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Resumen

En esta Tesis se estudia la composicion toxicolégica de Alexandrium catenella por el
método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y se caracterizan las
protefnas totales mediante Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con detergente
aniénico (SDS-PAGE). Para esto, se utilizan cultivos clonales de A. catenella de las
Regiones XI* (clon AAC7) y XII* (clon MAC8) en condiciones controladas de laboratorio.
Adicionalmente, se utilizan como control, dos clones de dinoflagelados: Prorocentrum lima
(CCMP686) y Gyrodinium instriacum (Portugal). Se presentan las curvas de crecimiento
y se determinan las constantes de division celular (k) para cada clon.

En todas las fases de crecimiento de los clones de A. catenella, existe una alta
proporcién del epimero C1/C2 de las N-sulfocarbamoilsaxitoxinas, siendo C2 la toxina
mayoritaria en ambos clones. Adem4s de este epimero, existen otras 6 toxinas, donde las
pertenecientes al grupo de las gonyaulatoxinas son las que aparecen en mayor cantidad

La composicién toxicolégica de ambos clones de A. catenella es semejante,
presentando variaciones en la cantidad de cada una de las toxinas, presentando AAC7 el
doble de cantidad de toxinas por célula. Se demuestra que un perfil toxicolégico es un buen
marcador bioquimico de caracterizacién de clones productores de Veneno Paralizante de
Molusco (VPM).

En relacién al andlisis de proteinas totales, ambos clones presentan a lo menos 8 bandas

de protefnas que se pueden diferenciar con azul de coomassie. El peso molecular (PM)



relativo de las bandas se determina por densitometria, y éstas se denominan segtin su PM.
Podemos concluir que ambos clones presentan un patrén de proteinas comin y un

perfil de toxinas similar en todas las fases de crecimiento. Estas caracteristicas bioquimicas

son propias de la especie Alexandrium sp. Siendo totalmente diferenciadas de otros

dinoflagelados.
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INTRODUCCION

La proliferacién de una determinada especie de organismo plancténico portador de
toxinas puede llevar a la intoxicacién de una comunidad marina local, lo que es conocido como
Florecimientos de Algas Nocivas (FAN) o Mareas Rojas Téxicas, contaminar a los animales que
sirven de alimento y afectar la calidad del agua que sirve como recreacién para el hombre. En
clertas ocasiones la especie predominante en una marea roja inocua produce mortandad de
organismos de la comunidad afectada, debido a la hipoxia que ocurre en las aguas como
consecuencia de la descomposicién de materia orgénica de las microalgas por bacterias aerébicas.
Otros organismos pueden producir irritacién en el epitelio branquial de peces, que lleva a una
intensa produccién de mucus y problemas respiratorios que pueden provocarle\’lgi (Freitas 1995).

Factores como la temperatura y la salinidad (Watras et al1982), sur‘éencias y poca
circulacién de las aguas, que aumentan la eutroficacién local (Sweeney 1976) o atin alteraciones
en la composicion del plancton como reduccién de herbivoros, y el aumento de la carga de
compuestos fosfatados y nitrogenados pueden contribuir a la produccion del fen6meno.

En los (ltimos afios, a mivel mundial y nacional el fendmeno FAN ha cobrado una
connotacién alarmante, tanto por las altas toxicidades como por la frecuencia y prolongacion
con que se presentan estos eventos en el litoral marino (Hallegraeff 1993).

Los responsables de algunos de estos FAN en Chile, son los organismos denominados
Dinoflagelados; éstos se ubican en la Division Pyrrophyta (Pyrrhophyta) 6 Dinophyta

(Dinaphycophyta) en el sistema botanico, y en el orden Dinoflagellida 6 Dinoflagellata en el
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sistema zooldgico. Las tnicas clases o subdivisiones existentes se separan entre si sobre la base
de la posicién de insercion del flagelo. De acuerdo a algunos autores, no existe una distincién
ultraestructural basica entre los dos grupos y proponen que éstos deben unirse (Dodge 1984 fide
Dodge & Bibby 1973). Por lo tanto, otros autores usan solamente una clase, Dinophyceae
(Dodge 1984 fide Parke & Dixon 1976, Dodge 1984 fide Dodge 1982). Finalmente y siguiendo
este esquema se introduce una nueva clase, Syndiniophyceae, para géneros de dinoflagelados
parésitos intracelulares (Dodge 1984 fide Loeblich 1976).

Los dinoflagelados son organismos unicelulares, eucari6ticos, incluyendo a miembros
fotosintéticos y no fotosintéticos (Fukuyo & Taylor 1989). Los dinoflagelados marinos son un
grupo de microorganismos exitosos, adaptados a una gran variedad de habitats peldgicos y
benténicos extendiéndose desde mares boreales hasta tropicales. Muchas especies son
cosmopolitas y probablemente representan un mismo linaje geogréfico (Steidinger & Baden
1984).

Se conocen del orden de 20 especies de dinoflagelados marinos téxicos, entre las
aproximadamente 2000 especies hasta hoy descritas y los 2000 fosiles encontrados (Fukuyo &
Taylor op. ¢it.). Estos organismos t6xicos se caracterizan porque son fotosintéticos, estuarinos
o neriticos, producen estados de resistencia sexual bentonicos, la mayoria son capaces de
producir florecimientos monoespecificos o cercanos a monoespecificos, presentan ventajas
competitivas 2 través de exclusién y todos producen bioactivos denominadas ficotoxinas. Estas
sustancias pueden ser solubles en agua o liposolubles, presentando diferentes efectos en un
amplio espectro de seres vivos, tales como reacciones hemoliticas, neurotéxicas y

gastrointestinales. La actividad téxica de cada compuesto esta estrechamente relacionada con la

e
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estructura quimica de la molécula, su estado de conversion, dosis, receptor blanco donde ejerce
su accion y por tiltimo la susceptibilidad del organismo afectado.

Los dinoflagelados téxicos plancténicos, poseen estados de resistencia benténicos y al ser
ingeridos por animales filtradores, tales como los moluscos bivalvos, estos pueden acumular las
toxinas y subsecuentemente causar intoxicaciones en la cadena alimenticia natural, adem4s, estos
dinoflagelados téxicos pueden afectar a una amplia gama de organismos incluyendo zooplancton,
larvas de moluscos, peces, aves, mamiferos marinos y también al hombre (Yasumoto 1990,
Yasumoto et al. 1978, Geraci et al. 1989, Borison et al.1980, Vergara 1995)

Dentro de los FAN conocidos, los de mayor impacto son los relacionados con los que
producen toxinas. Se han descrito hasta ahora seis venenos. De éstos, cuatro son concentrados
por los moluscos por lo que se conocen como Veneno de Molusco, estos son el Paralizante
(VPM), Diarreico (VDM), Neurotéxico (VNM) (Yasumoto & Murata. 1993) y Ammnésico
(VAM) (Subba-Rao et al. 1988, Todd 1990). Adicionalmente, se ha descrito las ciguateras
acumuladas por peces (Yasumoto op. ¢it.) y las microcistinas, producidas por las cianobacterias
(Park et al. 1993).

Las toxinas del Veneno Paralizante de Molusco (VPM), son un grupo de toxinas
producidas por dinoflagelados de distintos géneros entre los que figuran: Alexandrium (A.
catenella, A. tamarensis, A. polyedra, A. monilata, A. lusitanicum, A. excavata y A.
acatenella), Gymnodinium (G. catenatum) y Pyrodinium (P. phoneus y P. bahamense var
COmpressa).

Las toxinas que forman parte del VPM son derivados nitrogenados dibésico de la

tetrahidropurina, potente toxina neuromuscular que tiene accidn especifica y directa sobre nervios

LB
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periféricos y miisculos esqueléticos inhibiendo el aumento temporal de la permeabilidad al sodio
en la membrana excitable de la célula (Catterall et al. 1979 ). EL VPM se encuentra formado a
lo menos por 18 componentes. El mas conocido de ellos es la Saxitoxina (STX), el primero
tipificado y més estudiado. Hoy se sabe que de estos 18 componentes, a lo menos 12 de ellos
pueden causar la muerte, siendo seis de toxicidad similar a STX (Oshima et al. 1989, Oshima
1995).

Estas toxinas se pueden clasificar en tres grupos dependiendo de la carga que ellas
presenten a pH neutro. Las del grupo de las STXs con carga +2, las gonyaulatoxinas (GTXs)
carga neta +1 y las sulfocarbamoilsaxitoxinas (C1-C4) con carga neta 0.

Las toxinas VPM son termoestables en medio 4cido, pero extremadamente inestables y
facilmente oxidadas en medio alcalino.

La transformacién bioquimica de las GTXs y de la neosaxitoxina (neoSTX) a Saxitoxina
(STX), tiene Iugar por la accién de bacterias y por la maquinaria metabélica de los moluscos. La
velocidad de conversién es mayor en condiciones aerébicas y tiene lugar en el propio molusco.
Esto se ha visto demostrado, al comparar los perfiles toxicologicos de las muestras de aguas
(dinoflagelados) y la de los moluscos contaminados del mismos ecosistema (Oshima et al. 1990,
Lagos et al. 1996), indicando que la composicién toxicologica es caracteristica de cada especie
de dinoflagelado.

Los métodos més usados para determinar la presencia de estas toxinas en muestras de
moluscos son, el bioensayo de ratén (Sommer & Meyer 1937, Williams 1984) y la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) con deteccién fluorimétrica en linea (Sullivan & Wekell

1987, Oshima et al. 1989, Lawrence & Ménard 1991, Thielert et al. 1991, Oshima 1995).

5.
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El método del bioensayo es semicuantitativo y consiste en cuantificar una mezcla de
toxinas, con una sensibilidad de 0,2 pg de STX (Schantz et al. 1958), presentado un error
experimental de un 25 % (Sommer & Meyer op. cit.). Por otro lado el método de HPLC, es una
técnica analftica, que presenta una sensibilidad de nanogramos (ng) y un error experimental
menor que 5 %. Se debe tener presente que, el bioensayo de ratén, es el método oficial en la
mayor parte de los paises donde se origina este tipo de fenémenos.

