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RESUMEN

Las floraciones algales nocivas generan impactos negativos en la pesca y en la salud puablica,
entre otros. En Chile se ha observado una expansion de Alexandrium catenella, un
dinoflagelado causante de este tipo de floraciones, desde la zona sur-austral hacia el norte en
los Gltimos 46 afios. EI ADN ambiental (eDNA), es una técnica alternativa para detectar la
presencia de especies de interés para el funcionamiento del ecosistema, como es el caso de
Alexandrium catenella, el que es normalmente detectado por microscopia éptica.

En el presente trabajo se analiz6 un total de 202 muestras de ADN ambiental obtenido desde la
columna de agua del litoral chileno, desde el 2018 al 2019. El &rea de estudio cubre la
plataforma continental desde Golfo de Penas hasta Chiloé (expedicion Taitao) en la region
sur-austral de Chile, y Bahia Coronel y Concepcidon (Proyecto VRID UdeC) en la zona centro
sur. En el 25% de las muestras fue posible obtener una amplificacion positiva por PCR
convencional para A. catenella. Del total de las muestras positivas, el 66% corresponde a la
zona sur-austral (abarcando toda la expedicion Taitao), el 2% a Bahia Coronel, y el 31% a
Bahia de Concepcion. Se debe destacar que el mayor porcentaje de muestras positivas
obtenidas en la zona sur-austral corresponden a la zona afética de la columna de agua (19,6%),
correspondientes a las estaciones mas oceanicas de las muestras. También se debe destacar la
presencia molecular de este dinoflagelado en la costa de la regién del Bio Bio, donde no se
han reportado este tipo de floraciones.

La presencia de A. catenella ha sido reportada en la zona sur-austral desde 1972, no obstante
la gran mayoria de los reportes corresponde a la zona de fiordos y canales, siendo esta la
primera vez en reportar la presencia de su ADN a una profundidad de 900 m. Se discute el
efecto de la salinidad y el aporte de agua dulce de los fiordos a la plataforma continental con
respecto a este hallazgo. Por su parte, la presencia molecular de este organismo en la Regién
del Bio Bio, sugiere un proceso de expansion biogeogréafica de este dinoflagelado, consistente
con reportes anteriores. En todos estos casos, la presencia molecular de A. catenella en la costa
del Bio Bio presenta un riesgo potencial para las de areas de manejo existentes y la salud

publica, entre otros.
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ABSTRACT

Harmful algal blooms have a negative impact on public health and fisheries, among others. An
increase of Alexandrium catenella, a dinoflagellatus that causes this type of flora, has been
observed in Chile in the past 46 years, from the south-austral area to the north. Environmental
DNA (eDNA) is an alternative technique to detect the presence of species of interest for the
functioning of the ecosystem, as is the case of Alexandrium catenella, which is normally
detected through optical microscopy.

In the present work, a total of 202 samples of environmental DNA obtained from the water
column of the Chilean coast, from 2018 to 2019, were analyzed. The study area covers the
continental shelf from Golfo de Penas to Chiloé (Taitao expedition) in the south-austral region
of Chile, and Bahia Coronel and Concepcion (VRID UdeC Project) in the south-central area.
In 25% of the samples it was possible to obtain a positive amplification by conventional PCR
for A. catenella. Of the total positive samples, 66% corresponded to the south-austral zone
(covering the entire Taitao expedition), 2% to Bahia Coronel, and 31% to Bahia de
Concepcion. It should be noted that the highest percentage of positive samples obtained in the
south-austral zone corresponds to the aphotic zone of the water column (19.6%),
corresponding to the most oceanic locations of the samples. The molecular presence of this
dinoflagellate on the coast of the Bio Bio region, where this type of bloom has not been
reported, should also be highlighted.

The presence of A. catenella has been reported in the south-austral zone since 1972; however,
most of the reports correspond to the zone of fjords and channels, this being the first time the
presence of its DNA is reported at a depth of 900 m. The effect of the salinity and freshwater
contribution of the fjords to the continental shelf is discussed regarding this finding. On the
other hand, the molecular presence of this organism in the Bio Bio Region suggests a
biogeographic expansion process of this dinoflagellate, which is consistent with previous
reports. In all these cases, the molecular presence of A. catenella on the Bio Bio coast poses a

potential risk to existing management areas and public health, among others.
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INTRODUCCION

1.- Floraciones algales nocivas (FANS)

Se emplea el término “floracion” para sefialar el crecimiento de algas planctonicas
microscopicas de los océanos, cuyos colores varian del rojo (como se indica normalmente para
la “marea roja”) a tonalidades de amarillo, verde, marrébn y azul, ya sea segin sus
profundidades, concentraciones y tipo de protista. Estos crecimientos expansivos ocurren a
veces al variar las condiciones climaticas, las corrientes verticales, las temperaturas, la
transparencia y la turbulencia, la salinidad de las aguas, las concentraciones de nutrientes
disueltos, los vientos o la iluminacién superficial, aunque ain no esté aclarado cuales son las
condiciones exactas para la floracion. Las FANs han aumentado a lo largo de los océanos
costeros del mundo durante el ultimo siglo, principalmente debido a la eutrofizacion del agua
y el cambio climéatico (Mohamed, 2018).

Estas floraciones a menudo van acompafiadas de impactos negativos extensos y extremos a la
pesca, los recursos costeros, la salud publica y las economias locales. Son causadas por un
grupo de distintas especies fitoplancténicas como los dinoflagelados, diatomeas y
cianobacterias, produciendo compuestos quimicos de alta toxicidad en sus metabolismos
siendo estos las toxinas marinas (Mohamed, 2018), relacionadas a la muerte de la vida
silvestre. La forma mas comun de envenenamiento para los humanos es a través de la
ingestion de mariscos o peces, conteniendo en su interior acumulamiento de toxinas, siendo
extremadamente potentes aun en bajas densidades. Muchas de estas son estables a las
temperaturas y no son afectadas por la coccion. Dentro de las floraciones se encuentran
fitoplancton no tdéxico pero causan dafio a través del desarrollo de alta biomasa formando
espumas o residuos y destruye el habitat de diversas especies mediante el sombreado de
vegetacion sumergida (McGowan, 2016).

Segun la FAO (2005), durante las dos ultimas décadas, ha aumentado la frecuencia, intensidad
y distribucion geografica de las floraciones de algas perjudiciales, asi como la de los
compuestos toxicos presentes en la cadena alimentaria marina. Una posible explicacion de la
creciente tendencia de aparicion es el traslado de quistes en reposo de dinoflagelados,

especialmente los productores de toxina paralitica de mariscos, o por la migracién de
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poblaciones de mariscos e incluso por las aguas de lastre de los barcos. Muchos
dinoflagelados son especies dafiinas de la floracion de algas (Fischer et al., 2018).

1.2.- Dinoflagelados

Los dinoflagelados son parte de un grupo de fitoplancton marino distribuido mundialmente,
constituyéndose como uno de los grupos mas abundantes y diversos de fitoplancton
eucaridtico en el medio ambiente acuatico. Son especies muy complejas con respecto a su
diversidad morfoldgica dividiéndose en dos subgrupos, tecados y atecados. (Prabowo &
Agusti, 2019). Se conocen cerca de 50 especies de este grupo que son productores de toxinas,
y estas pueden llegar al ser humano a través de las redes troficas, al igual que se conocen por
formar proliferaciones de algas nocivas convirtiéndolo en uno de los contaminantes bioldgicos
mas problematicos y perjudiciales de muchos ecosistemas costeros en el mundo (Delgado et
al., 2002; Prabowo & Agusti, 2019). Aunque ocurren naturalmente, su frecuencia ha
aumentado en los Ultimos 30 a 40 afios, posiblemente como consecuencia de la escorrentia de
nutrientes que vienen de la agricultura (Carty & Parrow, 2015; Van Dolah, 2000). Las toxinas
que liberan en el medio ambiente causan varios tipos de enfermedades humanas como
envenenamiento por mariscos (bloqueando el canal de sodio por saxitoxina), intoxicacion
neurotoxica por mariscos (brevotoxina), intoxicacion por peces ciguatera (ciguatoxina) y la
intoxicacion diarreica por marisco (inhibicion de la proteina fosfatasa por acido okadaico)
(Carty & Parrow, 2015; Wang, 2008). Estas toxinas son metabolitos secundarios complejos y
se desconoce por qué los dinoflagelados sintetizan una amplia variedad de toxinas potentes
(Sheng et al., 2010).

