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RESUMEN

El impacto de las toxinas marinas producidas por floraciones algales, como el 4cido
okadaico (AO), en combinacion con variaciones ambientales como la temperatura y la
salinidad sobre organismos de la columna de agua, es un campo poco explorado pero de gran
relevancia ecoldgica. Especies pelagicas de importancia comercial como la anchoveta
(Engraulis ringens) pueden estar expuestas a estos factores en un escenario de cambio
climatico, que no solo afecta las condiciones normales de temperatura y salinidad en la
columna de agua, sino que también aumenta la probabilidad de floraciones algales de especies
productoras de estas toxinas y, por ende, aumenta la probabilidad de que esta especie de pez

pueda entrar en contacto con las biotoxinas producidas durante estos eventos.

En este estudio, se evalud la integridad de las células ciliadas de oOrganos
mecanosensoriales presentes en larvas de peces (llamados neuromastos), ante la exposicion
por inmersion a distintas combinaciones de AO (1 ng/mL), temperatura (12 y 14°C) y
salinidad (32 y 34 PSU). Para estas evaluaciones se realiz6 el conteo de células ciliadas
viables en neuromastos especificos usando tinciones vitales en larvas con saco vitelino de
anchoveta provenientes de huevos recolectados en la zona de desove en la region del Biobio
frente a Bahia Coliumo. El analisis de los resultados mostrd un efecto significativo en el
numero promedio de células ciliadas viables por neuromasto asociado a ciertos tratamientos.
En primer lugar, se observo una disminucion significativa (Test de Dunn p=0.0161; p=0.0019)
en la integridad de estos Organos en respuesta a cambios en la salinidad del entorno con un
menor numero de células en el tratamiento de 32 PSU respecto a las condiciones normales (34
PSU, 12°C); ademds de una variacion estacional asociada al avance del periodo reproductivo
de la especie (promedio inicial (septiembre): 7,4 células viables; final (diciembre): 4,4 células
viables). Se evidencié también, un efecto combinado de la exposicion a AO y los parametros
ambientales, con una disminucién significativa en la cantidad de células ciliadas viables en la
mayoria de las combinaciones probadas, evidencidndose el dafio influenciado por la toxina,
junto con un papel sinérgico y/o aditivo de la temperatura. Estos hallazgos, que demuestran
como la accion de AO sobre los neuromastos aumenta por factores ambientales, resaltan la
importancia de considerar multiples factores al estudiar los efectos de las toxinas marinas en

larvas de peces y su supervivencia en el ambiente, proporcionando una nueva perspectiva



sobre como estas toxinas pueden interactuar con elementos abiodticos y afectar a los

organismos que coexisten en la columna de agua.



ABSTRACT

The impact of marine toxins produced by algal blooms, such as okadaic acid (OA), in
combination with environmental variations such as temperature and salinity, on organisms in
the water column, is a field that is poorly explored but of great ecological relevance. Pelagic
species of commercial importance such as the anchoveta (Engraulis ringens) may be exposed
to these factors in a scenario of climate change, which not only affects the normal conditions
of temperature and salinity in the water column but also increases the probability of algal
blooms of species producing these toxins and therefore increases the likelihood of these fish

species coming into contact with the biotoxins produced during these events.

In this study, the integrity of ciliated cells of neuromasts, mechanosensory organs
present in fish larvae, was evaluated under immersion exposure to different combinations of
OA (1 ng/mL), temperature (12 and 14°C), and salinity (32 and 34 PSU). For these
evaluations, the count of viable ciliated cells in specific neuromasts was performed using vital
stains in yolk-sac anchoveta larvae collected from eggs spawned in this species spawning area
in the Biobio region off Bahia Coliumo. The analysis of the results showed a significant effect
on the average number of viable ciliated cells per neuromast associated with certain
treatments. Firstly, a significant decrease (Dunn's test p=0.0161; p=0.0019) in the integrity of
these organs was observed in response to changes in environmental salinity, with a lower
number of cells in the 32 PSU treatment compared to normal conditions (34 PSU; 12°C).
Additionally, a seasonal variation associated with the advancement of the species'
reproductive period was evidenced (Initial average (September): 7.4 viable cells; final
(December): 4.4 viable cells). A combined effect of OA exposure and environmental
parameters was also evident, with a significant decrease in the quantity of viable ciliated cells
in most of the tested combinations, indicating damage influenced by the toxin, along with a
synergistic and/or additive role of temperature. These findings, demonstrating how the action
of OA on neuromasts is enhanced by environmental factors, highlight the importance of
considering multiple factors when studying the effects of marine toxins on fish larvae and
their survival in the environment, providing a new perspective on how these toxins may

interact with abiotic elements and affect organisms coexisting in the water column.



1.- INTRODUCCION

1.1. Floraciones algales nocivas (FAN): toxinas lipofilicas y acido okadaico.

Durante eventos de floraciones algales nocivas (FAN) ocurre una proliferacion
excesiva de microalgas producto de condiciones ambientales favorables para su crecimiento
en la columna de agua. En los ultimos afos, se ha observado un aumento mundial en la
frecuencia de FAN (Anderson et al., 2015; Kim, 2006; Trainer et al., 2020), por lo tanto,
identificar las especies de microalgas involucradas y comprender sus impactos ambientales se
ha convertido en una preocupacion abordada desde diversas disciplinas. Entre los organismos
que pueden prosperar durante un evento de FAN se encuentran las microalgas productoras de
biotoxinas, que, junto a las propias biotoxinas, se han convertido en objeto de investigacion
reciente (Anderson et al., 2021; Christensen & Khan, 2020). Por ejemplo, se ha observado
que las variaciones en los parametros fisicoquimicos de la columna de agua, como la
temperatura y la salinidad, pueden alterar la frecuencia, intensidad y duracion de estas FAN,
asi como la produccion de toxinas asociadas (Basti et al., 2018; Hinder et al., 2012; Kibler et
al., 2015). Estas observaciones resultan relevantes en el contexto de los cambios globales
actuales, como el calentamiento global y la contaminacion costera. Se prevé que estos
cambios provoquen un aumento tanto en la periodicidad y en la cobertura geografica en la que
se desarrollan las FAN; pudiendo incluso ocurrir en lugares donde antes no se reportaban
(Wells et al. 2020; Glibert et al. 2014).

En las costas chilenas, se ha reportado la presencia de biotoxinas, de tres grupos que,
en funcion de su toxicidad, se denominan: toxinas paralizantes, toxinas amnésicas o toxinas
lipofilicas (antiguamente llamadas toxinas diarreicas de mariscos por sus efectos en la salud
humana). Las toxinas lipofilicas son producidas por especies de dinoflagelados de los géneros
Dinophysis 'y Prorocentrum y corresponden a compuestos poliéteres entre los que se
encuentran el acido okadaico (OA) y sus analogos las dinofisistoxinas (DTXs), asi como las
pectenotoxinas (PTX), yessotoxinas (YTX) y azaspiracidos (AZA) (Miles et al., 2004; Paz et
al., 2004; Tillman et., 2009; Sar et al., 2002). En particular, el 4cido okadaico (AO; Figura 1)
posee una estructura de poliéter ciclico de 38 carbonos, altamente lipofilica, lo que le confiere
una baja polaridad, fuerte hidrofobicidad y alta estabilidad en la columna de agua (Zhao et al.

2016).



Figura 1: Estructura quimica del Acido Okadaico. (Extraido de Louzaoet al. 2022)

El mecanismo de accién del AO se fundamenta en la accion inhibidora sobre las
proteinas-fosfatasas PP1 y PP2A, involucradas en reacciones de desfosforilacion relevantes a
nivel sistémico. Entre otros procesos, participan en la maduracién de células germinales,
desarrollo embrionario y regulacion metabolica. Ademds, tienen un rol clave en vias
metabolicas, como la glucoélisis, metabolismo de los lipidos y sintesis de catecolaminas
(Reynhout y Janssens, 2019).