El mecanismo de accién de las toxinas presentes en el VPM actian con distinta afinidad
sobre las membranas excitables, bloqueando selectivamente los canales de sodio, inhibiendo el
paso de éstos hacia la célula siguiendo su gradiente electroquimico. Este bloqueo mnhibe la
generacion del impulso eléctrico (Catterall et al. 1979).

Este mecanismo explica los efectos de estas toxinas en diferentes organismos, incluidos los
mamiferos, ya que estas sustancias inhiben la generacién de impulsos nerviosos a nivel de los
nervios periféricos y de los méisculos esqueléticos, observandose un efecto de depresién central
sobre los centros vasomotores y sobre los centros respiratorios (Andrinolo 1997).

Asi como los mamiferos sufren los efectos de estas toxinas, todos los organismos que
presenten canales de sodio se ven afectados igualmente, incluidos los moluscos, en los cuales se
han observado alteraciones en el movimiento de las valvas, pérdida de la movilidad, incapacidad
para la fijacion, disminucién en el consumo de oxigeno, disminucién de la velocidad de filtracion,
aumento/disminucién de los impulsos cardiacos e incluso aumento de la mortalidad en las larvas.

La intoxicacién por toxinas del VPM en el ser humano, produce dependiendo de su
concentracién, desde parestesia labial, hasta una paralisis total y muerte por insuficiencia

respiratoria o paro cardiaco (Hallegraff 1993, Andrinolo & Lagos 1997).

-5-
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En este contexto, se estudié en esta Tesis a A. catenella (Pyrrophyta, Dinophyceae), un
dinoflagelado altamente téxico y productor de VPM. Esta especie es, ademés, la responsable de
la presencia de VPM en las dos re@n& més australes de nuestro pais (Campodoénico & Guzmin
1974, Muiioz et al. 1992).

A. catenella s encuentra dentro de la familia Gonyaulaceae y originalmente fue descrita
bajo el género Protogonyaulax Taylor, pero actualmente de acuerdo a Balech (1990), se
denomina Alexandrium Halim, compartiendo este género, entre otras especie;s, con A.
tamarensis, A, excavatum y A. lucitanicum (Dodge 1984).

A. catenella se caracteriza morfolégicamente por presentar una estructura corporal
de largas placas, que pueden ser vistas naturalmente bajo microscopio Optico y en
organismos cuya movilidad ha sido bloqueada con formalina. Posee una constriccion
ecuatorial ligeramente descendente (cingulum), que lo rodea completamente, y un sulcus
extendido hacia el 4pex. Su forma es ovoide, con una coloracién pardo-rojiza. Longitud
total, entre 28-40 p y ancho 24-37 . Por lo general se encuentra formando cadenas de hasta
40 células (Lembeye &Guzméan 1982). Su distribucion es practicamente global y cada dia
aparecen mas lugares geograficos donde se documenta su presencia (Hallegraef 1993).

En nuestro pais esta especie fue descrita por primeravez en la XII* Region en
un florecimiento ocurrido en 1972 (Campodénico & Guzman 1974). En 1992, Mufioz et al.
describen su presencia frente a la Isla Churrecue, hacia la boca del Fiordo Aysén, en la XT*
Region.
Un modelo experimental que permite estudiar las caracteristicas de las proliferaciones, es

reproducir las condiciones ambientales encontradas en el hébitat natural, mediante la simulacion

.
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artificial de las condiciones en un laboratorio.

Virtualmente todos los cultivos de dinoflagelados est4n sometidos a técnicas de clonacién
de un determinado organismo. En Ia literatura existen trabajos que describen clones de distintas
especies del género Alexandrium (Ogata et al. 1990, Doucette & Trick 1995, Sako et al.1995,
Cembella et al.1990, Franca et al. 1995). Debido a que en Chile recientemente se ha aislado y
cultivado Ia especie presente en nuestras aguas ( Seguel et al.1995a, Lagos et al. 1996, Uribe et
al.1996), hemos decidido Ia utilizacién de estos cultivos clonales en los experimentos a realizar
en la Tesis, para hacer su caracterizacién bioquimica. Ahora, si los clones de A. catenella de la
XI* y XII* Regién presentaran caracteristicas comunes, entonces, estariamos demostrando que en
ambas regiones a lo menos existe una especie comin productora de VPM, que responderia
metab6licamente, dependiendo de los factores ambientales propios del lugar geografico en que se

encuentre.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Caracterizar bioquimicamente clones de A. catenella del extremo austral de Chile y
compararlos con otras especies controles (Prorocentrum lima y Gyrodinium instriacum) de

dinoflagelados.

Objetivos especificos.

1.- Mantener cultivos clonales, a partir de cultivos preexistentes, bajo condiciones

controladas.

2.- Determinar la constante de crecimiento y tiempos de duplicacion en los cultivos.

3.- Determinar la toxicidad especifica en relacién a VPM, por Cromatografia Liquida de

Alta Resolucién (HPLC) de cada clon.

4.- Determinar el perfil toxicolégico por HPLC de cada clon en la fase exponencial y en

Ia fase estacionaria de la curva de crecimiento de cada cultivo.

5.~ Caracterizar el perfil de proteinas totales de cada clon, utilizando Electroforesis en

Geles de Poliacrilamida en presencia de Detergente Aniénico (PAGE-SDS).
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MATERIALES Y METODOS

De la especie A. catenella se utilizaron los siguientes clones: AAC7 (Aysén, A. catenella
clon 7, Figura 1) obtenido de ACCO7 (Aysén, Canal Costa clon 07) de la XI* Regi6n en el verano
de 1995 (Seguel et al.1995b) y MAC8 (Magallanes, A. catenella clon 8, Figura 2) obtenido del
Clon 8 Bahia Nash de la XII* Regién en el verano de 1996 (facilitado en colaboracién cientifica
por la Universidad de Magallanes). Como controles fueron utilizadas dos especies, una
productora de VDM Prorocentrum lima CCMP686 (Center for the Culture of Marine
Phytoplankton, Figura 3) y uno no téxico Gyrodinium instriacum (PGI, Portugal G.
instriacum, facilitado por el Instituto Nacional de Saude, Lisboa, en colaboracién cientifica,
Figura 4). Estas especies fueron cultivadas y mantenidas en el Laboratorio de Bioquimica de
Membrana, Departamento de Fisiologia y Biofisica de la Facultad de Medicina, Universidad de

Chile, a partir de Junio de 1997.
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Figura 1.- AAC7 (Aysén, A. catenella), 90x Figura 2.- MAC8 (Magallanes, A. catenella), 90x

Figura 3.- PL (CCMP686, Prorocentrum lima), Figura 4.- PGI (Portugal, Gyrodinium instriacum),
90x 90x

De acuerdo a condiciones de cultivo consideradas 6ptimas en laboratorio, todos los
cultivos fueron mantenidos en una incubadora en un rango de temperatura de 19 - 21 °C, con un
fotoperfodo (luz/oscuridad) 14:10 hrs, pH de 7,0-7,5 y una salinidad de 36 %o con medio de
cultivo ASP7 (Provasoli 1963), para los clones Gyrodinium instriacum y P. lima y, medio de
cultivo 12 sin silicato (SIGMA), y de 35 %o de salinidad para los clones A. catenella (Guillard

1973).
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Las curvas de crecimiento resultaron de los conteos en cdmara de Neubauer, que reune las
caracteristicas necesarias para un buen recuento de estos dinoflagelados: rango adecuado para
células del tamafio de las estudiadas en esta Tesis, buena capacidad para células grandes al
considerar todos los cuadrantes de la c4mara , conteo ficil y el requerimiento de una minima
cantidad de muestra para esta operacién. Las constantes de crecimiento de los cultivos fueron
calculadas de acuerdo a Guillard (1973).

Una vez que los clones de todas las especies estuvieron en fase de crecimiento
exponencial, se realizaron extractos para la determinacién de la curva de proteinas (Bradford
1976), para los geles de poliacrilamida (Laemmli. 1970) y para la determinacién de VPM

mediante HPLC (Oshima 1995, Lagos et al. 1996).

1=
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1. CULTIVOS CELULARES.

1.1 Medio De Cultivo

1.1.1 Medio De Cultivo F/2-Si.

REACTIVOS CONCENTRACIONES
CoClx6H20 (Cloruro de Cobalto Hexahidratado) 0.010 mg L™
CuSO4x5H20 (Sulfato Ctiprico Pentahidratado) 0.010mgL"
EDTA Na2x2H20 (EDTA Sodio Dihidratado) 4360 mg L
FeCl (Cloruro Férrico Anhidro) 1.890 mg L™
MnChx4H20 (Cloruro de Manganeso Tetrahidratado) 0.180mg L™
NaH:PO (Fosfato de Sodio Monobésico) 43470 mg L
NaMoOx2H;0 (Molibdato de Sodio Dihidratado) 0.0060 mg L™
NaNOs (Nitrato de Sodio) 75.00mg "
ZnS0ux7H:0 (Sulfato de Zinc Heptahidratado) 0.0220 mg L

Para obtener un litro de medio de cultivo se agrega 0,086 g de este producto en 950 ml de
agua de mar filtrada (0,45 p); antes de enrasar a un litro, se le agrega un suplemento vitaminico
en |]a misma proporcion que la. utilizada en la preparacion del medio ASP7 (10 miL"). Luego el
medio es llevado a pH 7.5 con una solucién de HCI IN'y posteriormente es enrasado a un litro.
Para esterilizar el medio, éste se filtra en una unidad con una membrana de nitrocelulosa de 0,2 p
de tamafio de poro y 47 mm de didmetro, dentro de la sala de cultivo previamente esterilizada.

Este medio es guardado en el refrigerador a - 4 °C para su conservacion.