El género Alexandrium es un fitoplancton marino dinoflagelado muy estudiado en los fiordos
chilenos debido a su produccién de toxinas responsables de la intoxicacién paralitica por

mariscos (PSP) y su alta potencia ictiotoxica (Hatfield et al., 2019; Mardones et al., 2016).

1.3.- Género Alexandrium

Los dinoflagelados del género Alexandrium son la mayor causa de las floraciones algales
nocivas (FAN). Los estudios pretenden comprender los pardmetros que controlan las

floraciones de Alexandrium y su toxicidad como los parametros fisicoquimicos que consideran
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la temperatura, el hidrodinamismo, la disponibilidad de nutrientes y la presencia de
compuestos organicos o metales que influyen en el crecimiento. En las ultimas décadas, han
aumentado en frecuencia, gravedad y distribucion geogréafica de estas FANs (Long et al.,
2019; Wang et al., 2008), afectando los ecosistemas marinos y la seguridad de los productos
del mar, decolorando el agua dando origen a las mareas rojas, marrones o verdes, flotando en
la superficie oceénicas, cubriendo las playas con biomasa o exudados (espuma) y reducir los
niveles de oxigeno mediante la respiracion o descomposicién excesiva dando como
consecuencia problemas ecologicos y econOmicos, contaminacion de mariscos Yy
envenenamiento humano (Long et al., 2019; Sellner et al., 2003).

Una caracteristica Unica de este género es que se producen tres familias diferentes de toxinas
conocidas entre las especies dentro de él: saxitoxinas, espirolidos y goniodominas. De estas
tres toxinas, la mas significativa en términos de impacto son las saxitoxinas, siendo
responsables de los brotes de intoxicacion paralitica por mariscos, la cual es la mas extendida
de los sindromes de envenenamiento por mariscos relacionados con los FANs. Los impactos
de los brotes de este veneno paralitico incluyen intoxicaciones humanas y muerte por mariscos
0 peces contaminados, pérdida de recursos de peces silvestres y cultivados, deterioro del
turismo y actividades recreativas, alteraciones de la estructura tréfica marina y muerte de
mamiferos marinos, peces y aves marinas (Anderson et al., 2012).

El género Alexandrium incluye 28 especies descritas, de las cuales 11 son conocidas por
causar envenenamiento paralitico por mariscos, las otras son especies no toxicas (Erdner et al.,
2010; Satoshi & Shigeru, 2012).

El género Alexandrium posee una compleja estrategia de ciclo de vida, alternando entre
habitats plantonicos y bentdnicos. Produce quistes de reposo resistentes como parte de su ciclo
de vida (fig. 1). Este se reproduce a través de division celular asexualmente. Para inducir a la
sexualidad y la formacion de gametos, estos dependen de las condiciones de su entorno como
la limitacion de nutrientes, periodos de calentamiento y flujos de baja corriente. Al fusionarse
estos forman planocigotos convirtiéndose en quistes de reposo o de resistencia depositandose
en el bentos. Estas etapas de descanso sexual proporcionan dispersion, recombinacién genética
y supervivencia a condiciones ambientales adversas permitiendo que un indculo de células

comiencen una floracion toxica (Mardones et al., 2016).
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Fig. 1.- Esquema simplificado del ciclo de vida del dinoflagelado del género Alexandrium. Se
describen los tipos de reproduccion, la asexual inicia desde el quiste pasando a los pasos 2 y 3,
luego inicia su reproduccion sexual de las células vegetativas obteniendo gametos que pasan a

cigoto los cuales forman quistes. (Modificado de Lembeye, 2004).

Las especies toxicas del género Alexandrium estan muy difundidas en muchas regiones del
mundo. En Chile, los brotes de envenenamiento paralitico por mariscos se atribuyen
principalmente a la especie Alexandrium catenella (Dinophyceae), causando envenenamiento
de forma recurrente a los humanos y mortalidad de peces (Guzmén et al., 2016).

1.4.- Alexandrium catenella

Perteneciente a los dinoflagelados estructurados por poseer placas rigidas o tecas en su
superficie y dos flagelos dispuestos en surcos. Mide entre 25-38 um y tiene una morfologia
irregular, siendo aplanado antero-posteriormente dandole un aspecto mas ancho que alto.
Tiene una temperatura éptima de crecimiento de 12-15°C (Aguilera et al. 2013).
Chile ha sido golpeado repetidamente por FANs de A. catenella desde el afio 1972 en la
Regién de Magallanes y actualmente se detecta desde la Region de Aysén a la Isla de Chiloé
(Fig. 2). En la region de Aysén fue hallada en 1992 y en la regién de Los Lagos en el 2002
(Montes et al., 2018), lo que demuestra un claro avance hacia el norte en su distribucion,
causando una variedad de impactos negativos que van desde pérdidas econdmicas hasta
muertes humanas.
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Concepcion
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Figura 2.- Mapa de distribucion por las costas de Chile a través de los afios de Alexandrium

catenella.

La intensidad y extension geografica de los brotes de A. catenella en Chile han aumentado en
los dltimos afios. Una de las floraciones mas reciente e intensa en térmicos de abundancia de
A. catenella ocurrid a fines del verano austral (febrero-marzo de 2009) expandiéndose hacia el
norte con una alicuota de 6000 células/mL iniciando en la region de Aysén a fines de marzo,
cubriendo una amplia area geogréafica hasta el sur de la isla de Chiloé en la regién de Los
Lagos. Desde entonces ha habido brotes recurrentes de A. catenella. Otra de las floraciones
excepcionalmente intensas que afectaron la zona costera del sur de Chile fue en el verano
austral de 2016. La abundancia de A. catenella alcanzé una alicuota de 5000 células/ml. Por
primera vez, el brote se extendid a aguas mas oceanicas (Guzman et al., 2016; Mardones et
al., 2016; Montes et al., 2018).
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Este episodio toxico causo la mortalidad de los vertebrados, incluidos los leones marinos, las
gaviotas y los perros. También se reportaron intoxicaciones humanas (12 personas fueron
afectadas), causando dramaticos impactos socioeconomicos para mas de mil pescadores en el
area afectada debido a la prohibicion de la recoleccién de mariscos en los lechos naturales
involucrados (Alvarez et al., 2019).

Se ha analizado como afecta los nutrientes nitrégeno y fésforo en su crecimiento, los
cruzamientos y formaciones de quistes en su ciclo de vida (Uribe et al., 2010).

Ante todos los estudios que se han realizado y los resultados que se han obtenido sobre A.
catenella, se conocid que este dinoflagelado se caracteriza por presentar quistes de resistencia
y temporales en su ciclo de vida. Estos cumplen con importantes roles ecoldgicos, como
formar agregaciones dando origen a una nueva floracién algal iniciada de la misma
agregacion, ser constituidos por un mecanismo de dispersion, poder sobrevivir en condiciones
ambientales adversas y por ultimo permitir la recombinacion genética al momento de su
reproduccion sexual (Seguel et al., 2010). Los quistes temporales, originarios a partir de una
célula vegetativa, ocurren cuando esta se encuentra en condiciones de estrés ambiental
(Uribe et al., 2010).

La importancia de los quistes en reposo como inoculo para los brotes de Alexandrium
catenella ha sido el foco de una considerable investigacion global, un estudio reciente
realizado en los fiordos del norte de la Patagonia demostrd que los quistes en reposo pueden
agotarse rapidamente (3 meses) de los sedimentos superficiales incluso después de un evento
de floracion masiva (Mardones et al., 2016).

Debido a que su distribucion y frecuencia ha ido en aumento, ingresa en el Reglamento de
Plagas Hidrobioldgicas (REPLA) (D.S. MINECON N° 345/2005), declarando como una
especie plaga en Chile, que cuenta con varias areas de estudio donde se realizan muestreos
como forma de prevencion ante un posible bloom y conocer como ha ido avanzando

Alexandrium catenella por las costas chilenas.

1.5.- Area de estudio

La regidn de los fiordos chilenos representa un area de transicion importante con respecto a las

condiciones climaticas, biogeograficas y bioldgicas desde el area antértica hasta la regién
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templada del Pacifico. Sus 1600 km de linea costera abarcan un territorio extremadamente
grande caracterizado por complicadas condiciones geomorfoldgicas e hidrograficas. En este
contexto, los fiordos de la Patagonia chilena desempefian un papel clave en la productividad
bioldgica (Betti et al., 2017).