Se ha constatado que las toxinas lipofilicas son exudadas al medio tanto en entornos de
laboratorio como en el medio natural (MacKenzie et al., 2004; Paz et al., 2004). A nivel
global su monitoreo indica que el AO, DTX y PTX2 son las mas comunes, poseen una alta
tasa de deteccion en muestras de agua de mar en comparaciéon con otras toxinas y estan
presentes en muestras estudiadas en todo el mundo (Wang et al., 2023; He et al. 2020),
incluso se ha observado su presencia en particulas suspendidas y en carne de mariscos
(Bosch-Orea et al., 2017; Chen et al., 2018). En el agua de mar se han registrado
concentraciones variables de AO: en la Bahia de Haizhou (Mar Amarillo, China; 37°28'N
119°26'E) la concentracion minima detectada de esta toxina fue de 0,01 ng/mL, no obstante,
en afios anteriores, las concentraciones mas altas de AO rodearon los 0,1 ng/mL (Chen et al.
2018). En la costa occidental del Mediterraneo la deteccion de AO ha alcanzado los 1,78
ng/mL (Bosch-Orea et al., 2017). En todos los casos existe una incidencia particularmente alta
en el medio costero durante el verano (Chen et al., 2018; Hattenrath-Lehmann et al., 2018;
Liu et al., 2017; Wang et al., 2023). El tiempo de permanencia del AO bajo luz solar natural
varia, alcanzando los 20 dias en otofio y tiempos mayores en invierno, temporada con menor

radiacion solar (Pan et al., 2020).



El uso de muestreadores pasivos (resinas sintéticas que adsorben las toxinas desde el
agua de manera andloga a un bivalvo artificial; MacKenzie et al., 2004) ha posibilitado la
deteccion de toxinas lipofilicas en costas chilenas como la region de Los Lagos (41°28'S
72°56'0), reportando altas concentraciones de PTX2 (hasta 71 ng/bag™) y la presencia de
trazas de AO (Diaz et al. 2022; Pizarro et al. 2011). A pesar de estas bajas concentraciones, el
AO no deja de ser una posible amenaza para el ecosistema ya que el dinoflagelado Dinophysis
acuminata, productor de AO, es una de las especies de FANs mas frecuentemente registradas
en los monitoreos tanto en las aguas costeras como oceédnicas a lo largo de toda la costa
chilena (Paredes-Mella et al. 2022; Diaz et al. 2022).

La costa de la region del Bio Bio (36°46'S 73°03'0) es una zona de interés econémico
con capturas brutas relevantes a nivel nacional tanto para pesquerias bentdnicas como
pelagicas (Diaz, et al. 2020; Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura [SERNAPESCA],
2022). En esta zona se ha confirmado la presencia de microalgas productoras de toxinas aun
cuando hasta la fecha no se han relacionado con eventos de FAN (Paredes-Mella et al., 2021).
En el afo 2022 en Golfo de Arauco (37°02'S 73°19'0), se informo sobre la primera deteccion
de pectenotoxina-2 en mariscos, asociada a una intensa floracién primaveral de Dinophysis
acuminata (SEREMI de Salud, 2022). Estos hallazgos indican que tanto especies productoras
de toxinas como algunas toxinas podrian estar presentes en esta latitud. Basdndonos en estos
antecedentes, es posible que, en el futuro cercano, se reporte con mayor frecuencia la
presencia de toxinas lipofilicas, como el acido okadaico en esta zona.

Aunque los efectos de estas toxinas en el ser humano estdn bien descritos, atun falta
mucho por conocer sobre la interaccidon entre éstas con otros organismos de la columna de
agua. Las biotoxinas ejercen efectos distintos en el sistema nervioso de vertebrados e
invertebrados, como se evidencia en estudios donde toxinas producidas por dinoflagelados
resultan letales para larvas, juveniles y adultos de diversas especies de peces bajo exposicion
directa de las toxinas o a través de la ingestion de dinoflagelados toxicos (Seguel et al. 2010).
En contraste, en invertebrados algunas toxinas tienen un impacto menos pronunciado en
larvas y adultos de especies como langostas, jaibas, bivalvos, eufausidos y copépodos, aunque
algunos copépodos pueden experimentar efectos subletales, como cambios de

comportamiento o disminucién en la tasa de filtracion (Turner, et al. 1998).



En Chile, se ha observado mortalidad de salmones relacionada con altas
concentraciones de microalgas como Alexandrium catenella, caracterizada por branquias
irritadas y abundante mucus en los peces muertos (Fuentes, et al. 2008). Sin embargo, la
informacion sobre el impacto de estas microalgas y sus toxinas en organismos del

meroplancton, como las larvas de peces, sigue siendo escasa.

1.2. Larvas de anchoveta (Engraulis ringens) como modelo de estudio.

La anchoveta (Engraulis ringens) es un pez de relevancia ecoldgica y comercial que se
encuentra entre los primeros 30 a 50 km de la costa y en profundidades entre 3 a 80 m
(Soto-Mendoza et al. 2010). Presenta un desove anual continuo y asociado a zonas costeras
someras, observandose un periodo de desove principal entre los meses de invierno y
primavera (julio-diciembre) (Cubillos & Arancibia 1993, Arcos et al. 1996). Especificamente,
dentro del area de desove centro-sur de Chile, las mayores abundancias de huevos de esta
especie han sido observadas en Punta Nugurne a Constitucion (35°58'S 72°46'0 a 35°19'S
72°25'0), desembocadura del Rio Itata a Bahia Concepcion (37°09'S 72°02'0 a 36°42'S
73°1'0), Golfo de Arauco (37°02°S 73°19'0), y Lebu a Corral (37°34'S a 73°25'0 a 39°52'S,
73°25'0) (Cubillos et al. 2005).

Para comprender plenamente los efectos que contaminantes o variaciones en el
entorno pueden tener en los organismos marinos, €s necesario investigar su impacto en todas
las etapas de su ciclo de vida. Trabajar con larvas ofrece una alternativa para evaluar como
estos agentes pueden influir en su desarrollo y supervivencia. Dado que las larvas son
particularmente sensibles a los cambios ambientales y a la presencia de sustancias nocivas,
estudiar su respuesta a estas condiciones adversas proporciona informacioén valiosa para
comprender los posibles efectos a largo plazo en la poblacion adulta y, en tltima instancia, en
el ecosistema en su conjunto. Una investigacion centrada en larvas de anchoveta no solo
contribuye a la gestion sostenible de esta especie clave, sino que también puede informar

politicas de conservacion mds efectivas para mantener la salud de los ecosistemas marinos.

1.3. Impacto de las variaciones ambientales y biotoxinas sobre organos
mecanosensoriales: Evaluacion a través del estudio de neuromastos de

organismos marinos.