-12 -
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1.1.2 Medio De Cultivo ASP7

REACTIVOS CANTIDADES
NaCl (Cloruro de Sodio) 2%5g
KCl (Cloruro de Potasio) 07g
MgSOsxTH:0 (Sulfato de Magnesio Heptahidratado) 9¢g

Ca (como CI") 0.3 g (0.8325 de CaCly)
NaNO3 (Nitrato de Sodio) 50 mg
C3H70sPNaz2x6H20 (Glicerofosfato de Sodio 20 mg
Pentahidratado)

Naz2Si03x9H20 (Metasilicato de Sodio 70 mg (52.2 mg de 5 H;0)
Nonahidratado)"

PII (Mezcla Metalica) 30 ml

B2 (Cianocobalamina) 1 mg (0.2 ml de solucién a Img mI™)
S-3 (Mezcla Vitaminica) 10 ml
CsH9NOs (Acido Nitilotriacético (NTA)) 70 mg
C4H11NO3 Tris (Hidroximetiloaminometano) lg

Es importante tener dos cosas en consideracién: El 4cido nitilotriacético es insoluble en

agua y, por lo tanto, se debe disolver en una solucién concentrada (0.5 M) de NaHCO:s

(Bicarbonato de Sodio) y por tltimo los compuestos CaCk y Na;SiOsx9H0 se deben

1 La utilizacién de Metasilicato de sodio nonahidratado no es necesaria para los di

proporciones del medio ASP7.

il
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pero fue iderada para no alterar las




Caracteri:

fmica de clones de Alexandrium catenella (Pyrrophyta, Dinophyceae)

adicionar al final de la preparacion del medio de cultivo debido, a que estos pueden

precipitar.

A continuacién se detallaré la preparacion de las mezclas vitaminicas y metilica. La

cantidad de cada compuesto esta dada para la preparacion de 200 ml de cada mezcla.

1.12.a  Mezcla Vitaminica (S-3).

REACTIVOS

CANTIDADES

CizH17CIN4OSxHCl (Tiamina HCI)

10 mg

CsH5NO2 (Acido Nicotinico)

2 mg (2 ml de solucién a 1mg mI™)

CoH16NO5x1/2 Ca (Pantotenato de Calcio)

2 mg (2 ml de solucién a Img ml™)

C7HINO2 (Acido p-aminobenzoico)

200 pg (1ml de solucién a 0.2 mg ml™)

C10H16N203S (d-Biotina)

20pg (0.1 ml de solucién 0.2 mg mI™)

CsH1206 (Myo-Inositol)

100 mg

C19H19N706 (Acido Félico)

40 pg (0.8 ml de solucién 0.05 mgmI™)

CsHsN202 (Timina)

60 mg

Hay que tener en consideracién que el 4cido folico es insoluble en agua, por lo que hay que

disolverlo en NaOH 0,001 N.
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1.12b  Mezcla Metélica (PII).
REACTIVOS CANTIDADES
EDTA Na2x2H20 02g
Fe (Como CI') 2 mg (9.68 mg de FeCl3x6H;0)
B (Como H3BO3) 40 mg (228.5 mg H;BO3)
Mn (Como CT) 8 mg (28.8 mg de MnClx4H,0)
Zn (Como CI) 1 mg (1ml de solucién 2.08 mg de ZnCl)
Co (Como CI) 200 pg (1 ml de solucién 0.8 mg mI™'de
CoClox6H,0)

2. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Para determinar la curva de crecimiento de los clones A. catenella se sembro entre 2.000 a

2.500 c&l ml"'en 9 frascos que contenian 25 ml de medio de cultivo. El conteo se realiz6 cada tres

dias eligiendo al azar un frasco por cada conteo; se consider el tiempo 0 (to) el mismo dia en que

fueron sembradas las células en los frascos. La totalidad de las células de un frasco elegido al azar

eran peleteadas a 2.000 x g durante 10 min (BHG 1100, Segurita). Las células sedimentadas

fueron resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo y colocadas en un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

El conteo se realizé con un contador de células Neubauer, que presentaba dos cdmaras de

s -
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9

conteo; cada c4mara era llenada con 10 ply se contaba la totalidad de nueve cuadrantes, con un
volumen de 0.1 mm’ (10* cm’) por cada uno. El némero de cél mI' se obtuvo utilizando la

siguiente formula:

Cél mI" = Conteo celular promedio por cuadrantexFactor de dilusiénx10*/25

Para obtener promedios de los recuentos, los conteos de cada muestra se hicieron por
triplicado. Los 940 pl de muestra restante fueron etiquetados y congelados inmediatamente, para
ser utilizados posteriormente en el analisis de toxinas por HPLC.

De esta misma manera se obtuvieron las curvas de crecimiento para P. lima y G.
instriacum, con la variante de que se utilizaron placas con 24 pocillos, con una capacidad de 2
ml por pocillo, sembrandose aproximadamente 6.000 cél ml ! La resuspensién de las células

después de la centrifugacién se hizo en 100 pl. Los recuentos celulares se realizaron diariamente.

2.1 Constante de crecimiento

En un crecimiento constante, en condiciones adecuadas, un cultivo de microorganismos
crece de manera que la tasa de adicién de células es proporcional al nimero presente
(Crecimiento Exponencial).

El tiempo de divisién o duplicacién est4 determinado por la siguiente formula:

dN/dt =K.N

<16
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donde N=Ntmero de células en cultivo; t = Tiempo; K. = Constante de crecimiento (Ntimero de
unidades de aumento por dia).
K. =In (Ni/N2)/(t;-t2)

Ademis de presentarse la Constante de Crecimiento como logaritmo en base e,
también se puede expresar como logaritmo en base 10 (K1) y como logaritmo en base 2
(k), por lo que las diferentes unidades se pueden interconvertir usando la relacién entre
logaritmos de cualquier nimero a dos bases.

Por lo tanto, la férmula utilizada para el calculo de k a partir de conteos sucesivos es:

k =[3.322/(t,-t1)] xlog(N2/N1)

Ademss, se estimé la constante de crecimiento mediante un método gréfico, en el cual
los datos del conteo celular fueron transformados a datos logaritmicos, ajustados a una linea
recta (solamente se consideraron los datos que correspondian a un crecimiento exponencial).
Determinada la linea recta, se obtuvo la constante de crecimiento, correspondiendo ésta a la

pendiente de la recta.

3. DETERMINACION DE PROTEINAS.

El contenido de proteina total de las muestras de dinoflagelados fue determinado utilizando
un método colorimétrico (Bradford 1976). Este método se basa en la medicién del méximo de
Absorbancia que alcanza una solucién 4cida de Coomassie brillant blue G-250, al unirse a

protefnas. Este colorante cambia su méximo de Absorbancia, de 495 nm a 595 nm cuando ocurre

= e
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la unién a la proteina.

Para la cuantificacion de las proteinas se utiliza una proteina estandar, que en este caso es
una proteina plasmética purificada, Albimina de suero de bovino (BSA). La propiedad de este
estdndar, es que Ia tincién desarrollada es significativamente mayor con BSA que con otras

proteinas.

3.1 Protocolo De Determinacion De Proteinas

Se desarrollé el método de microensayo en el rango de 1-20 pg de proteinas totales.
Las mediciones de Absorbancia fueron hechas en un Espectrofotémetro Beckman Model
25 de doble haz, utilizando cubetas de polyestireno de 1 ml atendiendo el siguiente

procedimiento:

1-  Sepreparan varias diluciones del estandar de proteinas (BSA mg ml Y: 4 pg pl L 6pgpul
' 8ug pl'l, 12pgul'y 14 pg ul' (estas diluciones se hacen por duplicado y luego son
promediadas para confeccionar la curva de proteinas).

2-  Estas diluciones son llevadas a un volumen final de 800 pl con agua bidestilada,

e 2
desionizada y filtrada’”.

3.~  Lasdiluciones se agitan usando un Vortex-Genie 2, evitando el exceso de espuma.

? Este tipo de agua se utilizé en todos los experimentos de esta Tesis (reactivos y preparaciones) y de ahora se d inard agua sol
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4-  Finalmente, se adiciona a cada dilucién de BSA, 200 pl de la solucién de colorante.
5-  Se utiliza como blanco una muestra con 800 pl de agua y 200 pl de la solucién de
colorante. Este blanco también se hace por duplicado.
6.~  Después de agitar, se espera 5 minutos y se mide la Absorbancia a 595 nm.
Se restan los controles blancos y se promedian las muestras. Para la cuantificacién se
gmﬁcalaAbsérbanciaversus]acanﬁdadenpg ul' de proteinas, de la regresion lineal se

obtienen los valores de las cantidades de las muestras.

4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN

PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE).

La electroforesis es el estudio del movimiento de las moléculas cargadas en un campo
eléctrico. Esta técnica es aplicable a la caracterizacién y anilisis de polimeros cargados. La
migracién molecular en un campo eléctrico depende de la carga de la molécula. La electroforesis
en geles de poliacrilamida permite analizar y purificar proteinas, cuyas cargas sean homogéneas
(Boyer 1993a).

En la Electroforesis en Geles de Poliacrilamida (PAGE), el gel formado por la
polimerizacién de acrilamida sirve para el anélisis de proteinas, porque cumple las siguientes
caracteristicas :

1.-  Gran poder de resolucién para protefnas pequefias y de tamafio moderado, en un rango

de 10.000 a 200.000 Da. de peso molecular.

- 19 -
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2.-  Permite aplicar muestras de protefnas del orden de los 10-100 pg de protefna total.
3.-  Laacrilamida no presenta interaccioén con las protefnas.

4.-  Laacrilamida presenta una gran estabilidad fisica.

El principio de separacién en SDS-PAGE se basa en hacer migrar las proteinas
homogéneamente cargadas negativamente, desde un polo negativo a un polo positivo, a través de
una matriz rigida y porosa formada por el polimero acrilamida. Los geles pueden ser preparados
con diferentes tamafios de poros. Para esto se utiliza diferentes concentraciones de un agente de
entrecruzamiento, N, N'- metilen-bis-acrilamida . A mayor concentracion del agente de
entrecruzamiento y de la acrilamida, menor es el tamafio del poro de la matriz. Por lo tanto, el
poder de resolucion y la capacidad de separacion por tamafio, que presenta un gel, depende de
la concentracién de acrilamida y bis-acrilamida. La polimerizacion de estos geles es un proceso
quimico controlado por catalizadores, como el persulfato de amonio (APS) y el N, N, N, N'-
tetrametilen, etilen, diamina (TEMED).