Se han realizado estudios para determinar los factores asociados con el crecimiento y la
produccién de toxinas de Alexandrium catenella para comprender mejor los mecanismos que
controlan las floraciones de algas nocivas en los ecosistemas marinos y estuarinos del sur de
Chile. Estos estudios han demostrado que el crecimiento de las cepas de A. catenella esta
relacionado con los cambios en la temperatura del agua, el fotoperiodo, las concentraciones de
nutrientes y la salinidad (Montes et al., 2018).

Como su distribucion ha ido expandiéndose hacia el norte, se realiz6 un estudio donde se
analizaron 166 muestras de agua de la Region del Bio Bio durante los afios 2014-2015, en
distintas estaciones costeras y Alexandrium catenella fue detectada y cuantificada en el 12%
de las muestras, las cuales presentaron una similitud genética entre un 99 y 100% de identidad
con los genotipos descritos para las Regiones de Los Lagos y de Aysén. Esto sugiere que el
origen de Alexandrium catenella en la region del Bio Bio podria ser producto de la expansion

de la poblacién presente en la zona sur-austral de Chile (Mufioz et al., 2016).

La Bahia de Concepcion, Chile es un embalse poco profundo semicerrado (176.4 km?). La
bahia esta rodeada por una de las zonas mas industrializadas y urbanizadas de Chile,
recibiendo directa o indirectamente, descargas de residuos domésticos e industriales. Se ha
establecido que el enriquecimiento de la bahia se debe al aumento del suministro de nutrientes
de las aguas agitadas y de las descargas de aguas residuales (Carcamo et al., 2017; Seguel et
al., 2001).

Los sedimentos de la Bahia de Concepcién son lodos blandos, negros, reductores, ricos en
materia orgénica y las condiciones anoxicas prevalecen en la interfaz sedimento-agua durante
la mayor parte del afio. Las aguas residuales domésticas de varios desagiies pequefios, se han
descargado en diferentes lugares de la Bahia de Concepcion, enriqueciendo el sustrato de este

lugar (Carcamo et al., 2017; Seguel et al, 2001).
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El golfo de Arauco, donde se ubica la Bahia de Coronel, se encuentra sobre el &rea mas grande
de la plataforma continental frente al centro-sur de Chile. La entrada de agua del subsuelo
ecuatorial al interior de este golfo debido a la corriente ascendente produce aumentos
estacionales en la biomasa de fitoplancton y la productividad primaria, principalmente durante

los meses de primavera y verano (Carcamo et al., 2017).

Las caracteristicas que comparten la region austral con Bahia de Concepcion y Bahia de
Coronel, es que las tres zonas cuentan con caracteristicas aptas para que crezcan y vivan
distintas especies, como los dinoflagelados. Independiente que no sean las mismas especies las
que estén en estas tres zonas, es posible que una especie ubicada en la Regidn Sur-Austral sea
encontrada en la Region del Bio Bio. Esta accién puede ser realizada a causa del agua de

lastre.

El agua de lastre, seglin Baro-Narbona & Stotz (2018) es esencial para la operacion segura y
eficaz de los buques, y a la vez un factor de riesgo para la bioseguridad marina. Esta es agua
de mar que un buque carga en la costa cuando se encuentra sin 0 con poca carga para una
navegacion segura. El agua de lastre se define como el agua, con las materias en suspension
que contenga, cargada a bordo de un buque para controlar el asiento, la escora, el calado, la
estabilidad y los esfuerzos de este. No obstante, actia también como un vector para el traslado
accidental de especies entre zonas. Un s6lo metro cubico de agua de lastre puede contener

hasta 10 millones de células de fitoplancton.

Para evitar que esto suceda, los navegadores de buques deben cumplir con ciertas normas: La
norma D-1 que exige a los buques que lleven a cabo el intercambio del agua de lastre de
manera que como minimo el 95% del volumen se intercambie lejos de la costa (cambio del
agua de lastre por lo menos a 200 millas nauticas de la tierra mas préximay en aguas de 200
m de profundidad), donde se liberaria finalmente, y la norma D-2 prescribe que la gestién del
agua de lastre restringa a un maximo especificado la cantidad de organismos viables
permitidos que se van a descargar, asi como limite la descarga de determinados microbios
indicadores perjudiciales para la salud humana. Sin embargo, no hay formas de comprobar que
efectivamente estas normas se cumplan, por ello esto provoca traslado de especies invasoras,

como son en este caso Alexandrium catenella (Directemar — Agua de lastre).
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El creciente nimero de floraciones reportadas hoy es el resultado de un esfuerzo mundial para
implementar nuevas técnicas para detectar y prevenir sus efectos negativos (Jedlicki et al.,
2012).

Las especies de Alexandrium se describieron en base a observaciones microscopicas segun sus
caracteristicas morfoldgicas, incluidos patrones de placas, tamafio y forma de células, y
caracteristicas secundarias como la formacién de cadenas. Sin embargo, estos rasgos
morfologicos no son suficientes para identificar especies, lo que genera confusion sobre la
distribucion, la ecologia y la toxicidad dentro de este género. Cuando las caracteristicas
morfolGgicas son cuestionables para la identificacion taxondmica, deben combinarse con datos

moleculares para una definicion precisa de la especie (Jedlicki et al., 2012).

La asignacion especifica de la especie permite la implementacién de un ensayo de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para un monitoreo preciso a lo largo de las costas chilenas con

el fin de prevenir riesgos para la salud publica y pérdidas econdmicas (Jedlicki et al., 2012).

1.6.- Técnicas moleculares para la deteccion de ADN ambiental (eDNA)

La deteccion de ADN ambiental o environmental DNA (eDNA), es una nueva y poderosa
herramienta molecular que esta siendo utilizada para la deteccion de especies ecolégicamente
importantes, ya sea por ser especies invasoras (Herder et al., 2014) o bien para la deteccion de
stock pesqueros (Thomsen et al., 2016).

Para realizar la determinacion de Alexandrium catenella mediante su ADN ambiental, una
opcidn es el uso de técnicas moleculares que incluyan la amplificacion y la posterior analisis
de sus secuencias nucleotidicas como las secuencias de ADN ribosomal (ADNr). Para ello se
utilizan diferentes marcadores moleculares (Guillou et al., 2002; Jedlicki et al., 2012).

Los marcadores moleculares han demostrado ser muy Utiles para evaluar la dispersion
biogeografica de estos organismos. Cuando se conoce mejor la diversidad genética, las
herramientas moleculares también pueden ayudar a detectar la distribucion espacial de un
organismo, tanto en el agua de mar como en el sedimento. Debido a su rapidez, los métodos
basados en PCR se utilizan cada vez mas. Se han empleado con éxito para detectar varios

dinoflagelados toxicos en muestras ambientales. En algunos estudios las filogenias de especies
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del género Alexandrium han establecido sobre la base de secuencias gendmicas de la
subunidad mayor (LSU) y la subunidad menor (SSU) del ADNr (Guillou et al., 2002; Jedlicki
etal., 2012).

Los genes ribosémicos incluyen tres secuencias codificantes, 18S (SSU), 5.8S y 28S (LSU),
separadas por dos espaciadores transcritos internos no codificados, ITS-1 e ITS-2. Las
comparaciones en los niveles inter o intraespecies requieren regiones altamente variables,
como las proporcionadas por los dominios hipervariables D1-D2 del gen 28S o los
espaciadores ribosomicos ITS (Touzet et al., 2008; Jedlicki et al., 2012) (fig. 2).
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Figura 3.- Disposicion del ADNr eucariotico 18S, 5.8S y 28S en tdndem. NTS: espaciador no
transcribible, ETS: espaciador transcribible externo, ITS: espaciador transcribible interno
(modificado de Hillis & Dixon, 1991).

Los ITS son marcadores moleculares sensibles, convirtiéndolos en una region de alta
diversidad entre y dentro de las especies. Se ha encontrado que la secuencia de ITS-2 junto
con la estructura secundaria del ADN es (til para la asignacion taxonémica en varios niveles,
existiendo cierta presion selectiva que conserva la secuencia de las regiones génicas de ARNr
de ITS-1,5.8S e ITS-2 (Andree et al., 2011)

Gracias a eso, es mas factible el poder identificar la presencia o ausencia de una especie
mediante su ADN.