En los ultimos afos, en las costas del Bio Bio los valores de temperatura superficial
durante los meses de julio a diciembre han fluctuado entre los 12 y 14°C (Castro et al. 2020,
2021) y los niveles de salinidad entre los 32 y 34 Unidades Practicas de Salinidad (PSU). Se
ha reportado que eventos como las olas de calor marinas, estdn aumentando en frecuencia,
duracion e intensidad en las ultimas décadas (Oliver, 2019) particularmente en esta region
(Gonzélez-Reyes et al. 2023). Por otro lado, existe una tendencia que muestra un incremento
de salinidad en la zona central de Chile, producto de la intensificacion de la surgencia costera
por el desplazamiento del centro de altas presiones del Pacifico sur y la disminucién promedio
de las precipitaciones (Schneider et al. 2017; Jacobo et al.2018; Castro et al. 2020). No
obstante, se ha reportado también el aumento de eventos de lluvia extrema en periodos
transicionales (otofio, primavera) producto de rios atmosféricos, que representan hasta el
45-60% de la precipitacion total anual en la region (Bustos-Espinoza et al. 2024). Estas
variaciones ambientales suponen un desafio para los organismos que habitan el océano tales
como los estados tempranos de peces y las microalgas tdxicas. Se conoce que la temperatura y
salinidad son factores que regulan la presencia y produccion de toxinas en la medida que
determinarian tanto el crecimiento y proliferacion de las microalgas que las producen (Basti et
al., 2018; Kamiyama et al., 2010). Algunos autores sefialan que fluctuaciones en los
parametros abidticos del océano pueden desencadenar respuestas relacionadas a la produccion
de toxinas, tanto un aumento como una disminucion, por parte de las microalgas (Wang et al.
2022; Bui et al. 2021; Kamiyama et al. 2010). Por otro lado, para el caso del AO se reconoce
su estabilidad y alta persistencia en la columna de agua (Pan et al., 2020), representando un
factor de estrés para los organismos marinos con los que coexiste, con impactos negativos en
su crecimiento, metabolismo y rendimiento de la natacién (Corriere et al., 2020).

Otros efectos podrian incluir las funciones del sistema sensorial que en larvas
tempranas de peces corresponden a los neuromastos; grupos de células mecanosensoriales
dispuestas en la superficie del cuerpo que al estar en contacto con el agua circundante captan
los movimientos del agua traduciéndolos en impulsos nerviosos transmitidos a traveés de
neuronas sensoriales creando una respuesta coordinada a los cambios en el entorno acuatico
(Figura 2) (Ghysen y Dambly-Chaudie, 2004). Al igual que la mayoria de los teleosteos, las
larvas de anchoveta eclosionan con un conjunto de neuromastos en la cabeza y el cuerpo, con

sus células ciliadas expuestas al agua ambiental (Llanos-Rivera et al., 2014). Este sistema



desempefia un papel esencial en diversas actividades vitales, como la deteccion de
depredadores, presas u otros objetos del entorno por lo que son modelos ideales para evaluar
los posibles efectos toxicos de contaminantes ambientales dado que cualquier alteracion en
estas funciones adquiere una relevancia ecoldgica (Hung et al. 2023, Froehlicher et al., 2009).

La evaluacion de la integridad de los neuromastos puede utilizarse para estudiar el
efecto que el acido okadaico puede tener sobre larvas de peces pelagicos pequefios, como la
anchoveta, especialmente considerando un escenario futuro de variacion ambiental. Existen
algunos antecedentes de efectos negativos de las variaciones en parametros fisicoquimicos de
la columna de agua, como la temperatura y la salinidad, en el funcionamiento metabdlico
basal y en las tasas de eclosion de peces marinos (Castro et al., 2021; Portner & Farrel, 2008),
pero no existe informacion de los efectos inducidos por AO junto con la variacion ambiental.
El estudio de potenciales efectos sinérgicos entre toxinas y el ambiente que rodea a estados de
desarrollo de organismos marinos tales como peces, representa un nuevo enfoque de
investigacion relevante para entender las fuentes de variabilidad que afectan su sobrevivencia
en ambientes sujetos a nuevos escenarios oceanograficos en la zona costera centro-sur de

Chile.
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Figura 2: A. Esquema de un neuromasto, que ilustra los diferentes tipos de células implicadas
y su organizacion. La cupula es secretada por las células de sostén. No se han representado las
células gliales que envuelven las fibras aferentes. B. Esquema de una célula ciliada, que
ilustra su asimetria funcional. (Extraido y modificado de: Ghysen y Dambly-Chaudie, 2004).
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO:

La exposicion a acido okadaico (AO) combinado con variaciones de factores ambientales
generara una alteracion sobre la estructura de los neuromastos de larvas tempranas de

anchoveta (Engraulis ringens).

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar variaciones estructurales en neuromastos de larvas tempranas de anchoveta
(Engraulis ringens) producidas por la exposicion a acido okadaico en distintos rangos de

temperatura y salinidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar los rangos de concentraciones de AO en los que es posible observar
alteraciones estructurales en los neuromastos de larvas de anchoveta (Engraulis
ringens).

2. Determinar si la exposicion a valores proyectados de temperaturas y salinidad para la
costa del Bio Bio induce dafios estructurales en neuromastos de larvas de anchoveta
(Engraulis ringens).

3. Evaluar posibles dafios en la estructura de los neuromastos de larvas expuestas a AO

con valores variables de temperatura y salinidad.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del drea de estudio

Huevos de anchoveta (Engraulis ringens) fueron recolectados durante su estacion
reproductiva (fines de invierno y primavera) en el sector frente a la Bahia de Coliumo, region
del Bio Bio, en 3 estaciones oceanograficas (Figura 3, Tabla 1) incluidas en la zona en la que
se han reportado altas abundancias de huevos de esta especie (Soto-Mendoza et al., 2010).
Ademéds, con el fin de caracterizar el entorno oceanografico en el que se desarrollan estos
estadios se realizaron lances de CTD (SBE-19plus) en los puntos de muestreo hasta
profundidades aproximadas de 50 metros (dependiendo de la profundidad del fondo de cada

estacion) para obtener perfiles de salinidad y temperatura.

36.4°S

36.5°S

36.6°S

36.7°S

Depth (m)

_ j 0 50 100 150 200 250

36.8°S :
73.3°W  73.2°W  73.1°W 73°W 729°W  72.8°W

Figura 3: Area de estudio. Bahia Coliumo, se destacan con circulos negros los puntos en los
que se realizaron los muestreos.
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3.2. Obtencion del material biologico:

En total se realizaron seis muestreos planctonicos, entre septiembre y diciembre del
ano 2023 (Tabla 1). Para asegurar el nimero de huevos necesarios para cada experimento, en
cada estacion se realizaron entre dos y tres lances con arrastres oblicuos de entre 3 y 5
minutos con una red bongo (malla de 300 pm, didmetro de boca de 60 cm), manteniendo la
embarcacion en movimiento a una velocidad de 2 a 3 nudos. Las profundidades de estos
lances variaron en cada estacion, pero se mantuvieron en el rango de 20 a 40 metros de
profundidad, rango de profundidad donde se suelen encontrar huevos de anchoveta en esta
zona (Castro et al. 2021). En cada estacién se tomaron muestras de agua de mar para
incubaciones en el laboratorio con botellas Niskin de 5 L.

Una vez obtenida cada una de las muestras, éstas fueron diluidas y almacenadas
individualmente en bolsas plasticas herméticas (27x28 cm) conteniendo agua de mar de la
misma zona de muestreo. Cada muestra fue almacenada en un contenedor, también hermético,
para luego ser trasladada al laboratorio ubicado en las dependencias de la Universidad de
Concepcion en la ciudad de Concepcion. Durante el transporte se cuidé de no exponer los
contenedores a luz directa, cambios de temperatura o movimientos bruscos velando asi por la
integridad de la muestra de plancton.

En el laboratorio, utilizando una lupa estereoscopica con fuente de luz fria, se llevé a
cabo la separacion de los huevos en estados tempranos de desarrollo embrional, desde el
plancton. Estos huevos (Figura 4 a, b) fueron luego incubados en agua de mar filtrada (0,2
micras) en frascos con un volumen de 500 mL manteniendo una densidad de 50 a 60 huevos
por cada 100 mL. Las muestras se mantuvieron en una incubadora a una temperatura
constante de 12°C, siendo diariamente removidos los huevos muertos u otras impurezas hasta
la eclosion (Figura 4 c).