Para que todas las proteinas presentes en una muestra adquieran una carga negativa neta y
puedan migrar hacia el polo positivo, éstas son solubilizadas en presencia de un detergente
aniénico altamente denaturante, Dodecil sulfato de sodio (SDS). El detergente ayuda a la
separacién de las cadenas polipeptidicas, rompiendo las estructuras cuaternarias, terciarias y
secundarias de tal manera que se obtengan cadenas polipeptidicas separadas, las cuales quedan
con todas sus cargas positivas neutralizadas por el SDS, cuya carga neta es negativa. El resto de
las cargas negativas de la proteina o cadena polipeptidica, quedan expuesta generando proteinas

o cadenas polipeptidicas con carga neta negativa. Conjuntamente con la adicién de SDS se

S0 -
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agrega un agente reductor de puentes disulfuros, el B-mercaptoetanol, para permitir la

separacion de posibles subunidades que forman una proteina. Cada banda de protefna que se
visualiza, una vez que el gel es tefiido, corresponde a una proteina de una sola cadena o a una
subunidad de una proteina formada por varias subunidades (Boyer 1993a).

Esta técnica, ademéas de mostrarnos un perfil de proteinas que caracteriza a las muestras,

nos permite estimar el peso molecular de las subunidades de proteinas.

4.1 Tratamiento De Las Células De Dinoflagelados Para La

Cuantificacion De Proteinas Y SDS-PAGE.

Una vez que las células se sedimentaron y se contaron, éstas se lavaron exhaustivamente

en una solucién denominada de lavado: 5 mM EDTA, 1 mM CaCk, NaNs, 4 mM Tris pH 8.0

(Michea et al. 1995). Se sedimentaron por centrifugacion del orden de 1 millén de células por

muestra,

Protocolo.

1-  Las células sedimentadas fueron lavadas 5 veces con la solucion de lavado dilusién 1/2
que contenfa un inhibidor de proteasa, Fluoruro de fenilmetil sulfonato (PMSF, Sigma)
en una concentracién final de 0,005 mg/ml En cada lavado las células fueron
sedimentadas por centrifugacion 6.000 x g por 2 min (Sorvall MC12V, Dupont).

2.-  Después del tiltimo lavado, las células fueron resuspendidas en 500 pl de la Solucién de

lavado dilucién ¥, en presencia de 0,005 mg ml' de PMSF y ~ B-mercaptoetanol al 5 %

S5
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(viv)

Esta resuspencién fue sonicada en un sonicador de béstago (Ultrasonic Homogenizer
4710 series, Cole Palmer Instrument Co.) cuatro veces durante 30 seg a 90 unidades
cada vez, con intermedios de 20 seg, colocando la muestra en hielo-agua (0-4 °C) para
evitar calentamiento.

Las células rotas fueron centrifugadas a 10.000 x g x 10 min (Sorvall MC 12V, Dupont).
Se guarda el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 300 pl de solucién de lavado,
diluida 1/2 con B-mercaptoetanol y PMSF. Se toman alicuotas y se mide proteinas
mediante el método Bradford.

El sobrenadante y el resto de las células sedimentadas en el paso anterior, fueron
nuevamente sedimentados a alta velocidad y en vacio a 102.000 x g durante 1 hora
(Ultracentrifuga Combi, Dupont, rotor T-865.1). Se juntaron los sobrenadantes y los
sedimentos por separados.

El sedimento de 102.000 x g fue resuspendido en solucion de lavado diluida 1/2 con -
mercaptoetanol y PMSF, hasta completar un volumen de 500 pl. Nuevamente se sonica
con béstago y se dializan las muestras en bolsas de didlisis de 12.400 daltons de "cut off",
contra la solucién de lavado diluida 1/2 con B-mercaptoetanol, PMSF y 10 % SDS. El
tamp6n de didlisis fue una dilucién de 1/10 de la solucién anterior. Finalmente, se
concentran las muestras a sequedad usando un Speed Vac Plus SC210A, SAVANT. Se
resuspende el sedimento seco en el tamp6n de la muestra (la composicion se describe en
la técnica de SDS-PAGE), hasta conseguir una concentracion de 1,5 - 2,0 pg de

proteinas pl™.
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7. Estas muestras se sonican en un bafio sonicador durante 10 min (Branson 2200),
calentandose posteriormente por 5 min a 95 °C. Luego se toma una alicuota de 20 ply
se centrifuga a 6000 x g durante 2 min (Sorvall, MC12V, Dupont), de estos 20 ul se

aplican 15 pl de sobrenadante a la SDS-PAGE.

Este protocolo fue utilizado para todos los clones, con la variante de que en los clones G.

instriacum y P. lima no se utiliz6 PMSF en la preparacion de las muestras.

4.2 Técnica De Electroforesis (SDS-PAGE)

La técnica utilizada es la descrita por Laemmli (1970), con la modificacién de utilizar la
técnica con la c4mara Mini Protean II Dual Slab Cell (Bio-Rad). Esta técnica permite un anlisis
més répido y de menor costo para un gran nimero de muestras de proteinas (hasta 16 muestras

por corrida).

42.1 Preparacién De Reactivos Y Soluciones Para El SDS-PAGE En Cémara Mini

Protean II.

Para Ja preparacion del gel discontinuo se procedié de la siguiente manera:

«5
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L RN 3
I“ﬁ‘j dllnidd

14.6 g/50 ml H.O
0.4 g/50 ml H-O

18.15 /100 ml FLO
16 ml

6.06 g/100 ml H20

10 ml

2.5 g/25 ml H:O

10 ml
600 pl (20 mM)
1 ml (2 mM)
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25 u
3ul

763 pl
325 l
13 ul
163 ul
6ul
3ul
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80 pl

40 pl
20 pl

Jeterminar el peso molecular de las protefnas presentes en los dinoflagelados, éstos se
an con pesos moleculares de protefnas conocidas, las cuales corresponden a esténdares

 Alos esténdares liofilizados se les solubiliza en Ia siguiente solucis:

'- ante marcador de corrida+ glicerol + Tampén 80 pl
Dl
p ’ "111‘15}',1]2‘/';"»:1. 50!11

1

H0 20 pl

12.1j  Tampén de corrida (10 veces concentrado)

7.57 g/250 ml H.0O
36.05 g/250 ml O

=26 -




7 Caracterizacién Bioquimica de clones de Alexandrium catenella (Pyrrophyta, Dinophyceae)
o op e 2.5 /250 ml Ho0
20 ml/200 ml
80 ml/200 ml
 biue R-250 0.2 /200 ml
100 ml/200 ml
Solucién de destefiir
50 ml/500 ml
250 ml/500 ml
21m  Solucién de secado
4 125 ml/500 ml
5% Acido acético 125 ml/500 ml
250 ml/500 ml
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4.3 Geles Discontinuos

Los geles discontinuos estin formados por un gel separador donde se separan las protefnas
y un gel empaquetador ubicado sobre el primero, siendo de menor concentracién de polimeros y
por lo tanto de mayor poro. El gel empaquetador actiia concentrando los grandes voliimenes de
muestras, dando como resultado una mejor resolucion de las bandas.

Una vez que el gel esté polimerizado, sobre éste se aplican las muestras de proteinas y los
estandares en pocillos individuales. Luego se conecta la cimara a una fuente de poder aplicando
200 V, por 35 min. Al término de la electroforesis, s¢ desconecta la fuente de poder y se
desensambla el gel. Para visualizar las proteinas es necesario tefiirlas, para ésto se sumerge el gel
en una solucién de tefiido durante 20 minutos con una agitacién permanente. Como el colorante
penetra en todo el gel, es necesario destefir el gel hasta visualizar las bandas de protefnas sobre
un fondo incoloro. Por {iltimo, se procede a secar el gel.

Para la determinacién de los pesos moleculares de las muestras, se utilizé el programa
computacional Gel-Perfect 5.2 . Este programa permite analizar una imagen captada por un
“seanner”, como archivo de interfase grafica. Esto permite trabajar con el gel y hacer un anlisis
densitométrico de cada banda. Utilizando los patrones de proteinas con pesos moleculares

conocidos, es posible determinar el peso molecular de cada banda en las muestras.
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5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La Cromatografia es una técnica efectiva para aislar y purificar todo tipo de moléculas.
Todos los tipos de cromatografia estdn basados en el mismo principio. Las muestras a ser
examinadas interactian con dos entidades fisicas diferentes: una fase mévil y una fase
estacionaria. La fase m6vil llamada solvente mueve los componentes de la muestra hacia la
region que contiene la fase estacionaria. La fase estacionaria tiene la habilidad de retener algunos
compuestos. Los componentes se distribuyen entre la fase mévil y la estacionaria. Si algunos de
los componentes de la muestra se une preferentemente a la fase estacionaria, ellos son retenidos
en la fase estacionaria por m4s tiempo, asi se retarda su elucién a través del sistema de
cromatografia. Las moléculas que muestran poca afinidad por la fase estacionaria permanecen
més tiempo en la fase mévil y eluyen primero del sistema. En resumen, las moléculas son
separadas porque difieren en su particién entre la fase mévil y la fase estacionaria (Boyer 1993b).

El HPLC, como una especializacion de la cromatografia liquida, aporta ciertas
caracteristicas como método que la hacen una técnica muy poderosa, findamentalmente porque
aumenta la rapidez de separacién (15 a 20 min una corrida), aumenta la cantidad de muestra a
analizar y aumenta la resolucién en la separacién de los compuestos. Un equipo de HPLC estd
formado por los siguientes componentes: Una bomba de alta presion, que proporciona un flujo
reproducible y constante del solvente a través de la columna; un inyector donde se introduce la
muestra en la columna de una manera eficiente y reproducible; una columna donde se encuentra

la fase estacionaria; un detector que mantiene un continuo monitoreo del eluido de la columna,

-20 .
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detectando la presencia de compuestos; por Wltimo un registrador que recibe la informacién del
detector y traza un perfil cromatogréfico de la elucién, siendo estos datos tiles para andlisis
cualitativos o cuantitativos (Figura 5). Los pardmetros que se miden en el HPLC son los tiempos
de retencion, los cuales son caracteristicos de cada compuesto bajo esas condiciones

cromatograficas, y el 4rea bajo la curva que es directamente proporcional a la masa del

! compuesto.

e Lol b 2 4

Recoleccién de datos

Figura 5.- Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

En nuestro caso la adquisicion de datos se realiz6 a través de un computador, lo que

permite ademés un andlisis posterior de la informacion.
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5.1 Método De Identificacion De VPM

El método de anélisis por HPLC para la determinacién de las toxinas del VPM fue el_[\'

descrito por Oshima (1995) y modificado por Lagos et al. (1996). Esta técnica presenta una
sensibilidad de 10-30 pg de cada una de las toxinas presentes en el VPM. El método de HPLC
utilizado para medir estas toxinas, es una cromatografia de par iénico y fase reversa utilizando

una columna C8, y detectado por flourescencia después de una derivatizacion postcolumna.