En el presente trabajo se estudiara la distribucion biogeogréafica que ha adquirido Alexandrium
catenella con muestras ambientales obtenidas en la region de Sur-Austral (Taitao Penas) y
region del Bio Bio (Bahia de Concepcion y Coronel) en distintas fechas y a distintas
profundidades, con ayuda de técnicas moleculares para conocer si esta presente o ausente

dentro de estas localidades estudiadas.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

Existe un proceso de expansion biogeografica de Alexandrium catenella en el litoral centro sur

y austral de Chile.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Detectar la distribucion biogeografica del ADN ambiental de Alexandrium catenella en

el litoral centro sur y austral de Chile.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion de ADN extraible desde muestras ambientales obtenidas
desde la columna de agua del ecosistema marino centro sur y sur austral de Chile.

2. Determinar la presencia de Alexandrium catenella mediante PCR convencional en las
muestras extraidas.

3. Determinar la distribucion biogeogréafica del ADN ambiental de Alexandrium catenella en
distintos estratos de la columna de agua del ecosistema marino centro sur y sur austral de
Chile.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Toma de muestras

Las muestras de agua fueron tomadas con una botella Niskin en tres zonas de la costa de
Chile, comprendiendo el sur austral Taitao Penas y la region del Bio Bio Coronel y Bahia de
Concepcion. Estas corresponden a distintas profundidades y distintas fechas abarcando las

estaciones primavera, verano y otofio en los afios 2018 y 2019.
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Figura 4.- Mapa de Chile Sur Austral con sus respectivas latitudes.

Lugar donde se realizaron los muestreos de los ejemplares TP. Los puntos rojos indican las
estaciones de muestreo en la zona externa de la regién, los puntos celestes indican las
estaciones de muestreo en la zona interna de la region, los puntos de azul oscuro indican las
estaciones de muestreo del canal Moraleda y por ultimo los puntos verdes indican las

estaciones de muestreo de Golfo de Penas.
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Figura 5.- Mapa Bahia de Concepcion, Region del Bio Bio.
En los puntos amarillos se indican las zonas de muestreo de los ejemplares PV donde se
obtuvieron muestras a distintas profundidades.

Figura 6.- Mapa Bahia de Coronel, Region del Bio Bio.
En los puntos se indican las zonas de muestreos de los ejemplares C donde se obtuvieron

muestras a distintas profundidades.
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Las muestras se filtraron mediante sistema de filtracion al vacio utilizando filtros para ADN
Millipore Express de 0,22 um de polietersulfona y fueron guardados dentro de tubos para
proceder a la extraccion de ADN. Fueron un total de 202 muestras etiquetadas como TP

(Taitao Penas), PV (Bahia de Concepcion) y C (Coronel).

2.2.- Extraccion de ADN

Se tomaron los filtros y se cortaron dividiéndolo en dos tubos eppendorf de 1.5 ml, se agregd 490
pL mezcla de reaccion (500 pL buffer de extraccion (Tris 20 mM, EDTA 50 mM), 100 pL SDS
10% y 380 uL agua PCR) y triturard con ayuda del ultraturrax los filtros. Se agregd 20 uL de
proteinasa K, se agité en vortex y llevo a bafio maria por 10 minutos a 50°C para después ser
llevado a -20°C por 20 minutos. Se repitié ambas incubaciones tres veces.

Se agregd 500 pL de mezcla con solventes orgénicos cloroformo:fenol:acido isoamilalcohol
(25:25:1), se homogeniz6 en vortex y centrifugd a 1400 rpm por 5 minutos. Se extrajo la fase
acuosa y se deposito en un tubo falcon de 15 mL. Al tubo eppendorf se le agregd 500 uL de agua
PCR vy se volvié a centrifugar a 1400 rpm por 5 minutos. Se extrajo nuevamente la fase acuosa y
se depositd en el tubo falcon anterior.

Se agregd 200 uL de NaCl 3M al tubo falcon y homogenizé suavemente, agregando luego 5
ml de etanol 95% a -20°C y se dejé incubando durante la noche a -20°C.

Se centrifugd las muestras durante 30 minutos a 5000 rpm y se extrajo el sobrenadante. El
pellet dentro del tubo se lavé con 5 ml de etanol al 70% y se incubd a -20°C por dos horas. Se
volvié a centrifugar por 30 minutos y lavar con 5 ml de etanol al 70% e incubar a -20°C por
dos horas.

Se descartd el sobrenadante, se elimind completamente el etanol y se resuspendié el pellet en
50 uL de agua PCR.

Las muestras fueron medidas en el equipo Nanodrop 2000 para comprobar su pureza y
concentracion, mediante la relacion de absorbancia 260/280, considerando a 1.6 — 2.0 como
rango aceptable de la cuantificacion realizada y tomando que a 260 nm es la absorbancia en la
cual el ADN absorbe a esa longitud de onda dividido por 280 nm siendo la absorbancia que
absorben las proteinas. Si da un valor menor a 1.6, la contaminacion del ADN es por

compuestos aromaticos, y si es mayor que 2.1 es contaminacion con ARN.

27



La otra relacion que se mide es 260/230 siendo que a 230 nm es la absorbancia que absorben
fenoles, algunas sales y carbohidratos que existan con un valor aceptable de <1.5. Si el valor
es menor a 1.5, entonces esta contaminado por azucares, sales y/o fenoles, sin embargo si esto
Ilega a ser superior llegando a valores 2.3 0 2.5 es porgue se obtuvo una alta concentracion de

ADN vy no indicaria contaminacion

2.3.- Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron a través del software Excel 2013 y SPSS* 22. Se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) para comparar las distintas areas de muestreo y ver si hay
diferencias significativas. Se realizé test de Tukey para saber cudles son las areas que tienen

diferencias significativas (p < 0,05).

2.4.- Disefio de partidores

Se ocuparon partidores previamente disefiados para Alexandrium catenella (Cruzat et al. 2018)
Alex-F (5’-CACTAACCTGCTAATGATATTGTGG-3') para forward y para reverse Alex-R
(5’-AGTCTTCAGCTTGTCTCAGTTGT-3').

2.5.- PCR convencional y electroforesis en gel

Las muestras obtenidas anteriormente se analizaron mediante reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR) con una mezcla de 5 pL de Buffer GoTaq Flexi 1X, 3 uL de MgCl> 3 mM,
0,4 uL de dNTPs 0,4 mM, 0,25 uL enzima Taq Polimerasa 1,25 U, 1 uL partidor reverse y
partidor forward 0,4 uM, agua PCR 13,35 puL y 1 puL del ADN extraido anteriormente. El
programa que se utilizé en el PCR es una pre-denaturacién a 95°C por 5 minutos, 5 ciclos
conformados por pre-denaturacion a 95°C por 30 segundos, pre-alineamiento a 50°C por 30
segundos y pre-extension a 72°C por 30 segundos; y 30 ciclos conformados por denaturacion a
95°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30
segundos; por ultimo una extension final a 72°C por 7 minutos para dejarlo a 4°C
indefinidamente. Todas las reacciones fueron realizadas mediante el equipo termociclador T-
personal Biometra®. Los productos pcr obtenidos fueron analizados mediante electroforesis

por 45 minuto a 100 volt con gel de agarosa al 1,2% con tincion SafeWiew 3,8 puL.
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RESULTADOS
3.1 Analisis Nanodrop
Cada muestra fue analizada en el equipo Nanodrop 2000 obteniendo la concentracion de ADN

presente en ng/uL.

Tabla N°1.- Promedio de las concentraciones de ADN medidas de cada muestra ordenadas

por zonas.
Areas muestreo  |Promedio (ng/ul) | Maximo (ng/ul) | Minimo (ng/ulL)

Coronel 205.2 + 346 1465.1 7.8
Bahia de Concepcion 257.2+311.5 1498.7 4.6
Taitao Penas externo 55.7+68.4 368.8 4.6
Taitao Penas interno 57.5+117.1 651.7 3

Canal Moraleda 29.9+14.2 63.9 9.8
Golfo de Penas 29.3+134 56.8 4.8

Para tener una vision global de la concentracion de ADN extraible de las muestras obtenidas
(n=202), se calcul6 el promedio segun la zona que fueron obtenidas.

Gracias a la desviacion estandar, se puede ver la dispersién que hay en cada localidad.

Los valores de maximo y minimo de cada area nos muestran cuales fueron las concentraciones
de ADN mas altas y mas bajas medidas a través del nanodrop.

El rango para Coronel muestra que tiene una alta dispersién en los datos, al igual que ocurre
para Bahia de Concepcion. En el caso de las muestras de Taitao Penas externo hasta el Golfo

de Penas el rango va disminuyendo mostrando que tienen una baja dispersion los datos.
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3.2.- Andlisis estadistico
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Fig. 7.- Gréafico del promedio de las concentraciones de ADN medidas vs areas de muestreos

(*Diferencia significativa con los que tienen **, ANOVA p < 0,05).