Con el material bioldgico obtenido se realizaron dos sets de experimentos (Tabla 1);
los primeros para estandarizar algunos aspectos del disefio experimental (definicion de control
positivo y concentracion adecuada de AO), y los segundos corresponden a tres experimentos
con disefio experimental completo, es decir, réplicas del mismo experimento con batches

distintos de huevos.
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Tabla 1: Detalle de embarques: Muestreos y destino del material bioldgico

Fecha de muestreo Objetivo

Primer set 02.09.2023 Estandarizacion de conteo

de neuromastos

25.09.2023 Estandarizacion del control
positivo (CuS0O4)
02.10.2023 Evaluacion de dafo con

diferentes concentraciones

de AO
Segundo set 17.10.2023 Experimento 1
15.11.2023 Experimento 2
15.12.2023 Experimento 3

3.3. Primer set de experimentos: Estandarizacion de métodos.

3.3.1 Estandarizacion del conteo de células de neuromastos como método de

evaluacion de dafo.

Con el objetivo de evaluar la interaccion directa entre los organismos y el agua
circundante, los experimentos se realizaron a través de la inmersion de las larvas en agua de
mar filtrada y preparada acorde a cada uno de los tratamientos a evaluar. El estadio
seleccionado para la realizacion de los experimentos correspondid a larvas con saco vitelino
eclosionadas desde los huevos colectados en terreno, con cerca del 50% de las reservas de
vitelino ya consumidas (Figura 4 d). De este modo, al no tener su sistema digestivo aun
desarrollado las larvas se expusieron por inmersion a la toxina evitdndose algun tipo de
interferencia por posible ingestion de ésta. Para esto las larvas fueron seleccionadas

cuidadosamente bajo lupa, asegurandose que cumplieran con la condicion antes descrita.
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Figura 4: Estadios de Engraulis ringens observados durante la incubacion. Tras la incubacion
de los huevos (a, b) las larvas (c, d) eran observadas durante su crecimiento hasta el estadio
definido para el montaje de los experimentos (d) (absorcion parcial del saco vitelino).

Se considerd como control positivo el sulfato de cobre (CuSO,) a una concentracion
de 50 uM, concentracion que ha mostrado inducir dafio en los neuromastos de otros teledsteos
(Hernandez, et al. 2006). Se realizaron tres réplicas, cada uno con 15 larvas, las que fueron
incubadas en esta solucion durante 20 minutos a una temperatura de 12°C en placas de 12
multipocillos, con una densidad de 5 a 7 larvas por pocillo. Al mismo tiempo, el mismo
numero de larvas eran incubadas en agua de mar como control negativo, bajo las mismas
condiciones experimentales.

Para evaluar la integridad estructural de los neuromastos, se utilizé la tincién de DiAsp
(4-(4 dietil aminosteril)-N-metilpiridina oxidado; Sigma-Aldrich). El DiAsp es incorporado
por las células ciliadas que poseen canales mecanotransductores intactos, lo que permite
visualizar aquellas células que presentan sus canales activos (Mardones, 2010; Nishikawa y
Sasaki, 1996). Luego de la exposicion a las condiciones experimentales las larvas fueron
expuestas por 10 minutos a DiAsp (5 ng/mL en agua de mar) y luego lavadas en agua de mar

durante otros 10 minutos. Tras la tincion las larvas fueron anestesiadas con tricaina 0,4%
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(Sigma Aldrich) y bajo lupa fueron montadas individualmente en un portaobjeto con un
cubreobjeto provisto de un tope de plasticina.

Se empled un microscopio de epifluorescencia (Nikon, Eclipse E200) y bajo luz UV
las larvas fueron observadas individualmente. Para cada una de las larvas se llevo a cabo el
conteo de células vivas, identificadas como aquellas que mostraban una tincién positiva al
DiAsp; en tres neuromastos laterales especificos (3, 4, 5) ubicados en la zona media del
cuerpo de la larva (Figura 5 A). Estos neuromastos fueron elegidos siguiendo a otros autores
que evaluaron neuromastos funcionales en otras especies de peces (Lin, et al. 2023;
Hernandez, et al. 2006) y por la facilidad técnica que significaba contar las células viables en
aquellos neuromastos alejados del saco vitelino que por su autofluorescencia interfiere en la
sefal fluorescente de estas estructuras. Se establecid como criterio para clasificar una célula
como viable aquellas que presentaban una tincion uniforme y una morfologia similar a la de

un pétalo de flor (Figura 5 B).
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Figura 5: A. Esquema de disposicion de neuromastos (L1 a L7) en el cuerpo de una
larva de anchoveta. Resaltados en rojo los neuromastos en los que se realizd conteo de
células vivas. No se han representado los neuromastos de la cabeza. B. Visualizacion in vivo
d de seccion media del cuerpo de larva de anchoveta expuesta a agua de mar (control
negativo) y teiiida con DiAsp bajo microscopio (400x). Se distingue un tnico neuromasto
(L3), visible incluso sin fluorescencia (a), bajo el filtro de fluorescencia (b) y el detalle de sus

células. Las flechas blancas indican aquellas células consideradas viables para el conteo.
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3.3.2 Evaluacion de rangos de concentraciones de acido okadaico (AO) que
inducen alteraciones sobre los neuromastos.

Para evaluar el efecto del AO en las células que componen cada neuromasto se evaluaron
tres concentraciones definidas sobre la base de antecedentes bibliograficos para otras zonas
geograficas. Chen et al. (2018) mencionan que la concentracion maxima de AO disuelto en
agua detectada en costas chinas ha rodeado los 0,1 ng/mL. Por otro lado, Bosch-Orea et al.
(2017) indican que para otras zonas como la costa espafiola las detecciones de AO han
superado el valor de 1 ng/mL. Es importante considerar que durante eventos FAN existe una
mayor densidad celular y por ende una mayor concentracion de toxinas como el AO;
adicionalmente, varios autores han sugerido que los eventos FAN en el futuro aumentaran
tanto en el nimero de eventos como en su intensidad (densidad celular) por lo que se propuso
incluir una concentracion por sobre los valores descritos por Bosch-Orea et al. (2017).

La solucion estandar pura de acido okadaico (AO) fue adquirida en el National Research
Council Canada (CRM-OA-d). Para preparar las soluciones, se tomaron alicuotas de acido
okadaico y se evaporaron, a través de un concentrador de muestras acoplado a una bombona
de nitrogeno, para eliminar el metanol en el que viene disuelta la toxina. Posteriormente, se
resuspendié el AO en agua de mar, se almacend en viales de vidrio dmbar y se dejo
homogeneizando con agitacion suave durante toda una noche.

Para este experimento larvas de anchoveta (n= 15) fueron expuestas a concentraciones
crecientes de AO de 0,1, 1,y 10 ng/mL e incubadas durante 20 minutos a 12°C con el fin de
evaluar el dafio agudo inducido por la toxina. Se incluyeron ademds larvas expuestas en
control positivo (CuSO,; n=15) y negativo (agua de mar; n=15). Para evitar alglin tipo de
sesgo por parte del operador, durante el conteo las observaciones se realizaron de manera

aleatoria mediante un andlisis ciego.

3.4 Segundo set de experimentos: Evaluacion de variaciones de

temperatura, salinidad y acido okadaico sobre los neuromastos de larvas de

anchoveta.