1>

Debido a la alta sensibilidad del método, es posible inyectar pequefias cantidades de las
muestras, para cuantificar las toxinas y determinar su composicién (perfil toxicolégico). Esto lo
hace particularmente til, para estudiar la sintesis de las toxinas en cantidades pequefias de
células, como es el caso de los dinoflagelados mantenidos en cultivo.

El fundamento de este método se basa en la separacion de las diferentes grupos de toxinas
(con diferentes cargas netas) por elucién isocrética usando diferentes fases moviles. Para la
cuantificacion de estas toxinas se utilizaron mezclas de Estandares Analiticos en el Laboratorio de
Bioquimica de Membrana, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Estos estandares se han
preparado usando certificacién de Espectroscopia de Masa y comigracién por HPLC, con los
estandares producidos en Japén. Estos estandares son: Saxitoxina (STX), Neosaxitoxina
(neoSTX), Decarbamoilsaxitoxina (deSTX), Gonyaulatoxinas (GTX1/4, GTX2/3, GTX5) y

sulfocarbamoil saxitoxinas (C1/2, C3/4).
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La descripcién de los esténdares utilizados es la siguiente:

5.1.1 Estandar NLG 913 (1/50)

TOXINAS CONCENTRACION pM
GTX4 0.52
GTXI1 1.52
GTXS 0.70
GTX3 0.15
GTX2 0.44

5.1.2 Estandar TOUC 915

TOXINAS CONCENTRACION pM
cl 0.556
c2 0.144
C3 0.906
c4 0.204

La concentracién de las toxinas fue determinada por la comparacion de las dreas de los

picos de cada toxina, con aquellos de los estandares certificados.
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513 Estindar NLM 913 (1/10)

TOXINAS CONCENTRACION pM
1neoSTX 0.947
decSTX 0.265
STX 0.450

5.2 Tratamiento De Las Células Para Determinacion De Toxinas Por

HPLC.

La extraccién de VPM se realiz6 de la siguiente manera: Se coseché alicuotas de los clones
de los dinoflagelados en cultivo. Las células se sedimentaron a 2.000 x g durante 10 min (Sorvall
MCI12V, Dupont). Se contaron las células. El sedimento celular fue extraido quimicamente
utilizando un nuevo método descrito recientemente por Ruiz-Tagle et al. (1997). EnseguidalQ pl
del extracto acuoso 4cido final se inyecta al equipo de HPLC, inmediatamente, o de lo contrario
los extractos etan congelados en nitrégeno liquido y guardados en un congelador a -20 °C, para

ser inyectados posteriormente.

.
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RESULTADOS
1. CONSTANTES DE CRECIMIENTO Y CURVAS DE CRECIMIENTO

1.1  Alexandrium catenella-Magallanes (MACS)

Los resultados del conteo del clon MAC8 se muestra en la Tabla 1 y la Curva de

Crecimiento de Crecimiento obtenida con estos datos, en la Figura 6

Tabla 1.- Conteo de células de Alexandrium catenella sMaEallanm! MACS, expresado en cél mI™.

DiAS RECUENTOS

0 2185

3 4570

6 9348

9 11437
12 30619
15 59241
18 65165
21 62764
24 63906
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Sobre la base de la Tabla 1, se estimo la tasa de division celular mediante el calculo de
la Constante de Crecimiento (k) para conteos sucesivos, dando como resultado el promedio
de las k (desde el dia 6 al 15 que corresponderia a la fase de crecimiento exponencial) de

0.24 div./dia (ver Tabla 2) .

Tabla 2.- Determinacién de la constante de crecimiento para conteos sucesivos en el clon MACS8.

Dias | N°de células | N2/N1 | log N2/N1 | T2-T1 k
0 2185 2.09 0.32 3 0.35
3 4570 2.05 0.31 3 0.34
6 9348 1.22 0.09 3 0.10
9 11437 2.68 0.43 3 047
12 30619 1.93 0.29 3 0.32
15 59241 1.10 0.04 3 0.05
18 65165 0.96 -0.02 3 -0.02
21 62764 1.02 0.01 3 0.01
24 63906 0 0 0 0

=36
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Figura 7.~ Estimacién gréfica de la constante de crecimiento de MAC8

=37 -



Caracterizacién Bioquimica de clones de Alexandrium catenella (Pyrrophyta, Dinophyceae)

1.2  Alexandrium catenella-Aysén (AAC7)

La Tabla 3 muestra los resultados del conteo de AAC7.

. Tabla 3.- Resultado del conteo de células de Alexandrium catenella (Aysén) para la obtencién de la curva
f de crecimiento, expresado en cél mI™

DiAS RECUENTOS

0 750

3 910

6 5630
10 9852
13 14741
17 18759
24 10907

.

Segiin estos datos se traz6 la Curva de Crecimiento para el clon AACT, la cual se

muestra en la Figura 8
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9 | /la

T 7

i 4

3 J

8

g 10008
] "

E

7o mLA/
cl % T * T 2 T b T e T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (dias)

Figura 8.- Curva de Crecimiento de AAC7

Segiin los datos de la Tabla 3, se estructuro la tabla para la determinacién de la

Constante de Crecimiento (ver Tabla 4).
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Tabla 4.- Determinacién de la constante de crecimiento para conteos sucesivos de A. catenella (Aysén).

Dias N°decel. | N2/N1 | log N2/N1 | T2-T1 k
3 0 750 121 0.08 3 0.09
" 3 910 6.19 0.79 3 0.88
6 5630 1.75 0.24 4 0.20
10 9852 1.50 0.18 3 0.19
13 14741 127 0.10 4 0.09
17 18759 0.58 -0.24 7 -0.11
24 10907 0.00 0.00 0 0.00

Se calculé la Constante de Crecimiento, contabilizando desde el dia 3 hasta el 17.
Mediante el promedio de las constantes de crecimiento durante estos tiempos, se obtuvo que

k presentaba un valor de 0.25 div/dia.

La Figura 9 también muestra la estimacién de la curva de crecimiento, pero mediante

la transformacion logaritmica de los datos de la curva de crecimiento.
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Fig. 9, correspondiente a la constante de crecimiento, se
a. Con esto se corrobora que el Tiempo de duplicacién celular
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1.3  Gyrodinium instriacum-Portugal (PGI)

El conteo celular correspondiente a G. instriacum se tabula en la Tabla 5.

Tabla 5.- Resultado del conteo de células de G. instriacum para la obtencién de la curva de crecimiento,

expresado en cél mI™.

DiAS RECUENTO
0 5833
1 6759
2 11426
3 16133
4 20188
5 26083
6 27917
7 30042
8 30750
9 33063
10 37624
12 44917
14 57750
16 63375
18 62708
20 62083
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1.4 Prorocemtrum lima (PL)

Los datos que muestran los resultados del conteo celular de PL se tabulan en la Tabla

6y se grafican en la Figura 12

Tabla 6.- Resultado del conteo de células de P. lima para la obtenci6n de la curva de crecimiento,

expresado en cél ml™.

DiAs RECUENTO
0 6611
1 5315
2 6463
3 10233
4 11792
6 14833
7 17083
8 20750
9 24213
11 32625
13 35063
15 44625
17 56417
19 55438
21 70432
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Figura 12.- Curva de Crecimiento de PL

Al igual que para PGI, en la Figura 13 se muestra la estimacién grafica de k
mediante la pendiente de la recta, considerando la fase de crecimiento exponencial desde el

Ts al Ta1.

5,00
4,90
4,80
4,70
4,60
4,50
4,40
4,30
420
4,00 + + + + - : + - + 1
6 T 8 9 s 15 Y » o2
Tiempo (dias)

log del n°® de células mI™

F
—
=

Figura 13.- Estimacién gréfica de la constante de crecimiento de PL
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Segun esta estimacion, el calculo de k corresponde a 0.07 div/dia y un tiempo de

duplicacion de 14 dias.

2. ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)

Estos experimentos fueron realizados para determinar una composiciéon de proteinas

caracteristicas de cada clon y permitir la comparacion entre clones de y/odistintas especies.

2.1  Alexandrium catenella-Magallanes (MACS)

La Figura 14 muestra el resultado del gel para el clon MAC8. Mirando de derecha a
izquierda, se muestra en la primera columna, la migracién electroforética de las proteinas
estandares con sus pesos moleculares sefialados. Esta presenta 6 bandas de proteinas. A
continuacion aparecen otras 6 columnas, las cuales corresponden a las migraciones de las
protefnas correspondientes a las muestras del fraccionamiento celular de A. catenella. En
cada una de ellas se aplicé diferentes cantidades de proteinas. La columna a corresponde a
una muestra de la pella sacad;a después de la ultracentrifugacion, conteniendo esta muestra
11 pg de proteinas. La segunda columna (b) presenta 54 pg de proteinas y corresponde a la

pella al finalizar el proceso de dialisis. En la columna ¢ se visualiza una muestra de la pella
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antes de la didlisis, con 11 pg de proteinas. La siguiente (d) corresponde al sobrenadante sin
dializacién, con una cantidad de 39 pg de proteinas. En e se muestra el homogenizado inicial
recién sonicado (16 pg de proteinas). Finalmente en la columna f, con 16 pg de proteinas, se

presenta una muestra de pella después de la centrifugacion a baja velocidad.