Se realiz6 un test estadistico para conocer las diferencias significativas entre cada promedio de

las distintas areas que se tomaron muestras, obteniendo que Bahia de Concepcion tiene

diferencias significativas mayor en concentracion de ADN ambiental con casi todas las areas,

a excepcion de Coronel, con el cual no presenta diferencias significativas.

Las otras areas (Taitao Penas interno, Taitao Penas externo, Canal Moraleda y Golfo de Penas)

no presentaron diferencias significativas, por lo que no difieren entre si.



3.3 PCRy Electroforesis en gel
Se seleccionaron solo los geles que presentaron resultados positivos. Para las muestras totales

obtenidas, se dividira en dos grupos: zona fotica (0 m — 20 m) y zona afética (21 m — 900 m)
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Fig. 8.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras C5 29-1-19, C7 29-1-19, C9 29-1-19, TP-1 25 m
1-11-18, TP-521 m 1-11-18, TP-10 12 m 13-11-18, TP-23 12 m 5-11-18, PV-E2 10 m 3-10-
18, PV-E3 20 m 3-10-18, PV-E4 0 m 3-10-18, PV-E5 0 m 3-10-18, PV-E5 10 m 3-10-18,
PV-E5 20 m 3-1-18, PV-E6 0 m 3-10-18, PV-E6 20 m 3-10-18, Desembocadura Manco, C-
y C+.

Se observo una amplificacion positiva en once muestras de las dieciséis que se sembraron en
total, equivale al 22% del total de muestras positivas. Comparando con la banda que amplificd
en el C+, las muestras TP-10 de 12 m, TP-23 de 12 m, PV-E2 (3-10-18) de 10 m, PV-E3 (3-
10-18) de 20 m, PV-E4(3-10-18) de 0 m, PV-E5 (3-10-18)de 0 m, PV-E5 (3-10-18) de 10 m,
PV-E5 (3-10-18) de 20 m, PV-E6 (3-10-18) de 0 m, PV-E6 (3-10-18) de 20 m y
Desembocadura Manco de 0 m, tienen presencia de Alexandrium catenella. En el caso de las
muestras que no se ven bandas, son comparadas con el C- dando a entender que hay ausencia
de Alexandrium catenella.

31



TP-9

TR7 S
w2 e TP9R TP TP3  TP10 TR0 TPS P9 Tpor  IP17 TPl 50m

Paresde .o 900 m 25m 12m 50m 25m 2m 25m 12m 900 m 10m 2m

2m
bases japis 21118 13-13-18 12-11-18 1.11-18 2-11-18 2-11-18 1,418 2-11-18 13-11-18 12-11-18 zuxszulasnls 1-11-18 2-11-18

Fig. 9.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras TP-2 50 m 1-11-18, TP-9 900 m 2-11-18, TP-9R
25 m 13-11-18, TP-4 12 m 12-11-18, TP-3 50 m 1-11-18, TP-10 25 m 2-11-18, TP-10 2 m 2-
11-18, TP-5 2 m 1-11-18, TP-9 25 m 2-11-18, TP-9R 12 m 13-11-18, TP-17 900 m 12-11-
18, TP-11 10 m 2-11-18, TP-7 2 m 2-11-18, TP-14 50 m 12-11-18, TP-25 25 m 6-11-18, TP-
950 m1-11-18, TP-10 50 m 2-11-18, C-y C+.

Se observa en la figura que de las diecisiete muestras sembradas, once mostraron bandas, que
al ser comparadas con el C+ muestra que hay presencia de Alexandrium catenella, siendo estas
TP-2 de 50 m, TP-9 de 900 m, TP-4 de 12 m, TP-3 de 50 m, TP-10 de 25 m, TP-9R de 12 m,
TP-17 de 900 m, TP-7 de 2 m, TP-25 de 25 m y TP-9 de 50 m. Estas equivalen al 22% de las
muestras positivas totales. Las muestras que no se visualizdé una banda, son comparadas con el

C- tomandose como muestras negativas y por lo tanto, ausencia de Alexandrium catenella.
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Fig. 10.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras TP-3 2 m 1-11-18, TP-3 25,4 m 8-11-18, TP-11R
25 m 13-11-18, TP-14 50 m 3-11-18, TP-14 25 m 12-11-18, TP-35 25 m 3-11-18, TP-112 m
2-11-18, TP-23 25 m 5-11-18, TP-31 25 m 8-11-18, PV-E4 10 m 3-10-18, PV-E6 10 m 3-10-
18, PV-E3 0 m 3-10-18, PV-E1 10 m 3-10-18, PV-E3 10 m 3-10-18, PV-E1 0 m 3-10-18,
PV-E6 0 m 3-10-18, C- y C+.

Se observa en la figura que de las diecisiete muestras que fueron sembradas, trece de ellas
muestran una banda que al ser comparadas con el C+ se toman como positivas, por ello en las
muestras TP-3 de 2 m, TP-11R de 25 m, TP-14 de 50 m, TP-14 de 25 m, TP-35 de 25 m, TP-
11 de 2 m, TP-23 de 25 m, TP-31 de 25 m, PV-E4 (3-10-18) de 10 m, PV-E6 (3-10-18) de 10
m, PV-E3 (3-10-18) de 0 m, PV-E1 (3-10-18) de 10 m y PV-E3 (3-10-18) 10 m. Estas

equivalen al 25% de todas las muestras positivas totales.
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Fig. 11.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras TP-7 25 m 2-11-18, TP-9R 50 m 13-11-18, TP-10
25 m 13-11-18, TP-10 50 m 12-11-18, TP-17 500 m 12-11-18, TP-21 2 m 5-11-18, TP-21 5
m 5-11-18, TP-21 25 m 5-1-18, TP-23 2 m 5-11-18, TP-23 50 m 5-11-18, TP-25 2 m 6-11-
18, TP-31 900 m 8-11-18, TP-35 50 m 3-11-18, TP-36 2 m 3-11-18, TP-36 12 m 3-11-18,
TP-36 25 m 3-11-18, C- y C+.

En la figura se observa de forma muy tenue siete muestras con bandas las cuéles al momento
de visualizarse en el transiluminador se pudieron apreciar mucho mejor, y se comparan con el
C+ tomandose como postivas y por lo tanto con presencia de Alexandrium catenella, sin
embargo, las otras nueve muestras no se vio ninguna banda, asi qué se comparan con el C-
siendo estas negativas y con ausencia de Alexandrium catenella.

Las muestras positivas fueron TP-21 de 2 m, TP-21 de 5 m, TP-21 de 25 m, TP-23 de 2 m,
TP-31 de 900 m, TP-36 de 12 m y TP-36 de 25 m, equivaliendo al 14% de las muestras

positivas totales.

34



; d pver PV-EL W‘E-i""'w‘f?;:w“!"'iio'q PVEL" _PV-EA PV-ES Dy.Es PpV-ES  PV-EG PV-EG  PV-E6 Spy.g13  TP-37
Paresde ', " j1om Om 10m Om 10m m - 10m O0m 10m 20m Om 10m 20m 2m  SOm
bases 3319 8.1.19 8119 8119 8-1-19 8119 8119 8119 8119 8319 8119 8119 8119 8119 83119 411418
Sl T T SegpmSa = - — - : — - :

~ =

o

@
: i
D

Fig. 12.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras PV-E1 0 m 8-1-19, PV-E1 10 m 8-1-19, PV-E2 0
m 8-1-19, PV-E2 10 m 8-1-19, PV-E3 0 m 8-1-19, PV-E3 10 m 8-1-19, PV-E4 0 m 8-1-19,
PV-E4 10 m 8-1-19, PV-E5 0 m 8-1-19, PV-E5 10 m 8-1-19, PV-E5 20 m 8-1-19, PV-E6 0
m 8-1-19, PV-E6 10 m 8-1-19, PV-E6 20 m 8-1-19, PV-E13 2 m 8-1-19, TP-37 50 m 4-11-
18, C-y C+.