Para definir si las variaciones en las condiciones ambientales de temperatura y
salinidad alteran por si solas (sin AO) la integridad de las células que componen los

neuromastos, se definieron los valores normales de temperatura y salinidad a partir de los
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perfiles hidrograficos obtenidos con CTD en los primeros tres muestreos (ver Tabla 1).
Registros previos durante la temporada de desove de anchoveta en el area de estudio
mostraron valores de temperatura promedio cercanos a los 12°C y valores de salinidad entre
33 y 34 PSU para los primeros 30 - 40 metros de profundidad (Castro et al., 2019). Utilizando
los datos obtenidos del CTD, se generaron perfiles para calcular los valores promedio de cada
parametro. Estos valores se utilizaron como referencia para definir las condiciones
experimentales, que deben reflejar las condiciones ambientales naturales en las que se
encuentran los huevos y larvas de anchoveta. El andlisis de los perfiles revelé que la
temperatura en los primeros 30 metros de profundidad oscilé alrededor de los 12°C y la
salinidad alrededor de los 34 PSU en el area de estudio. Para evaluar escenarios mas alla de la
condicion normal actual, se considero utilizar variaciones de estos valores de temperatura y
salinidad por lo que se definido 14°C para el tratamiento de temperatura y 32 PSU para el
tratamiento de salinidad. La variacién de temperatura realizada se penso sobre la base del
aumento observado de los eventos de olas de calor en la zona y para la variacion de salinidad
el aumento observado de eventos de lluvia extrema producto de rios atmosféricos en periodos
transicionales (primavera y otoiio) (Oliver, 2019; Bustos-Espinoza et al. 2024). Finalmente,
también se considerd un tratamiento combinado con ambos valores, 14°C y 32 PSU.

En consecuencia, en cada uno de los tres experimentos (correspondientes a los lotes de
huevos de octubre, noviembre y diciembre), los huevos recolectados y separados del plancton
se incubaron por separado bajo cada una de estas combinaciones de condiciones ambientales.
Al alcanzar el 50% de absorcion vitelina, se seleccionaron 15 larvas del saco vitelino para
someterse al procedimiento de tincion DiAsp descrito en la seccion 3.3.1. Por otro lado, para
evaluar la influencia de la OA sobre la integridad de las células ciliadas de los neuromastos,
se realizaron incubaciones en 1 ng/mL de OA durante 20 minutos en 15 larvas de cada
tratamiento mencionado antes de la tincion con DiAsp. Después de la tincion, todas las larvas
se sometieron al mismo procedimiento de conteo bajo el microscopico descrito en la seccion

3.3.1, estos se realizaron de manera aleatoria mediante un analisis ciego.

3.5 Analisis estadisticos
En cada uno de los tres primeros experimentos se calculd el niimero promedio de

células viables en los neuromastos observados por individuo (n=3). La normalidad dentro del
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grupo de cada conjunto de datos se evalu6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que
la homogeneidad de la varianza se verifico mediante la prueba de Bartlett. Dependiendo de
los resultados, se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas o no paramétricas para evaluar
el efecto del CuSO, y de las diferentes concentraciones de AO en los neuromastos. El efecto
del CuSO, se evalu6 mediante la prueba de Mann-Whitney, mientras que el efecto de
diferentes concentraciones de AO se compar6 mediante ANOVA vy las pruebas post-hoc de
Tukey utilizando el software GraphPad Prism (version 9.2.0).

Para los ultimos tres experimentos, los datos sobre células viables se clasificaron
segin los tratamientos y se calculé el numero promedio de células viables para cada
individuo. La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, que indic6é que los
datos no seguian una distribucion normal. Los valores atipicos se eliminaron de cada conjunto
utilizando el método de puntuacion z para cada tratamiento (puntuacion z = (valor -
media)/DE), considerando los valores con puntuaciones z > 1 como valores atipicos. Después
de la eliminacién de los valores atipicos, las comparaciones se realizaron utilizando la prueba
de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas post-hoc de Dunn utilizando el paquete basico del

software R (https://cran.r-project.org/).
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4.- RESULTADOS

4.1. Descripcion del area de estudio

Los valores de temperatura oscilaron entre 11,3°C en la superficie y 12,6°C a 40 m de
profundidad en las fechas de muestreo de septiembre a octubre. La temperatura en los dos
primeros muestreos mostré una disminucion gradual con la profundidad (Figura 6), pero en
octubre la termoclina fue mas pronunciada y se ubicd dentro de los primeros 10 metros de
profundidad. La salinidad varié entre 32 y 34,4 en todos los perfiles; los valores mas bajos
ocurrieron en aguas poco profundas a principios de la temporada (septiembre). Sin embargo, a
finales de septiembre y en octubre, la mayor parte de la columna de agua a més de 50 10 m
de profundidad permanecié con salinidades de alrededor de 34 o mas a medida que
aumentaba la profundidad. En octubre, los perfiles de salinidad no exhibieron una haloclina
pronunciada, lo que, junto con la menor temperatura, sugeria que estaba ocurriendo un evento
de surgencia durante la fecha del muestreo, por lo que los rangos de valores mas frecuentes en

las capas someras oscilaron entre 12° y 34 PSU.
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Figura 6: Perfiles de temperatura y salinidad para el area de estudio durante muestreos
realizados en septiembre y octubre. Se presentan los valores promedio, las lineas
horizontales corresponden a la desviacion estandar.
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4.2 Estandarizacion de conteo de células de neuromastos: evaluacion de

CuSO, como control positivo de dafio en células de neuromastos.
En las larvas expuestas a CuSO, (50 uM), el nimero de células viables en los neuromastos
analizados fue menor (1,04 + 0,99) que el numero de células viables en las larvas expuestas
solo al agua de mar (6,0 = 2,2) (control negativo). Esta disminucion de casi el 85% en el
numero de células viables por neuromasto fue estadisticamente significativa (prueba de
Mann-Whitney; p < 0,0001, Figura 7), lo que confirma que 1) los neuromastos de las larvas
tempranas de anchoveta pueden verse afectados por compuestos toxicos, i) que la
metodologia de recuento de células con la tinciéon DiAsp es efectiva para evaluar este dafo y
iii) que es inocua para las larvas, ya que no generé mortalidad ni ningln otro tipo de dafo. El
tratamiento con cobre se incluyo en cada uno de los experimentos realizados posteriormente,

observandose este resultado en todos ellos.

10

Promedio de celulas viables de
neuromastos en larvas de anchoveta

T
Agua de mar CusSO,

Figura 7: Nimero promedio de células viables de neuromastos laterales 3, 4, 5 de larvas
de anchoveta en tratamientos control positivo (CuSO,) y negativo (agua de mar). El
numero de larvas analizadas por tratamiento fue de 43 y provino de 3 muestreos.
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4.3 Evaluacion de rangos de concentraciones de acido okadaico (AO) que

inducen alteraciones sobre los neuromastos.

Los resultados de este experimento revelaron una relacion inversa entre la concentracion de
toxina a la que fueron expuestas las larvas y el nimero de células viables contadas en los
neuromastos analizados (Figura 8, Tabla 2). A medida que aumento la concentracion de AO,
se observd una disminucion en el numero de células viables; sin embargo, estas diferencias
solo fueron significativas al comparar entre larvas expuestas al control negativo con aquellas
expuestas a concentraciones mas altas de AO (T. Tukey; 1 ng/mL, p= 0,0363; 10 ng/mL,
p<0,0001). Al comparar con el control positivo (CuSO4) se observo que el dafio inducido por
la toxina en las larvas de anchoveta es menor que el que induce el sulfato de cobre, teniendo
diferencias significativas con las dos concentraciones menores (T. Tukey; 0,1 ng/mL,
p<0,0001; 1 ng/mL, p=0,0001). Sobre la base de estos resultados se definié6 que para los

siguientes experimentos se utilizaria la concentracion AO de 1 ng/mL.
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Figura 8: Evaluacion del efecto de concentraciones crecientes de AO en células de
neuromastos. Numero promedio de células viables de neuromastos de larvas de anchoveta
expuestas a AO en tres concentraciones. Las comparaciones estadisticas entre tratamientos
(Agua de mar, CuSO,, 0,1, 1 y 10 ng/mL AO) se representan con letras mayusculas,

tratamientos con letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre ellos.
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Por ejemplo: 0,1 ng/mL no difiere significativamente con el tratamiento de agua de mar (A),

ni con el tratamiento de 1 ng/mL (B).