{f..*-sl,ﬂkl),a.
I( 215KDa
_144KDa

R

Figura 14.- SDS-PAGE 12,5% Alexandrium catenella (MAC8, Magallanes)

La Figura 15 muestra la Densitometria de la columna correspondiente a los estindares
de protefnas del gel de la Figura 14, anteriormente descrito. Claramente se observan que
existen 6 picos correspondientes a las 6 bandas de proteinas, con sus correspondientes pesos

moleculares.
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125% SDSF

550 97,4 KDa. Fosforilasa
66,2 KDa. Albimina de suero de bovino
42,7 KDa. OvalbGmina
500 31,0 KDa. Anhidrasa carbénica
21,5 KDa. Inhibidor de tripsina de poroto
de soya
14,4 KDa. LisozZma

o
2
BIOURIOSqY

04 Y3 0%

Factor de Corrida (R.t) 2

Figura 15.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de Esténdar de Proteinas de Bajo Peso Molecular

Las densitometrias correspondientes a las muestras a-f estin representadas por las
Figuras 16 - 21 respectivamente. Como resultado del anélisis de las figuras se puede sefialar
que existen a lo menos 7 bandas de proteinas que estén presentes en las muestras, con mayor
o menor intensidad. El peso molecular de cada una de ellas, fue determinado mediante la
comparacién del peso molecular de las bandas del estandar. Segin el peso molecular que
presentaron, cada banda fue denominada usando la abreviacion de su origen mas el valor de
su peso molecular: MAC69 kDa. [Factor de corrida (Rf) = 0,23]; MAC60 kDa. Rf=0,3);
MACS50 kDa. (Rf = 0,37); MAC39 kDa. (Rf = 0,5); MAC35 kDa. (Rf = 0,58); MAC30
kDa. (Rf=0,68) y MAC17 kDa. (Rf = 0,92). Ademés, se debe sefialar que la banda MAC23

kDa. (RF = 0,86) no se colocé en las densitometrias, debido a que su graficacién no tenia
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una total claridad.

Fockr & Crrich (RE)

Figura 16.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MAC8a

Ketntq,ﬁi ®

Figura 17 .- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MAC8b
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Fockr & Carrich (R

Figura 18.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MAC8c

EEEEEEN
gy

06
Reckor de Carrida (R)

Figura 19.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MAC8d
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: _P- 21.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MACSf
o T A iy
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La Figura 22 muestra la comparacion entre el Estdndar de Proteinas y las muestras de
MACS. Aqui se corrobora que todas las muestras presentan las mismas caracteristicas

graficas y que, por lo tanto, presentan las mismas bandas de proteinas.

962 kD3 31.0KDa, 144 KDa.
42,7 KDa.

o74xDa] ¥ v 550 ——Btider
——MACta
500 ——MACSc
——MACHd
450 ——MACSl
——MACSb
= —  MACEe

350

300

250

B
B
(]
' §
K
P
R
00 02 04 08 08 13
Factor de Corrica (Rf)

Figura 22.- Comparacién entre Densitometrias SDS-PAGE 12,5% de Esténdar de Proteinas y MACS8

2.2 Alexandrium catenella-Aysén (AAC?7)

El gel que representa la caracterizacién de proteinas de AAC7 se muestra en la Figura
23. Este gel muestra 6 columnas, de las cuales la primera (de derecha a izquierda)
corresponde al estdndar. La columna a representa la pella extraida después de la

ultracentrifugacion, con una cantidad de 10 pg de proteinas.. En b se visualiza la pella con
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50 pg de proteinas, después de dializar. La tercera columna (c) representa un sobrenadante
sin diélisis (36 pg de proteinas). Con 16 pg de proteinas se observa en la columna d una
muestra de pella antes de la ultracentrifugacién. Por tltimo, la corrida e es una muestra

extraida luego de la centrifugacion a baja velocidad y contiene 12 pg de proteinas.

Figura 23.- SDS-PAGE 12,5% Alexandrium catenella (AAC7, Aysén)

Anélogamente a como se hizo con el clon MACS, se realizaron las densitometrias de
cada una de las columnas del gel de la Figura 23, correspondiente al perfil electroforético de
las proteinas del fraccionamiento celular del clon AACT.

En la Figura 24 se muestra la densitometria del estandar de proteinas.
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Estindar 12,5% SDS Poliacrilamida

974KDa. Fosforilasa
662 KDa.  Albimina de suero de
bovino

31,0KDa.  Anhidrasa carbénica

21,5 KDa. Inhibidor de tripsina de
) poroto de soya
144KDa. Lisozima

04 06
Factor de Corrida (Rf)

0,0 02

Figura 24.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de Esténdar de Proteinas de Bajo Peso Molecular

De acuerdo a las densitometrias de las columnas de las muestras de AAC7
representads en las Figuras 25 a la 29, se pueden visualizar a lo menos 8 bandas de
proteinas correspondientes al promedio de las muestras de este clon. Igualmente estas
fueron denominadas segiin su peso molecular y corresponden a: AAC68 kDa. (Rf = 0,21);
AAC60 kDa. (Rf= 0,26); AAC51 kDa. (Rf = 0,33); AAC39 kDa. (Rf = 0,46); AAC35 kDa.

(RE=0,52); AAC31 kDa. (Rf = 0,59); AAC22 kDa. (Rf=0,8) y AACI5 kDa. (Rf=0,88).
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Figura 25.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AAC7a
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Figura 26.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AAC7b
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Fectr de Corrida (Rf)

Figura 27.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AAC7¢
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Figura 28.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AAC7d
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Figura 29.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AACTe
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2.3 Comparacion entre MAC8 y AAC7

La Figura 31 muestra la comparacion entre muestras de A. catenella de Magallanes y

Aysén , con una muestra a dializada y una b sin dialisis. Las Figuras 32 y 33 ejemplifican una

densitometria de cada clon.

MACSD MACSa estindar

Figura 31.- SDS-PAGE 12,5% Alexandrium catenella (Aysén y Magallanes)
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Figura 32.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de MAC8
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Figura 33.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de AAC7
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La Figura 34 indica una muestra d¢ MAC8 y una de AAC7, sin la presencia del

inhibidor de proteasas (PMSF).

o v

Figura 34.- SDS-PAGE 12,5% Alexandrium catenella sin PMSF (Aysén y Magallanes)

2.4 Gyrodinium instriacum-Portugal (PGI)

Con el fin de establecer comparaciones con un perfil electroforético de una especie no
toxica, se realizé el gel de PGI (Figura 35). En ésta se sefialan 3 columnas que corresponden
al estédndar, y dos mas a y b que corresponden a duplicados de PGI después de ser dializadas

(28 pg de proteinas cada una).
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Figura 35.- SDS-PAGE 12,5% de Gyrodinium instriacum

La densitometria de los estandares de proteinas de este gel se muestra en la Figura

36.
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Esténdar 12,5% SDS Poliscrilamida
42.7KDa. 144 KDa. [ 560
' 97AKDs. Fosforitsss
540 662KDa Albtmina de sucro de bovino
427KDa. Ovalbtmina
520 319KDa. Anhidrasa carbbmica
215KDa. Inhibidor de tripsina de poroto

B et v » ¥
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Figura 36.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de Estandar de Proteinas de Bajo Peso Molecular

La densitometria promedio indica que para este clon existen a lo menos 4 bandas de
proteinas propias de PGIL. Al igual que para los otros clones, las bandas fueron denominadas
segin su peso molecular. El resultado del andlisis determiné la existencia de las bandas
PGI37 kDa. (Rf = 0,41); PGI28 kDa. (Rf = 0,63); PGI24 kDa. (Rf = 0,75) y PGI20 kDa.

(Rf=0,87) (ver las Figuras 37 y 38).
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Figura 37.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de PGla
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Figura 38.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de PGIb
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2.5 Prorocemtrum lima (PL)

La Figura 39 muestra el gel de poliacriamida del clon PL. En éste se presentan 2
columnas, una que corresponde al estandar con sus 6 bandas correspondientes y la otra a la
muestra del clon. En este gel podemos ver que con esta cantidad de proteinas del extracto

de PL, s6lo es posible ver tres bandas de proteinas, todas ellas de bajo peso molecular.

*’66,2 kDa

2,7 kDa

W-31,0 kDa

i

144 KD

Figura 39.- SDS-PAGE 12,5% Prorocentrum lima

La densitometria correspondiente a la muestra de PL, se presenta en la Figura 40. De
acuerdo al andlisis densitométrico, se pudo determinar la presencia de a lo menos 3 bandas

de proteinas, las que fueron denominadas: PL24 kDa. (Rf = 0,7); PL23 kDa. (Rf= 0,75) y
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PL22 kDa. (Rf=0,79).

02 04
o Foctr de Chrrica (RI)

Figura 40.- Densitometria SDS-PAGE 12,5% de PL

En la Figura 41 se presenta la comparacion entre la muestra del clon PL y el estandar.
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Figura 41.- Comparacién entre Densitometrias SDS-PAGE 12,5% de Esténdar y PL

3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Los datos que entrega el HPLC son en forma de cromatogramas y para cada fase
moévil hay estindares que se utilizan para la determinacién de los perfiles de toxinas. Cada
sustancia que es eluida de una columna cromatografica presenta su elucién en la forma de un
pico. Igualmente, los estindares presentan esta representacion grafica, por lo tanto tienen un
area que es directamente proporcional a la concentracién de la sustancia que representa.
Adicionalmente, cada pico presenta una constante que le es caracteristica y que

corresponde al tiempo de retencion. Este siempre es igual y caracteristico bajo las mismas
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condiciones fisico-quimicas de la cromatografia. De estas manera, comparando los tiempos
de retencion de los estindares certificados con los de la muestra, es posible reconocer cuales
son las toxinas que ésta presenta y, de su 4rea integral, la cantidad de cada una de ellas.
A modo de ejemplo, la Figura 42 presenta los estindares de C1 y C2, y en la Figura 43
muestra el cromatograma de un extracto de MACS. Para esta corrida cromatogréfica se

utiliz6 la fase movil para C1-C4.

my

30

20 -

10 4

-

Figura 42.- Cromatograma del Estandar C1-C2 1/25 para determinacién de toxinas del grupo C1-C4
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Figura 43.- Cromatograma de MACS8 al Ty para determinacién de C1-C4
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La Figura 44 muestra el cromatograma del estandar del grupo de las STXs, utilizando
la fase mévil para este grupo de toxinas. El cromatograma correspondiente a un extracto de

MACS para la determinacion de estas toxinas, se muestra en la Figura 45.

g

[— T & (-4
b X

Figura 44.- Cromatograma del Estandar NLM913 1/10 para determinacién de toxinas del grupo STXs

my

0.5-

0 10 20

Figura 45.- Cromatograma de MACS8 al Ty para determinacién de STXs

Finalmente, para la determinacion de las GTXSs se utiliz6 el estandar representado en la
Figura 46, en el cual, como se habia mencionado anteriormente, se compararon los tiempos

de retencion de éste con los de la muestra de MACS (Figura 47).
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Figura 46.- Cromatograma del Esténdar NLG913 1/50 para determinacién de toxinas del grupo GTXs
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Figura 47.- Cromatograma de MAC8 al T para determinacién de GTXs

Para el analisis global de los datos, se construy una hoja de célculo que permite
analizar, cuantificar y representar los datos obtenidos para cada muestra. En ellas se
encuentran los datos correspondientes a los cromatogramas. El disefio de esta hoja de
calculo presenta 8 columnas: la primera dentificaba las toxinas a analizar del VPM; la
segunda mostraba la concentracién de los diferentes estindares utilizados (uM); en la

tercera se colocaron las éreas integrales correspondientes a los estandares de la columna 2;
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en la cuarta se colocan las 4reas de las toxinas encontradas en la muestra en estudio; la
concentracion de las toxinas de la solucién se exponen en la quinta columna (uM); al
multiplicar los datos de la quinta columna por el volumen total de la solucién, se obtiene la
cantidad de moles de cada toxina presente en la muestra (nmoles), visualizindose esto en la
sexta columna; en la séptima se dividieron los datos de la columna 6 por el total de células
de la solucidn, para asi conseguir la cantidad de moles encontrados por células (moles cél);
por ultimo, la octava muestra el porcentaje de los moles correspondientes a cada toxina en
relacion al total de moles encontrados en la solucién. Para obtener el perfil toxicologico de

los clones, se grafican los datos correspondientes al porcentaje de moles de cada toxina

versus la toxina.