En la figura se observa que si bien en la muestra PV-E3 (8-1-9) de 0 m no se aprecia del todo
la banda, en el transiluminador se vio de forma maés nitida. Esta muestra junto con TP-37 de
50 m y PE-E1 (8-1-19) de 0 m, fueron comparadas con el C+ tomandose como muestras
positivas, por lo tanto, con presencia de Alexandrium catenella, equivaliendo al 6% de las
muestras positivas totales. En cambio las otras muestras restantes se compararon con el C- al

no tener una banda y se toman como negativas y ausencia de Alexandrium catenella.
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Fig. 13.- Resultados de presencia o ausencia de Alexandrium catenella en electroforesis en gel
Fotografia gel de agarosa con las muestras C9* 29-1-19, TP-5 25 m 1-1-18, TP-9 2m 2-11-18,
TP-10 13 m 21-11-18, TP-13 50 m 12-11-18, TP-19 2 m 4-11-18, TP-19 25 m 4-11-18, TP-
19 50 m 4-11-18, TP-1 20 m 1-11-18, TP-25 50 m 6-11-18, TP-26 12 m 6-11-18, TP-27 2 m
6-11-18, TP-27 23 m 6-11-18, TP-29 12 m 6-11-18, TP-38 9 m 8-11-18, PV-60 9-1-19, C- y
C+.

En la figura se observa seis muestras con bandas que al compararse con el C+ se toman como
positivas y presencia de Alexandrium catenella, mientras que las otras diez muestras no
presentan bandas, por lo tanto se comparan con el C- tomandose como negativas y con
ausencia de Alexandrium catenella.

Las muestras que resultaron positivas fueron TP-19 de 2 m, TP-19 de 25 m, TP-19 de 50 m,
TP-25 de 50 m, TP-27 de 2 m y TP-27 de 23 m, que equivalen al 12% de las muestras

positivas totales.
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De todas las muestras corridas en electroforesis, se les hizo una tabla ordenado por
profundidades, indicando con color azul las muestras que salieron negativas y con verde las
que resultaron positivas que fueron 51 en total, que equivale al 25% de las 202 muestras que

se analizaron.

Tabla N°2.- NUmero de muestras y sus correspondientes porcentajes de muestras positivas

ordenadas por areas de muestreo.

Areas muestreo N© muestras N2 muestras % muestras positivas % muestras positivas del
positivas por localidad total positivo
Coronel 20 1 5% 2%
Bahia de Concepcion 73 16 22% 31%
Taitao Penas externo 47 14 30% 27%
Taitao Penas interno 37 14 38% 27%
Canal Moraleda 13 3 23% 6%
Golfo de Penas 12 3 8% 6%

En la tabla 2 se indica cuantas muestras fueron tomadas en cada area de muestreo y el nimero
de muestras que dieron positivo en cada zona, para indicar el porcentaje equivalente con
respecto al nimero total de muestras que se tomaron en cada lugar; como también se calculé el
porcentaje que equivale cada positivo obtenido en comparacion con el total de muestras

positivas obtenidas.

37



Tabla N°3.- NUimero de muestras positivas por zonas y sus correspondientes porcentajes
ordenados por areas de estudio.

Zonafotica Zona afdtica % zona % zona

Area de muestreo " "
(0-20m) (21-900m) fdtica afética

Coronel 1 - 2% -
Bahia de Concepcion 16 - 31% -
Taitao Penas externo 4 10 8% 19.6%
Taitao Penas interno 7 7 14% 13.7%
Canal Moraleda 1 2 2% 3.9%
Golfo de Penas 1 2 2% 3.9%

En la tabla 3 se subdividieron las muestras positivas obtenidas por dos zonas, fotica y afética,
para conocer cuales se encuentran a bajas profundidades y los que se encuentran en el fondo

como quistes de reposo. Se les calculo el porcentaje para tener una mejor vision global de las
muestras obtenidas.

Tabla N°4.- Muestras positivas detectadas en Coronel (verde) ordenadas por profundidades.

Profundidad

Los casilleros de color azul corresponden a detecciones negativas en Bahia Coronel, con
ausencia de Alexandrium catenella, sin embargo en Desembocadura de Estero el Manco
(D.M.) se obtuvo una muestra positiva en superficie. Las muestras corresponden al 28-1-19 y
las que presentan un asterisco corresponden a la fecha de 29-1-19, exceptuando el C9* que es
una réplica del CO9.

En total de las 20 muestras obtenidas de Coronel, s6lo una se detectd positiva equivaliendo al
5%; y de las muestras positivas totales equivale al 2%.
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Tabla N°5.- Muestras positivas detectadas en Bahia Concepcion (verde) ordenadas por

profundidades.

Profundidad |PV-E1 PV-E1* PV-E2 PV-E2* PV-E3 PV-E3* PV-E4 PV-E4* PV-E5 PV-E5* PV-E6 PV-E6* PV-E13P.N.
Om
10m
20m

Las muestras sin asterisco corresponden al 3-10-18. Las muestras que tienen asterisco (*)
corresponden a la fecha 8-1-19.

P.N. corresponde a Playa Negra.

Las que estan de color verde son muestras positivas, es decir, con presencia de Alexandrium
catenella y estan ubicadas en la zona fética del océano.

En total en Bahia de Concepcion se encontraron 16 muestras positivas de las 73 muestras
analizadas en esta zona, equivaliendo al 22%; y de las muestras positivas totales equivale al

31%.

Tabla N°.- Muestras positivas detectadas en Taitao Penas en la zona externa (verde),

ordenadas por profundidades.
Profundidad [TP-1 TP-2 TP-5 TP-9 TP-9R TP-13 TP-14 TP-17 TP-21 TP-31

Para el caso de Taitao Penas en la zona externa se encontraron 14 muestras positivas de las 47
tomadas en este lugar, equivaliendo al 30% de muestras tomadas aca; y equivale al 27% de las
muestras positivas totales. La mayoria de muestras positivas encontradas en este lugar, estan

ubicadas en la zona afética. Las muestras corresponden a noviembre de 2018.
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Tabla N°7.- Muestras positivas detectadas en Taitao Penas en la zona interna (verde),

ordenadas por profundidades.

Profundidad |TP-3 TP-7 TP-10 TP-10* TP-10** *TP-10 *TP-10* TP-11 TP-11R TP-19 TP-23 TP-25

Las muestras TP-10* es de la fecha 4-11-18, la TP-10** de la fecha 12-11-18, la *TP-10 de la
fecha 13-11-18 y la *TP-10* de la fecha 21-11-18. El resto de las muestras corresponden a
noviembre de 2018.

Para el caso de Taitao Penas en la zona interna se encontraron 14 muestras positivas de las 37
tomadas en este lugar, equivaliendo al 38% de muestras tomadas acd; y equivale al 27% de las
muestras positivas totales.

Para este caso podemos encontrar la misma cantidad de muestra tanto en la zona fética como

la zona af6tica.
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Tabla N°8.- Muestras positivas detectadas en Canal Moraleda (verde) ordenadas por

profundidades.

Profundidad |[TP-26 TP-36 TP-37 TP-38
2m
5m
9m
10m
10.5m
12m
13m
15m
20m
21m
23m
25m
254 m
50m
500 m
900 m

Para el caso de Taitao Penas en Canal Moraleda se encontraron 3 muestras positivas de las 9
tomadas en este lugar, equivaliendo al 8% de muestras tomadas acd; y equivale al 6% de las
muestras positivas totales.

La mayoria de muestras positivas encontradas en este lugar, estan ubicadas en la zona afética.

Las muestras fueron tomadas en el mes de noviembre.
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Tabla N°.- Muestras detectadas positivas en Golfo de Penas (verde) ordenadas por

profundidades.

Profundidad |TP-27 TP-29 TP-35
2m
5m
9m
10m
10.5m
12m
13m
15m
20m
21m
23m
25m
254 m
50m
500 m
900 m

Para el caso de Taitao Penas en Golfo de Penas se encontraron 3 muestras positivas de las 12
tomadas en este lugar, equivaliendo al 25% de muestras tomadas ac4; y equivale al 6% de las
muestras positivas totales.

La mayoria de muestras positivas encontradas en este lugar, estan ubicadas en la zona afética.

Las muestras fueron tomadas en el mes de noviembre.
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DISCUSION

Las floraciones algales nocivas se forman al ocurrir una gran concentracion de microalgas
dentro de un area en particular, causada por condiciones medioambientales como la luz que les
permite fijar carbono en la fotosintesis, los nutrientes como nitrogeno y fdésforo, permitiendo
un mayor crecimiento. Por ello estos factores dentro del agua influyen en su distribucion tanto
en ambientes de agua dulce como marinos (McGowan, 2016).

La gravedad de los impactos negativos que generan, junto a la frecuencia y su cobertura
geogréfica de las FANs ha aumentado a nivel mundial en las Gltimas décadas, e incluso sigue
continuando debido a las presiones del cambio climéatico y sus efectos en los sistemas de
plancton marino. Estas FANs se van expandiendo cada vez méas y se adaptan a climas
cambiantes (Montes et al., 2018).