Tabla 2:Matriz de comparaciones multiples (T. Tukey). Valores de p de las comparaciones
entre tratamientos (Agua de mar, CuSO,, 0,1, 1 y 10 ng/mL AO). Se destacan subrayadas las
comparaciones con diferencias significativas (p<0,05).

AO AO AO
P Agua de mar CuSO0, 0,1 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL
Agua de mar - <0,0001 0,4961 0,0363 <0,0001
CuSO, - <0.0001 0.0001 0,1344
AO
0.1 ng/mL - 0,6110 0.0014
AO
N i 0,0914
AO -
10 ng/mL

4.4 Evaluacion de dafo generado por variaciones de temperatura y
salinidad sobre neuromastos de larvas de anchoveta.
Para evaluar si las condiciones ambientales proyectadas para la zona de estudio por si solas
inducen un dafio en los neuromastos, se expusieron a las larvas de anchoveta a distintas
combinaciones de temperatura y salinidad en tres fechas de octubre a diciembre
(Experimentos 1-3). Se hicieron tres experimentos con distintas combinaciones, en el primer
experimento (correspondiente al mes de octubre; Tabla 1) no se incluy6 un tratamiento de

variables combinadas (14°C, 32 PSU).

Los resultados indican que, en la condicion ambiental definida como normal (12°C, 34 PSU),
el nimero de células viables en los neuromastos varid entre experimentos (Figura 9);
disminuyendo progresivamente conforme avanzaba la temporada de desove. Los valores mas
altos de promedio de células viables fueron de 7,4 (DE=3,77) para el mes de octubre (Exp. 1),
y los més bajos se obtuvieron en el mes de diciembre (Exp. 3) con 4,4 células (DE=2,27) que

coincide con el periodo final de la época de desove de la anchoveta en la zona.
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La comparacion entre tratamientos de condiciones ambientales indicd una disminucion en el
numero de células viables en larvas expuestas al tratamiento de variacion de salinidad (T, S;,)
en comparacion con lo cuantificado en la condicion ambiental normal (T, S;4) con diferencias
estadisticamente significativas en el primer (octubre) y tercer (diciembre) experimento (Tabla
3, Exp 1: Test Dunn, p= 0,0046, Exp 3: Test Dunn, p= 0,0078). Lo anterior podria indicar el
efecto negativo en los neuromastos producto de una menor salinidad en el medio; sin
embargo, esa diferencia no se observa en aquellos tratamientos en los cuales junto con la
disminucién de salinidad hubo una temperatura ambiente mayor (variables combinadas, T,
S;,). En esta condicion el nimero de células viables en los neuromastos fue igual a lo
cuantificado en larvas expuestas a la condicion normal (Exp 2: Test Dunn, p=0,5739, Exp 3:
Test Dunn, p= 0,6228). En larvas que fueron expuestas al tratamiento de variacion de
temperatura (T, S;4) los resultados fueron similares a lo cuantificado en condicion normal

(Exp 2: Test Dunn, p= 0,0943, Exp 3: Test Dunn, p=0,3526).

Tanto para los tratamientos de variacion de salinidad (T, Ss,) y de temperatura (T, S;4) en los
experimentos 1 y 2 mostraron diferencias significativas entre ellos (Tabla 3, Exp. 1: Test
Dunn. p=0,0161, Exp 2: Test Dunn p=0,0019), mostrando un menor nimero promedio de

células ciliadas viables en el tratamiento de 32 psu de salinidad.
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Figura 9: Efecto de diferentes combinaciones de temperatura y salinidad (tratamientos)
en el nimero de células viables de neuromastos de larvas de anchoveta en los tres
experimentos realizados. Los extremos de las cajas muestran los cuartiles superiores (Q3) e
inferiores (Q1), la linea horizontal representa la mediana de los datos y las lineas verticales el
valor maximo y minimo para cada tratamiento. Las comparaciones estadisticas de un mismo
tratamiento entre experimentos se representan con letras mayusculas, tratamientos con letras
iguales indican que no existen diferencias significativas entre ellos. Por ejemplo: en el
tratamiento T, S3,, no hubo diferencias significativas entre los experimentos 1y 2 (A), pero si

ambos con el experimento 3 (B).

4.5 Evaluacion del efecto de AO con variaciones de temperatura y salinidad

ambiental en los neuromastos de larvas de anchoveta.

En los tres experimentos, donde las larvas fueron expuestas a AO junto con diferentes
combinaciones de temperatura y salinidad, se observa una tendencia consistente: el AO
parece inducir una disminucioén en el nimero de células viables en todos los casos, excepto

cuando se aplico la variacion de salinidad (T, S;,), como se muestra en la Figura 10.
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Los resultados indican que la temperatura parece desempefiar un papel importante en la
reduccion del namero de células ciliadas viables de neuromastos en presencia de AO en al
menos dos de los tres experimentos realizados, mostrando diferencias significativas en ambos
casos (Tabla 3; Exp 1: Test Dunn, p=0,0560; Exp 3: Test Dunn, p=0,0170). Es importante
destacar que este tratamiento exhibid los valores promedio mas bajos de células ciliadas en

neuromastos (Exp 1: 1,48; Exp 2: 3,5; Exp 3: 1,64 células).

Sin embargo, en el segundo experimento, no se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento de condiciones normales y el tratamiento de temperatura. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre el tratamiento normal y el tratamiento de salinidad (Exp 2: T,

S,4, test Dunn, p=0,7093; T, S;,, test Dunn, p=0,4586).
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Figura 10: Efecto del AO y diferentes combinaciones de temperatura y salinidad en el
numero de células viables de neuromastos. Los extremos del cuadro muestran los cuartiles
superior (Q3) e inferior (Q1), la linea horizontal representa la mediana de los datos y las
lineas verticales el valor mas alto y mas bajo para cada tratamiento. Los corchetes indican las
comparaciones estadisticas en las que se encontrd diferencia significativa: los rojos entre un
mismo tratamiento con y sin dcido okadaico. Los corchetes morados indican diferencias
significativas entre tratamientos distintos s6lo con AO.
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Tabla 3: Matriz de comparaciones miultiples (T. Dunn) por experimento. Comparaciones estadisticas entre distintos tratamientos
(T2 S34, T15 Ss,, T4 Sss y Tis S5 con y sin AO). Se entregan los valores de p, se destacan subrayadas las comparaciones con diferencias

significativas (p<0,05).

fxperimento |18, AO T}, Sy, Tp> S, AO T, Sy, Tyy S AO Ty, Sy,
T, Ss4 - 0.0008 0.0046 0.0078 0,7115 0.0000
AO Ty, Sy, - 0,4539 0,3876 0.0027 0,0560
T, Ss, - 0,8658 00161 0,0057
AOT,;S; - 0,0270 0.0052
Ty S34 - 0.0000
AO TS,
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BXperimento | 7.8, | AOTuSy | TSy | AOTuSy | TSy |AOT.Siy| TuSn | AOTS
T S34 - 0.869968 0.0387 [()[0:5:1s) 0,8928 0.0083 0,6238 0.0068
AOT,, Sy - 02338 0.4386 0.8008 0.0098 0.0068 0.0859
T, S3, - 0,0820 0.0310 0,0639 0,2099
AO T}, Ss, - 0,0006 0,6990 0.0009 0,8866
T4Ss - 0.0007 0,2820 0,0286
AO Ty, Sy, - 00000 | 00429
TS5, - 0.0608
AOT,S;, -
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5.- DISCUSION

