cido palmitoleico 697,32 5,73 319,09 407,56 3,84 974,19 6,77
C17:1(n-7) 0,38 0,00 8,94 15,48 0,11 33,44 0,23
C18:1(n-9)cis 4cido oleico comdn 210,33 1,73 92,53 74,95 1,11 394,16 2,74
C18:1(n-9)trans 303,25 2,49 216,17 97,58 2,60 393,67 2,73
C20:1(n-7) 145,92 1,20 111,33 59,95 1,34 196,59 1,37
C20:1(n-9)cis 4cido eicosenoico 845,88 6,95 654,43 207,63 7,88 1048,98 7,28
C22:1(n-9)cis 51,71 0,42 19,68 23,88 0,24 73,88 0,51
C24:1(n-9c) 42,31 0,35 15,35 13,52 0,18 42,27 0,29
PUFA

C18:2(n-6)cis &cido linoleico 219,90 1,81 80,26 30,08 0,97 307,95 2,14
C18:3(n-6) &cido linolénico 6,79 0,06 53,49 4,44 0,64 10,55 0,07
C18:4(n-3) 99,07 0,81 12,12 19,14 0,15 116,38 0,81
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C20:4(n-3) 654,96 5,38 420,23 143,79 5,06 621,22 4,31
} AA

C20:4(n-6) 4cido araquidénico 371,20 3,05 442 33 39,02 5,33 349,35 2,43

C20:2(n-6)cis 32,54 0,27 12,02 4,32 0,14 55,19 0,38
} EPA

C20:5(n-3) Acido eicosapentaenoico 2323,81 19,09 1378,52 305,09 16,61 3079,03 21,38

C22:2(n-6) 917,42 7,53 775,07 314,70 9,34 819,84 5,69

C22:4(n-6) 179,68 1,48 126,18 16,85 1,52 89,29 0,62

C22:5(n-3) 447 .24 3,67 266,53 62,11 3,21 443,90 3,08
} DHA

C22:6(n-3) 4cido docosahexaenoico 2042.91 16,78 1137,45 427,56 13,70 1916,62 13,31

Ac 5,13 docosadienoico 226,95 1,86 180,14 96,61 2,17 235,24 1,63

Total FA pg g-1 12175,52 8301,45 1518,3 14400,16

SFA (%) 19,26 23,78 22,06

MUFA (%) 18,96 16,64 22,07

PUFA (%) 61,78 59,58 55,86

> omega-3 5567,99 45,73 3214,86 38,73 6177,14 42,90

> omega-6 1727,53 14,19 1489,36 17,94 1632,18 11,33

C16:1(n-7¢)/C16:0 0,61 0,30 0,60

C22:6(n-3)/C20:5(n-3) 0,88 0,82 0,62
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