Debido a esto, se analizaron mediante su ADN ambiental, muestras tomadas en distintos
puntos, como la zona austral y centro sur de Chile, obteniendo su concentracion como indica
en la tabla 1. En Bahia Concepcion fue el lugar donde se obtuvo una concentracion
significativamente mayor (p < 0,05) de ADN ambiental en promedio siendo este de 257,2
ng/uL, con una concentracion maxima de 1498,7 ng/uL y lugar donde se obtuvo mayor
namero de muestras positivas (Tabla 2) siendo estas 16. Coronel fue el segundo lugar donde se
obtuvo mayor concentracion de ADN ambiental en promedio siendo 205,2 ng/uL, no obstante,
fue el lugar donde menos muestras positivas se obtuvieron, encontrando presencia solo en la
Desembocadura Manco. Para los casos de Taito Penas interno y externo, tuvieron
concentraciones de ADN ambiental en promedio similares con TP. Externo de 55,7 ng/uL y
TP. Interno de 57,5 ng/uL. Sin embargo, T.P. interno obtuvo un valor maximo mayor de
concentracion de 651,7 ng/uL (Tabla 2) a comparacién de T.P. externo que tuvo 368,8 ng7uL,
pero también obtuvo el valor minimo mas bajo en concentracion siendo 3 ng/uL comparado
con todas las areas de estudio. Canal Moraleda obtuvo un promedio de 29,9 ng/uL y Golfo de
Penas un promedio de 29,3 ng/uL siendo promedio de concentraciones de ADN ambiental
similares, y mediante un test estadistico se vio que no tuvieron diferencia significativa entre
ambos (Figura 7); en lo que difieren ambos es en los valores de maximo y minimo donde
Canal Moraleda tuvo concentracion maxima mas alta (63,9 ng/uL) y Golfo de penas tuvo una

concentracion minima mas baja (4,8 ng/uL). El hecho de que en Bahia Concepcion se haya
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encontrado ADN ambiental con mayor concentracién, es debido a que hay mayor
productividad de area. La oceanografia de esta &rea, se caracteriza por fuertes eventos de
afloramiento, junto con uno de los niveles mas altos de produccion primaria de cualquier
océano en todo el mundo y una fuerte zona minima permanente de oxigeno (Gonzalez et al.,
2019).

Como se observa en la figura 7, que entre Coronel y las otras &reas no hay diferencias
significativas en los promedios de las concentraciones, pero en Bahia de Concepcion si se
encontraron diferencias significativas con Taitao Penas externo e interno, Golfo de Penas y
Canal Moraleda. Esto se corrobora con el hecho de que en la Bahia de Concepcion fue el lugar
donde se obtuvo en promedio mayor concentracion de ADN ambiental, y las muestras que
tienen presencia de este fueron mayoritariamente en la estacién de primavera donde ocurre
mayor actividad fotosintética, sin embargo, para las muestras tomadas en la estacion de verano
siendo PV-E4, PV-E5 y PV-E6 no se encontrd presencia. Una posible explicacion a esto, es
que PV-E4 y PV-5 son las estaciones mas al norte de la bahia, por lo que puede haber factores
que inhiban su crecimiento en ese lugar, al igual que en la PV-E6 que esta mas dentro de la
bahia hacia mar adentro.

La region sur-austral se caracteriza por una morfologia compleja que incluye canales, abismos,
estuarios y bahias. Desde una perspectiva oceanogréafica, es un ecosistema marino
influenciado por aguas oceanicas profundas de alta salinidad y por agua dulce superficial de
baja salinidad proveniente de multiples fuentes (rios, precipitacion, nieve/fusion de glaciares)
(Montes, 2018), sin embargo se encontro la presencia de Alexandrium catenella en 7 muestras
superficiales (2 m) como se ve en las tablas 6, 7 y 9 para las estaciones TP-21, TP-3, TP-7,
TP-11, TP-19, TP-23, TP-27. Estas muestras fueron tomadas en la estacion de primavera,
donde hay mayor actividad fotosintética en superficie.

En la zona interna de Taitao Penas (Tabla 7) se encontré igual cantidad de muestras positivas
que en la zona fdtica como en la afética siendo un 14% en ambos casos (Tabla 3). Los
estuarios y fiordos semicerrados proporcionan condiciones ideales para que prosperen las
proliferaciones de algas nocivas (McGowan, 2016). Uno de ellos es el canal Puyuhuapi, donde
anteriormente se detectd la presencia de Alexandrium catenella (Cruzat et al., 2018). A
comparacion de la zona externa de Taitao Penas (Tabla 7) se encontré6 mayor presencia en la

zona afotica con un 19,6% (Tabla 3), en comparacion a la zona fética encontrando 8%,
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mostrando como ha ido expandiéndose a través de la plataforma continental a nivel de
superficie del océano. Se encontraron muestras positivas (Tabla 3) a profundidades de 900 m,
los cuales pueden ser quistes resistentes que sobreviven en esas condiciones.

El hecho de encontrar presencia de Alexandrium catenella a 900 m indica que los quistes
resisten profundidades cerca de donde habitan especies mesopelagicas y cerca de la zona
batial, sobreviviendo a las condiciones que se presenten a esa zona.

En la region sur-austral, es donde se observd el mayor porcentaje de muestras positivas (Tabla
2), a comparacion con la zona centro-sur. Esto se puede deber a que Alxandrium catenella es
una especie endémica en la zona sur-austral, no asi en la zona centro-sur, no obstante el
presente trabajo aporta evidencia de la deteccion del ADN ambiental de esta especie en las
aguas de Bahia Concepcion y Bahia Coronel.

La situacion oceanografica de los fiordos esta dominada por la fuerte interaccion de dos masas
de agua que producen estratificacion estuarina: a) la capa superior (hasta 10 m de ancho) se
origina a partir de fuertes lluvias y de los procesos de fusion de los glaciares costeros. Esta
formado por aguas dulces, con temperaturas variables segun la temporada; b) la capa inferior
esta representada por las aguas subantarticas llevadas a la superficie como resultado del efecto
de surgencia de la deriva del viento del oeste contra las costas chilenas y que fluye hacia los
fiordos. Esta formado por aguas marinas, con una menor variabilidad de temperatura. Las
aguas dulces son responsables de los gradientes batimétricos (aguas poco profundas) y
longitudinales (fiordos interior-exterior) de salinidad, temperatura e insumos terrigenos. Estos
gradientes estan indirectamente influenciados también por oscilaciones estacionales de varios
pardmetros atmosféricos, incluyendo radiacién solar, direccién e intensidad del viento, asi
como precipitaciones. Los factores fisico-quimicos que controlan los gradientes, junto con el
grado de aislamiento de los fiordos, son responsables de la entidad de la circulacion del agua
y, en Gltima instancia, controlan las caracteristicas biologicas (Betti et al., 2017). A pesar que
hay mezclas de agua, lo que disminuye la salinidad de las aguas, Alexandrium catenella puede
de igual forma sobrevivir en salinidades tan bajas como 10 psu y también puede crecer en
salinidades de hasta 35 psu (Fig. 13).
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Fig. 13.- Gréfico que muestra la curva de crecimiento de Alexandrium catenella a través del
tiempo a distintas salinidades (Centro COPAS Sur-Austral).

Los cultivos de cepas Alexandrium catenella del COPAS Sur-Austral fueron creciendo a una
temperatura de 10°C y salinidad de 15 psu, mostrando que este dinoflagelado puede crecer y
sobrevivir a bajas salinidades; también fueron creciendo a una temperatura de 15°C y una
salinidad de 35 psu. Estos estudios reafirman que es posible encontrar presencia en una zona
interna donde se ubican los fiordos con masas de aguas dulces.

También en el Canal Moraleda (Tabla 8) y Golfo de Penas (Tabla 9) que son lugares ubicados
dentro de los fiordos, encontrandose de igual manera presencia de Alexandrium catenella. En
Canal Moraleda, visualizando la tabla 3 vemos que hay mas muestras positivas en la zona
afética (correspondiendo a TP-36 de 25 m y TP-37 de 50 m) comparada con la fética
(correspondiendo a TP-36 de 12 m). A pesar de que fue uno de los lugares donde se
obtuvieron menor cantidad de muestras ambientales, de igual manera se encontrd presencia de
A. catenella. En el 2014 Diaz et al., realiz6 un estudio donde sus resultados reflejaron las
preferencias de la fase planctonica como los patrones de circulacion local, que movieron los
quistes en reposo depositandose principalmente en la parte mas ancha del canal de Moraleda.
En el Golfo de Penas ocurrié lo mismo, encontrando presencia en la zona afética para TP-27
de 23 my TP-35 de 25 m y en la zona fética para TP-27 de 2 m (Tabla 3). Para ambas
localidades, una de las opciones del porgqué se encontré a bajas profundidades es a causa de los

quistes de reposo que pueden vivir por un tiempo prolongado. La muestra TP-27 ubicada en
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Golfo de Penas tuvo presencia en la superficie (2 m). Las aguas superficiales tiene los factores
medioambientales ideales para que Alexandrium catenella pueda reproducirse.