3.1 Alexandrium catenella-Magallanes (MACS)

La Tabla 7 muestra el anilisis de VPM efectuado para un extracto del clon MACS8 en
la etapa inicial de la curva de crecimiento (To). En esta etapa de crecimiento las células

presentaron una cantidad de 15,7 fmoles cél.
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Tabla 7.- Anélisis de VPM por HPLC para 43.697 células de una muestra 0,46 ml de MACS en el T,

(inyeccién de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM  totales x 10-15 moles %

(C1-C4) | STD= C1-C21/25

Cl 1,96 890 55 0,12 0,06 1,28 8,1

€2 0,44 241 521 0,95 0,44 10,01 63,7
Subtotal | 72
(GTXs) | STD=  TUMG913 (1/50)
GTX4 0,52 42 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 193 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX5 0,70 132 37 0,20 0,09 2,07 13,1
GTX3 0,15 129 93 0,11 0,05 1,14 7,2
GTX2 0,44 251 5 0,01 0,00 0,09 0,6
Subtotal [ 20,98
(STXs) STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 57 5 0,09 0,04 0,90 5,7
deSTX 0,265 41 2 0,01 0,01 0,14 0,9
STX 0,450 54 1 0,01 0,00 0,09 0,6
Subtotal | 7,2
Total 1,49 0,69 15,71 100,0

TOXINAS VPM/CEL~= 15,7 X10-15SMOLES/CEL

El perfil toxicolégico correspondiente a esta muestra se observa en la Figura 48,
indicando la presencia de 8 toxinas del VPM. Los epimeros C1-C2 y GTX2/GTX3 son los

mayoritarios, y muestran una gran cantidad de GTX5.
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Figura 48.- Perfil de toxicidad del clon MACS en el To

En el tercer dia (T3) de la curva de crecimiento de MACS, estas células presentaron
11,6 fimoles céI' (Tabla 8). El perfil toxicologico correspondiente, para esta etapa de

crecimiento, se muestra en la Figura 49.
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Tabla 8.- Anilisis de VPM por HPLC para 114.253 células de una muestra 0,44 ml de MACS en el T3

(inyeccion de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM totales x 10-15 moles %
(C1-C4) | STD= C1-C21/25
€l 1,96 890 181 0,40 0,18 1,54 13,2
C2 0,44 241 1341 2,45 1,08 9,43 81,1
Subtotal | 94
(GTXs) | STD= _ TUMG13 (1/50)
GTX4 0,52 42 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 193 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTXS5 0,70 132 11 0,06 0,03 0,22 1,9
GTX3 0,15 129 18 0,02 0,01 0,08 0,7
GTX2 0,44 251 4 0,01 0,00 0,03 0,2
Subtotal il 2,86
(STXSs) STD= TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 57 5 0,09 0,04 0,33 28
deSTX 0,265 41 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 54 0 0,00 0,00 0,00 0,0
Subtotal | 2,8
Total 3,02 1,33 11,63 100,0
TOXINAS VPM/CEL= 11,6 X10-15SMOLES/CEL
E -
; deSTX
? NeoSTX
GTX2
: GTX3
? GTX5
GTX1
GTX4
c2
ct i
00 200 400 6(;,0 80,0 1000

Figura 49.- Perfil de toxicidad del clon MAC8 en el Ts
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La Tabla 9 muestra los datos del extracto de MAC8 a comienzos de la fase
exponencial ( seis dias, Ts). Como resultado del anilisis de esta muestra, se obtuvo que en
este tiempo hay 8,8 fmoles cél’. El perfil toxicologico para esta etapa se representan en la

Figura 50.

Tabla 9.- Anélisis de VPM por HPLC para 233.700 células de una muestra 0,55 ml de MAC8 en el Ts
(inyeccién de 10 pl)

Toxinas [STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM totales x 10-15 moles %
(C1-C4) | STD=  C1-C21/25
Cl1 1,96 890 181 0,40 0,22 0,94 10,6
@ 0,44 241 1341 2,45 1,35 5,76 65,2
Subtotal | 76
(GTXs) | STD=  TUMGHY13 (I/50)
GTX4 0,52 42 0 0,00 . 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 193 11 0,09 0,05 0,20 23
GTXS5 0,70 132 59 0,31 0,17 0,74 83
GTX3 0,15 129 233 0,27 0,15 0,64 7.2
GTX2 0,44 251 46 0,08 0,04 0,19 2,1
Subtotal | 20,02
(STXs) STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 57 9 0,15 0,08 0,36 4.1
deSTX 0,265 41 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 54 0 0,00 0,00 0,00 0,0
Subtotal | 4,1
Total 3,75 2,06 8,83 100,0
TOXINAS VPM/CEL~ 8,8 X10-15SMOLES/CEL
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dcSTX
NeoSTX

GTX1
GTX4

Figura 50.- Perfil de toxicidad del clon MACS en el Ts

Una segunda muestra en la fase exponencial (nueve dias, To) se representa en la Tabla
10, resultando una cantidad de 8,6 fmoles cél’ para el clon MACS. El perfil toxicolégico del

porcentaje de moles esté indicado en la Figura 51.
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Tabla 10.- Anlisis de VPM por HPLC para 285.923 células de una muestra 0,53 ml de MAC8 en el Ty

(inyeccién de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM  totales x 10-15 moles %

(C1-C4) | STD= C1-C21/25

Cl 1,96 890 206 0,45 0,24 0,84 9,8

C2 0,44 241 1750 3,20 1,69 5,92 69,1
Subtotal | . 79

GTXs) | STD=  TUMG913 (I/50)
GTX4 0,52 42 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 193 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTXS5 0,70 132 58 0,31 0,16 0,57 6,7
GTX3 0,15 129 342 0,40 0,21 0,74 8,6
GTX2 0,44 251 37 0,06 0,03 0,12 1,4
Subtotal | 16,65
(STXSs) STD= TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 57 12 0,21 0,11 0,38 44
deSTX 0,265 41 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 54 0 0,00 0,00 0,00 0,0
Subtotal | 44
Total 4,62 2,45 8,57 100,0
TOXINAS VPM/CEL~ 8,6 X10-15MOLES/CEL

Figura 51.- Perfil de toxicidad del clon MAC8 en el Ty
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3.2 Alexandrium catenella-Aysén (AAC7)

Al igual que para el clon MACS, el clon AAC7 fue caracterizado toxicolégicamente
,tanto en la fase estacionaria como en la fase exponencial.

Para la fase estacionaria se consideré una primera muestra, correspondiendo al To. En
ésta se pudo determinar, por el analisis de la Tabla 11, que a este tiempo la cantidad de
toxinas producidas era de 18,8 fmoles cél'. Su perfil toxicolégico se muestra en la Figura

52.

Tabla 11.- Anélisis de VPM por HPLC para 6.000 células de una muestra 0,08 ml de AAC7 en el To

(inyeccién de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM  totales x 10-15 moles %

(C1-C4) | STD= TUMGI15

Cl1 0,556 860 14 0,01 0,00 0,12 0,6

€ 0,144 177 675 0,55 0,04 7,32 39,0
Subtotal | 40
(GTXs) | STD=  TUMGY13 (I/50)
GTX4 0,52 31 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 81 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTXS5 0,70 42 18 0,30 0,02 4,00 21,3
GTX3 0,15 38 71 0,28 0,02 3,74 19,9
GTX2 0,44 103 0 0,00 0,00 0,00 0,0
Subtotal | 41,21
(STXs) STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 64 12 0,18 0,01 2,44 13,0
deSTX 0,265 138 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 156 30 0,09 0,01 1,15 6,1
Subtotal | 19,2
Total 1,41 0,11 18,78 100,0

TOXINAS VPM/CEL= 18,8 X10-15SMOLES/CEL
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Figura 52.- Perfil de toxicidad del clon AAC7 en el To

Una segunda muestra, también en la fase estacionaria de la curva de crecimiento (T3),
mostré una cantidad de 51,3 fmoles cél’ (Tabla 12). El perfil del porcentaje de moles,
mostré que el clon en esta fase presentaba 8 toxinas de las 18 conocidas para el VPM,

aumentando en dos toxinas respecto al To (Figura 53).
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Tabla 12.- Anlisis de VPM por HPLC para 7.280 células de una muestra 0,43 ml de AAC7 en el T3

(inyeccion de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfiles
uM x 1000 x1000 uM totales x 10-15 moles %
(C1-C4) | STD=  TUMGI1S
Cl1 0,556 860 17 0,01 0,00 0,65 1,3
C2 0,144 177 433 0,35 0,15 20,81 40,5
Subtotal | 42
(GTXs) | STD=  TUMGYI13 (I/50)
GTX4 0,52 36 0 0,00 0,00 0,00 0,0
GTX1 1,52 108 10 0,14 0,06 8,31 16,2
GTX5 0,70 56 12 0,15 0,06 8,86 17,3
GTX3 0,15 40 35 0,13 0,06 1,75 15,1
GTX2 0,44 132 4 0,01 0,01 0,79 1,5
Subtotal | 50,08
(STX's) STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 60 2 0,03 0,01 1,92 3,7
deSTX 0,265 31 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 71 6 0,04 0,02 2,25 4,4
Subtotal 8,1
Total 0,87 0,37 51,34 100,0
TOXINAS VPM/CEL= 51,3 X10-15MOLES/CEL
STX
deSTX
NeoSTX
GTX2
GTX3
GTX5
GTX1
GTX4
c2
ct
00 16,0 26,0 ;o,T 400 5&0

Figura 53.- Perfil de toxicidad del clon AAC7 en el Ts
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En relacién a la fase de crecimiento exponencial, se puede sefialar que la muestra
correspondiente al T3 present6 26,2 fmoles cél' (Tabla 13). En esta fase aparece GTX4
que no se habia detectado en las fases anteriores, y tampoco en el clon MAC8 en ningunas

de sus fases. Esto se visualiza claramente en el perfil toxicolégico mostrado en la Figura 54.