Dada la naturaleza heterogénea y los diferentes mecanismos de accidon de factores que son
estresantes o directamente dafiinos para los organismos acuaticos, la coexistencia de varios de
ellos puede resultar en efectos aditivos, sinérgicos o antagdnicos sobre los organismos que los
enfrentan (Velasco et al. 2018). Con el proposito de investigar posibles variaciones
estructurales en los neuromastos de la linea lateral de las larvas tempranas de anchoveta en
respuesta a la exposicion al acido okadaico (AO), asi como a diferentes niveles de
temperatura y salinidad, se realizaron experimentos con diferentes combinaciones de estas
tres variables. Los resultados muestran una influencia de los cambios estacionales ambientales
en la calidad de las larvas y de sus neuromastos, asi como una influencia significativa de la
variacion de la salinidad en el nimero de células vivas de estos 6rganos. Ademas, al evaluar
los efectos combinados de la presencia de la toxina y variaciones ambientales, se observa una

influencia de la temperatura en los efectos dafiinos del AO sobre las células ciliadas.

Estudios realizados en larvas de varias especies acudticas, tanto de agua dulce como
marinos, que analizaron los impactos que generan las variaciones de las condiciones
ambientales, como la temperatura y la salinidad, revelan que tales variaciones tienen un
impacto significativo en la supervivencia, crecimiento y procesos biologicos fundamentales
como la velocidad de natacion (Politis et al. 2018; Collazos-Lasso, et al. 2014; Montory et al.
2014). Especificamente para la anchoveta (Engraulis ringens) se ha reportado que la
temperatura modula la duracion de la fase larval de saco vitelino, la tasa de consumo de vitelo
y la tasa de crecimiento larvario (Llanos-Rivera & Castro, 2006). Por otra parte, variaciones
de salinidad han sido relacionadas con cambios en la expresion genética de la enzima de
eclosion y el éxito de la eclosion larval (Castro et al. 2021). No obstante, estos estudios
aportan antecedentes de los efectos de las variaciones ambientales en procesos embrionarios y
larvales relevantes, a la fecha no se ha reportado evidencia del efecto que variaciones en
temperatura y salinidad podrian tener en el sistema mecano receptor de la linea lateral en esta

especie.

Uno de los primeros resultados del presente estudio sugiere que, bajo la misma condicion

experimental (definida como normal: 12°C y 34 PSU), el niimero de células viables en los
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neuromastos varid, disminuyendo progresivamente durante la temporada de desove de la
especie. Para esta zona se reconoce un periodo principal de desove entre invierno y
primavera, con un maximo reproductivo en agosto (Cubillos et al. 2001) y nuestros
experimentos se montaron con huevos recolectados en meses posteriores a este pico (octubre,
noviembre y diciembre). Las larvas provenientes de huevos recolectados en el mes mas
cercano al pico del periodo de desove tuvieron un mayor nimero promedio de células ciliadas
viables, en comparacion con lo cuantificado en larvas obtenidas de huevos desovados hacia el
final de periodo reproductivo. Adicionalmente, se constatd para este periodo una mayor
labilidad larval que hizo que su manipulacion fuera considerablemente mas compleja. Lo
anterior es consistente con las variaciones estacionales en la calidad de los huevos y larvas de
pequefios peces peldgicos reportadas utilizando varios indicadores. Por ejemplo, para esta
especie tanto la composicion bioquimica (proteinas, lipidos o aminoacidos libres) como el
tamafio del huevo, indican una disminucion en la calidad de los propagulos en la medida que
la época de desove avanza (Llanos-Rivera & Castro, 2004; Castro et al. 2009). Para
Strangomera bentincki, otro Clupeiformes presente en la misma zona geografica, se ha
observado una tendencia al aumento en el nivel de anomalias embrionarias a medida que la

estacion reproductiva avanza (Vasquez et al. 2010).

Los cambios ambientales estacionales, como la salinidad y la temperatura, también
pueden influir directamente en la integridad de los neuromastos de las larvas de anchoveta. La
salinidad, como uno de los pardmetros fisicoquimicos més importantes en los ecosistemas
marinos, varia considerablemente en diferentes habitats y periodos estacionales, afectando la
supervivencia, el metabolismo y la distribucion; ademas de los tiempos de eclosion y tasas de
consumo de oxigeno de los estados tempranos de varias taxa (Castro et al. 2021; Montory et
al. 2014; Varsamos et al. 2005). En este estudio, mediante tratamientos a distintas salinidades,
se aporta evidencia que sugiere que una disminucion de la salinidad podria afectar la
estructura e integridad de las células ciliadas presentes en los neuromastos laterales de larvas
de anchoveta. Los neuromastos mantienen, a las células ciliadas inmersas en microambientes
fluidos mantenidos electrogénicamente, cubiertas por una cupula gelatinosa que proporciona
un microambiente eléctrico e i6nico que se mantiene activo y que es necesario para que las
células ciliadas se despolaricen cuando se activan mecdnicamente, iniciando la transduccion

sensorial (Peloggia et al. 2020). En larvas de pez cebra (Danio rerio), otro teledsteo, se ha
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identificado como cambios ambientales de salinidad, en ambientes isotonicos, inducen una
cascada de sefalizacion que hace que células epiteliales se diferencien en ionocitos, que
mantienen el equilibrio i6nico asegurando las condiciones para la funcionalidad de las células
ciliadas (Stawicki et al. 2014; Peloggia et al. 2024; Peloggia et al. 2022). La ablacion
genética de estos ionocitos asi como la exposicion a agua acidificada, causan un deterioro de
la funcidn de las células ciliadas, lo que sugiere que las células ciliadas precisan de un entorno

16nico amortiguado para funcionar correctamente (Lin et al., 2019; Stawicki et al.,2014).

En las ultimas décadas, se han investigado los posibles efectos toxicos del AO, mas alla
de su papel como toxina DSP. Se han informado alteraciones en el ADN y de los
componentes celulares, asi como de efectos sobre el sistema inmunologico y nervioso, €
incluso sobre el desarrollo embrionario (Valdiglesias et al., 2013). En peces, la exposicion
aguda a esta toxina genera alteraciones en los pardmetros oxidativos que inducen
malformaciones en las larvas de medaka (Oryzias latipes) (Figueroa et al. 2022), alteraciones
en el desarrollo embrionario en especies marinas como Oryzias melastigma (Yang et al. 2022)
y alteraciones del nado, flotabilidad y ataxia en adultos de pez cebra (Danio rerio) (Barria, et
al 2015). Los resultados del presente estudio indican que el AO tiene un impacto negativo y
dosis-dependiente en la integridad de las células ciliadas de los neuromastos. Estas células se
componen de proyecciones especializadas conocidas como estereocilios, constituidos por
filamentos de actina. Un conjunto de estereocilios se vincula a un Unico kinocilio, que
consiste en un microtibulo central (Tanimoto et al., 2011), ambas estructuras, estereocilios y
kinocilios, son esenciales para la funcion sensorial del neuromasto. El efecto negativo del
acido okadaico sobre estas células podria estar relacionado con su mecanismo de accidén que
inhibe la actividad de la fosfatasa 2A (PP2A), la cual entre otras funciones, podria incidir en
los estados estructurales que definen la funcion celular de la actina, como la polimerizacion y
despolimerizacion (Canals et al., 2012). Ademas, existen antecedentes que el AO afecta las
proteinas de soporte de los microtubulos de cultivos primarios de neuronas, lo que se traduce
en una disminucion en la funcion neuronal (Zhao et al., 2016). Estos antecedentes sugieren
que el posible mecanismo de toxicidad en los neuromastos podria estar relacionado con la
estabilidad estructural de las células que componen los neuromastos mediada por la inhibicién