Si bien, en ambos lugares se obtuvo el mismo numero de muestras positivas (6%), a
comparacion de todas las muestras tomadas, el Golfo de Penas fue el que obtuvo menor
porcentajes de positivos (8%), comparado al Canal Moraleda (23%) que se tomd una muestra
mas, y obtuvo mayor porcentaje.

Los principales determinantes de la recurrencia de los eventos de floraciones algales nocivas
son la velocidad de formacion y germinacion de los quistes en reposo. Estos pueden sobrevivir
en los sedimentos por periodos largos y reproducirse rapidamente cuando las condiciones
ambientales son favorables (Diaz et al., 2014; McGowan, 2016). Estas las podemos visualizar
en la tabla 5, donde se encontr6 presencia de ADN ambiental de Alexandrium catenella en la
Bahia de Concepcion a 20 m de profundidad en las muestras PV-E3, PV-E5 y PV-6. Estas
muestras son de octubre 2018, excluyendo PV-E6 que es de diciembre 2018, siendo meses
pertenecientes a la estacion de primavera, donde las condiciones climaticas y
medioambientales son mas Optimas para que germinen los quistes. En promedio la
temperatura en el sur austral es de 8°C y en la Bahia de Concepcion en promedio 11.5°C, pero
este dinoflagelado puede sobrevivir ante esos rangos de temperaturas, por lo que pueden
crecer facilmente (datos obtenidos al realizar el muestreo).

En Bahia de Concepcion fue el lugar con mayor muestreo (tabla 2) en la zona centro-sur y es
donde se obtuvo mas muestras positivas en la Region del Bio Bio (22%). Anteriormente se ha
realiz6 un estudio en este lugar (estacion 18) para ver su presencia 'y comparar si su genética es
la misma de Alexandrium catenella que se encuentra en el sur, como fue mencionado en la
introduccién (Mufioz et al., 2016).

También perteneciendo a la Regién del Bio Bio, se encuentra la Bahia de Coronel, donde se
obtuvo solo una muestra positiva que pertenece a la Desembocadura Manco. Fue tomada a 0
m (Tabla 4), donde llega directamente la luz solar y los nutrientes que desembocan del Estero
Manco. Las costas mas bajas del terreno coinciden con el curso del estero llevando tanto
escurrimientos superficiales como subterraneo de las llanuras que se ubican en el sector, y
también es el principal curso de la red primaria de evacuacion de aguas lluvias. Es un sistema

influenciado por la llegada de aguas de baja salinidad provenientes del rio Biobio. Sin
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embargo, dentro de los puntos de muestreo en Coronel (Fig. 6) no se encontrd presencia de
Alexandrium catenella.

En la tabla 2 vemos que en Coronel fue el porcentaje mas bajo obtenido en positivos (5%),
tanto en relacion al total de muestras obtenidas como el total de muestras positivas siendo solo
el 2%. Una de las opciones que debido a la contaminacion que estd presente en la Bahia de
Coronel. En la actualidad, se han instalado muchas industrias en la comuna y tres
termoeléctricas, donde estas Ultimas son percibidas por la comunidad como las responsables
del deterioro ambiental en la bahia. El funcionamiento de estas industrias ha provocado una
modificacion del ecosistema marino, provocando alteraciones en la calidad del agua, producto
de la emisién de los residuos que llegan al mar. En consecuencia, el estado actual de Bahia
Coronel cuenta con un ecosistema modificado, asociado a la pérdida de biodiversidad en el
lugar (Godoy et al., 2016) y posiblemente por la presencia de sustancias inhibidoras de la
reaccion de PCR, tomando en cuenta que la muestra positiva fue obtenida en la estacion mas
distante de Bahia Coronel.

Uno de los motivos que explique el hecho que se haya encontrado Alexandrium catenella en la
Region del Bio Bio, siendo una localidad alejada del lugar en donde fue hallado por primera
vez este dinoflagelado, es posiblemente el agua de lastre. En estas aguas de lastre que son
tomadas en las zonas costeras se pueden encontrar, como promedio, entre 3.000 a 4.000
especies diferentes y son transportadas en un barco. Muchas de estas especies que habitan es
estas aguas pueden sobrevivir al confinamiento que impone un tanque de lastre, ya sea por
dias o varios meses, convirtiéndolo en un vector para el traslado de especies exdticas de un
lugar a otro en el mundo. El traslado de las aguas de lastre ha dado origen a la introduccién de
forma involuntaria de organismos ajenos a su lugar de inicio, en diversas partes del mundo,
logrando en algunos casos su establecimiento, y muchas veces desplazando a especies nativas
volviéndose una potencial amenaza para el medio ambiente (Baro-Narbona & Stotz, 2018;
Berasaluse 2006).

A lo largo de la costa de Chile se realiza la toma de agua para los buques. Para reducir los
riesgos se han adoptado diversas medidas a nivel mundial para regular la carga y descarga de
agua como el Convenio MARPOL 73/78, que hace énfasis en la limpieza de los tanques de
lastre, y la Resolucion OMI 868 (20) de 1997, de efectuar siempre que sea posible el cambio

del agua de lastre por lo menos a 200 millas nauticas de la tierra mas préxima y en aguas de
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200 m de profundidad, reemplazando el agua costera que se carga generalmente en el puerto
con salinidad baja, por aguas oceénicas con salinidades altas. Se adopt6 esta medida porque
los organismos costeros al ser expulsados en aguas con mayor salinidad, estos no sobreviven,
y lo mismo ocurre para especies tomadas en aguas oceanicas que son vertidas en aguas
costeras. Sin embargo, como se muestra en las figuras 13 y 14, Alexandrium catenella puede
sobrevivir a distintos rangos de salinidad, por lo que no seria muy efectiva esta estrategia para
esta especie en el recambio de agua de lastre.

El hecho de tomar agua en el sur austral de Chile que contenga Alexandrium catenella y ser
descargado en una zona alejada como es en este caso la Regién del Bio Bio, permite que esta
especie invasora se aclimate, sobreviva y se reproduzcas en las costas, como fue en este caso
la Bahia de Coronel y la Bahia de Concepcion. Esto puede ocurrir en otras zonas, ya que Chile
realiza méas del 70% del comercio exterior mediante via maritima que va desde Arica a Puerto

Williams.
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CONCLUSIONES

El encontrar presencia de ADN ambiental de Alexandrium catenella a grandes
profundidades en la plataforma continental de la region sur-austral de Chile, sobre todo en
las estaciones externas de la expedicion Taitao, sugiere que en esta area oceanografica
puede haber una exportacion A. catenella desde la zona de fiordos hacia la plataforma

continental de la Patagonia (mar abierto).

La distribucion biogeografica de Alexandrium catenella determinada en el presente
trabajo, sumado a el reporte de FANs de este organismo en los ultimos 40 afios, sugiere

gue estamos en un proceso de expansion hacia el norte desde el ecosistema sur austral.

El agua de lastre podria ser uno de los vectores mas probable para la expansion
biogeograficas de Alexandrium catenella desde el ecosistema sur-austral hasta la zona

centro sur de Chile (Bahia de Concepcion).

Si bien no se conoce la concentracion exacta de Alexandrium catenella presente en la
Regién del Bio Bio, el hecho de haber encontrado presencia de esta, es un inicio para
estudiar mas el éarea y estar atentos ante una posible proliferacion. Como este
dinoflagelado se adapta a distintos ambientes, cabe la posibilidad de que pueda crecer y
reproducirse en las costas de la Bahia de Concepcion formando floraciones algales

nocivas.

Un posterior estudio a las muestras con presencia de Alexandrium catenella, podria ser un
analisis cuantitativo para conocer su concentracion exacta y cuyos datos permitirian la
prevencion ante posibles proliferaciones de este dinoflagelado; y una secuenciacién para

corroborar si esta especie es la misma de la region sur-austral.
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