de la actividad de la PP2A en proteinas.
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Si bien en esta investigacion se evaluo el daio de los neuromastos en un nivel netamente
estructural, es importante considerar reportes como los de Lin et al. (2019) y Stawicki et al.
(2014) que han demostrado como el dafio en la estructura de las células ciliadas, causado por
factores como el agua acidificada, puede afectar la capacidad mecanosensorial de estos
organos, por lo que un dafio en la estructura de los neuromastos implicaria también un dafio
en la funcidon de estos. Para evaluar el impacto del AO en la funcionalidad del sistema
mecanorreceptor, Faria et al. (2020) analizaron cémo esta toxina afecta el comportamiento de
escape de las larvas de peces, que estd parcialmente regulado por el funcionamiento normal
de los neuromastos. Los resultados mostraron que las respuestas de sobresalto y habituacion
(la capacidad de ignorar estimulos irrelevantes) no se alteraron después de la exposicion a
0.036 ng/mL de esta toxina; una concentracion por debajo de la cual nuestros resultados
indicaron que no induciria dafio estructural en los neuromastos (1 ng/mL) y, por lo tanto, se
espera que no se detecten alteraciones funcionales. Asi, nuestros hallazgos indican que las
concentraciones mas altas de acido okadaico, que son ecologicamente relevantes, pueden
causar dafo a las cé€lulas ciliadas. Este dafio sugiere una posible alteracion funcional de estos
organos en las larvas de peces que estdn expuestas a estas toxinas disueltas en su entorno

acuatico.

Al comparar el efecto combinado de la toxina y los pardmetros ambientales se aprecia el
papel sinérgico y/o aditivo de la temperatura con la toxina. Un sistema termorregulador
estresado en cualquier organismo puede alterar la respuesta fisioldgica a los agentes toxicos y,
en general, altas temperaturas exacerban los efectos de muchos toxicos ambientales (Gordon,
2003). En otros peces, se ha observado que el aumento de la temperatura del agua esta
asociado con un incremento en la toxicidad aguda de sustancias como el paracetamol,
enrofloxacina y clortetraciclina. Este fendmeno se atribuye probablemente a cambios en la
toxicocinética de estas sustancias, es decir, en como son absorbidas, distribuidas,
metabolizadas y excretadas en el cuerpo de los peces (Kim et al. 2009). En esta experiencia en
dos de los tres experimentos realizados, la combinacion temperatura y AO resultaron en una
disminucion en la cantidad de células ciliadas viables en comparacion con las condiciones
normales con la presencia de la toxina. Adicionalmente, en el experimento 1, estas
variaciones fueron significativas incluso al compararlas con los efectos de la salinidad, lo que

sugiere que la interaccion entre la temperatura y el AO puede potenciar los efectos adversos
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en la integridad de los neuromastos. Lo anterior difiere con lo observado por Xu et al. (2004),
quienes reportan que altas temperaturas podrian mitigar los efectos del AO mediante la
hiperfosforilacion de proteinas citoesqueléticas, lo que implicaria una disminucion en el
efecto del AO cuando se aplica junto con un aumento térmico. Sin embargo, es importante
destacar que este estudio de Xu et al. (2004) se realiz6 en cultivos de células
(neuroblastomas), no en organismos completos como en esta experiencia en que se trabajo
con larvas, por lo que la respuesta podria variar. Mientras que los experimentos en cultivos
celulares ofrecen un entorno controlado y una comprension detallada de las respuestas a nivel
molecular, los estudios en organismos completos proporcionan una perspectiva mas integrada
al considerar las interacciones entre los sistemas biologicos y el entorno. Ademads, las
condiciones experimentales utilizadas por Xu et al. (2004), incluyendo la concentracién de
toxina, el tiempo de exposicion y la temperatura, fueron mucho mas altas que las utilizadas en
este estudio (25 ng/mL, 10 h y 42°C). Por lo tanto, las diferencias en los resultados podrian
deberse a estas discrepancias en las condiciones experimentales y no reflejar necesariamente
lo que ocurre en el entorno natural de las larvas de anchoveta que se intentd replicar en el

laboratorio.

Dentro de las caracteristicas del AO, destaca su estabilidad térmica y una degradacion
relativamente lenta bajo la radiacion solar natural, pudiendo permanecer en la columna de
agua durante mas de 20 dias (Pan et al. 2020; Jimenez, 2019). La mayoria de las floraciones
de algas nocivas (FAN) reportadas en el centro-sur de Chile han ocurrido en periodos de
primavera-verano, donde suele ocurrir un aumento en la temperatura del agua de mar (Barria
et al. 2022). Esto hace posible que un evento de FAN con produccion de AO en épocas de
primavera-verano coincida con el periodo final del desove de la anchoveta. Los resultados
obtenidos en esta investigacion muestran que es posible que esta toxina induzca dafio a los
neuromastos y que, ademas, este dafio podria ser mayor en la medida que avanza el periodo
reproductivo. El deterioro de estos organos sensoriales podria comprometer la capacidad de
las larvas para responder a estimulos ambientales clave, lo que a su vez podria afectar su
supervivencia. En una perspectiva mas amplia, estos resultados subrayan la importancia de
considerar multiples factores ambientales (e.g. variaciones en la temperatura y salinidad) al
estudiar los efectos de toxinas marinas sobre larvas de peces, aportando nuevo conocimiento

respecto a cémo toxinas producidas en eventos FAN pueden interactuar con elementos
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abidticos y generar repercusiones a los organismos con los que coexisten en la columna de

agua.
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6.- CONCLUSIONES

Los resultados presentados indican una variacion estacional en el ntimero de células
viables en los neuromastos de las larvas de anchoveta. Este hallazgo sugiere que factores
estacionales, como el periodo de desove, pueden influir en la calidad y el desarrollo de las
larvas, lo que resalta la importancia de considerar el contexto temporal al estudiar la biologia

de esta especie.

Ademéas, los resultados de este estudio sugieren que variaciones en la salinidad de la
columna de agua pueden afectar la estructura e integridad de las células ciliadas en los
neuromastos laterales de las larvas de anchoveta. Lo anterior destaca la sensibilidad de la
linea lateral de las larvas de estos peces a los cambios en su entorno como la salinidad vy,

ademads, a su capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales.

Este estudio destaca el posible impacto del AO en los 6rganos sensoriales de las larvas de
peces, particularmente en los neuromastos. Se concluye que la exposicion al AO puede
provocar dafio critico en estas estructuras sensoriales, comprometiendo potencialmente la
capacidad de las larvas para responder a las sefales ambientales e impactando su

sobrevivencia.

Los resultados sugieren un efecto sinérgico entre el AO y la temperatura, lo que podria
exacerbar los efectos perjudiciales en la integridad de los neuromastos. Esto subraya la
importancia de considerar multiples variables ambientales al evaluar los impactos de las
toxinas marinas en las larvas de peces, sobre todo considerando un escenario con variaciones

ambientales como el que se prevé con el cambio climatico.

Con base en todo lo anterior se acepta la hipdtesis planteada en este trabajo de
investigacion comprobando que la exposicion a acido okadaico (AO) combinado con
variaciones de factores ambientales genera una alteracion sobre la estructura de los

neuromastos de larvas tempranas de anchoveta (Engraulis ringens).
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Esta investigacion contribuye a una mejor comprension de las complejas interacciones
entre toxinas marinas, factores ambientales y las larvas de peces, destacando la importancia

de estudios integrales para la conservacion y gestion de los ecosistemas marinos.
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