Tabla 13.- Analisis de VPM por HPLC para 117.928 células de una muestra 0,5 ml de AAC7 en el Ty
(inyeccién de 10 pl)

Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM  totales  x10-15  moles %

(C1-C4) | STD=__ TUMGI15

@l 0,556 860 165 0,11 0,05 0,45 1,7

(67] 0,144 177 3441 2,80 1,40 11,87 453
Subtotal | 47
(GTXs) | STD=  TUMG913 (I/50)
GTX4 0,52 31 18 0,30 0,15 1,28 49
GTX1 152 81 4 0,08 0,04 0,32 1,2
GTX5 0,70 42 106 1,77 0,88 7,49 28,6
GTX3 0,15 38 196 0,77 0,39 3,28 12,5
GTX2 0,44 103 9 0,04 0,02 0,16 0,6
Subtotal | 47,87
(STXs) | STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 64 18 0,27 0,14 1,17 45
dcSTX 0,265 138 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 156 13 0,04 0,02 0,16 0,6
Subtotal | 5,1
Total 6,17 3,09 26,18 100,0

TOXINAS VPM/CEL= 26,2 X10-15MOLES/CEL
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Figura 54.- Perfil de toxicidad del clon AAC7 en el Tis

Como una segunda muestra en la fase de crecimiento exponencial, se analiz6 la
solucién correspondiente al Ti7. En ésta la produccién de toxinas fue de 18,4 finoles cél’
(ver Tabla 14). En el perfil toxicolégico se mantuvo el mismo nimero de toxinas presentes

en la muestra anterior, variando la proporcion de éstas (ver Figura 55).
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Tabla 14.- Anélisis de VPM por HPLC para 150.072 células de una muestra 0,36 ml de AAC7 en el Ty7

(inyeccién de 10 pl)
Toxinas |STD-conc. STD-Ar. Muestra Ar Conc-Sol nmoles moles/cel Perfil
uM x 1000 x1000 uM totales x 10-15 moles %
(C1-C4) | STD= TUMGI15
C1 0,556 860 405 0,26 0,09 0,63 34
(294 0,144 177 4072 331 1,19 7,95 43,3
Subtotal | 47
(GTXs) | STD=  TUMGI13 (I/50)
GTX4 0,52 36 15 0,22 0,08 0,52 2,8
GTX1 1,52 108 19 0,27 0,10 0,64 3,5
GTXS 0,70 56 173 2,16 0,78 5,19 28,3
GTX3 0,15 40 235 0,88 0,32 2,11 11,5
GTX2 0,44 132 16 0,05 0,02 0,13 0,7
Subtotal | 46,79
(STXs) | STD=  TUMS913 1/10
neoSTX 0,977 60 22 0,36 0,13 0,86 4,7
deSTX 0,265 31 0 0,00 0,00 0,00 0,0
STX 0,450 71 22 0,14 0,05 0,33 1,8
Subtotal | 6,5
Total 7,65 2,76 18,36 100,0
TOXINS VPM/CEL~ 18,4 X10-15SMOLES/CEL
STX
deSTX
NeoSTX
GTX2
GTX3
GTX5
GTX1
GTX4
c2
ct
00 100 20 30 400 500

Figura 55.- Perfil de toxicidad del clon AAC7 en el Ty7
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Una vez determinados los perfiles cromatogréficos de ambos clones de Alexandrium, se

confeccionaron para cada clon, las tablas que presentan el promedio de los fmoles/cél de los

puntos de la fase de crecimiento medidos, con sus correspondientes desviaciones estdndar, las

cuales corresponden a un anélisis cuantitativo de la produccién de cada toxina de acuerdo a su

cantidad en masa, determinado por HPLC (Tabla 16 y 17).

Tabla 16.- Analisis cromatogréfico del promedio de las muestras de MAC8 en las distintas fases de

crecimiento.
fmoles cél”

Toxinas T0 T3 T6 T9 |Promedio MACS| Des. estindar (% Mol. Prom. |% Mol. Prom.Tot.
C1 1,28 1,54 0,94 0,84 1,15 0,32 10,28% 79,80%
C2 10,01 9,43 5,76 5,92 7,78 2,25 69,53%

GTX4 0,00/ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00%

GTX1 0,00 0,00 0,20 0,00 0,05 0,10 0,45%

GTX5 2,07 0,22 0,74 0,57 0,90 0,81 8,04% 15,26%
GTX3 1,14 0,08 0,64 0,74 0,65 0,44 5,81%

GTX2 0,09 0,03 0,19 0,12 0,11 0,07 0,96%

neoSTX 0,90 0,33 0,36 0,38 0,49 0,27 4,40%

deSTX 0,14 0,00 0,00 0,00 0,04 0,07 0,31% 4,92%
STX 0,09 0,00 0,00 0,00 0,02 0,05 0,20%

Total 11,19

Tabla 17.- Anélisis cromatogréfico del promedio de las muestras de AAC7 en las distintas fases de

ket

crecimiento.
fmoles céI"

Toxinas TO T3 T13 T17 |Promedio AAC7| Des. estindar |% Mol. Prom. |% Mol. Prom.Tot.
Cl1 0,12 0,65 0,45 0,63 0,46 0,25 1,61% 43,44%
C2 7321 2081 1187 7,95 11,99 6,22 41,83%

GTX4 0,00 0,00 1,28 0,52 0,45 0,61 1,57%

GTX1 0,00 8,31 0,32 0,64 2,32 4,00 8,09%

GTXS 4,00 8,86 749 519 6,39 2,20 22,28% 47,60%
GTX3 3,74 1,75 328 2,11 4,22 2,45 14,72%

GTX2 0,00 0,791 0,16 0,13 0,27 0,35 0,94%

neoSTX 2,44 1,92 1,17 0,86 1,60 0,72 5,57%

deSTX 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 8,97%
STX 1,15 2,25 0,16 0,33 0,97 0,96 3,39%

Total 28,66
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Los gréficos que representan los resultados del anlisis anterior, se muestran en las

Figuras 56 y 57, correspondiendo a MAC8 y AACT respectivamente.

Perfiles toxicolégicos de MAC8

W Des. estandar
o Promedio MAC8

fmoles céH
(=]

h M o L H.EL_,H

C1 C2 GIX4 GIX1 GIX5 GIX3 GTX2 neoSTX deSTX STX
Toxinas

Figura 56.- Perfil de toxicidad promedio y desviacién estandar de MACS en las fases de crecimiento

analizadas.
Perfiles toxicol6gicos de AAC7 B Des. estindar
B Promedio AAC7

20 -

18 4

16 1

14 4
f-é 12 4
% 10 +
ko

6 -

4

o

0

Ci C2 G4 GIXI GIX5 GIX3 GIX2 neoSTX deSTX STX
Toxinas

Figura 57.- Perfil de toxicidad promedio y desviacién esténdar de AAC7 en las fases de crecimiento
analizadas.
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En la Figura 58, se comparan las cantidades promedios de cada toxina para ambos

clones.

Comparacion entre perfiles toxicolégicos promedios de MAC8 y
AAC7

O Promedio MAC8
H Promedio AAC7

fmoles cél"

Cc1 Q2 G4 GIXI GIX5 GIX3 GIX2 neoSTX deSTX  STX
Toxinas

Figura 58.- Comparaci6n entre perfiles de toxicidad promedios de MAC8 y AAC7 en las fases de
crecimienito analizadas.

3.3 Gyrodinium instriacum-Portugal (PGI) Y Prorocemtrum lima (PL)

Estos dos clones al ser analizados mediante HPLC para la medicion de VPM, no
presentaron ninguna de las toxinas pertenecientes al grupo del VPM. La cepa no téxica fue
un excelente control, para determinar que con esta tecnologia es posible medir toxinas del
Veneno Paralizante de Moluscos. Analogamente, una cepa toxica pero que produce otras

toxinas, como las presentes en el Veneno Diarreico de Molusco, tampoco mostré presencia

de toxina del VPM como era de esperar.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La presencia de VPM en Chile, esta relacionado con los florecimientos téxicos en el
sistema de fiordos en las dos regiones més australes del pais, con una tnica especie citada
productora de este veneno en Chile. La especie referida es A. catenella , documentada
desde 1972 para la XII* Region (43° 45°- 48° 45°S) y desde 1992 para la XI* Regién (48°
45’- 56° 00°S).

Como muestran los resultados de esta Tesis, se puso en cultivo continuo las cepas de
A. catenella de la XI* y XII* Regién, con el objetivo de saber exactamente el estado de
crecimiento en el cual se sacaron las muestras para las mediciones requeridas.

Las curvas de crecimiento de MAC8 y AAC7 obtenidas, revelan una constante de
duplicacion de 0,28 y 0,30 div. dia” respectivamente (obtenidos de los ajustes de rectas de
las correspondientes Figuras 7 y 9) a 20 °C. Estos valores estén dentro del rango de los
descritos por Seguel et al. (1995b) para la cepa ACCO7 (0,24 div. dia’ a 20 °C), de la cual
se obtuvo el clon utilizado en la presente investigacién (AAC7). A temperaturas menores,
esta constante es menor, presentando valores de 0,10 - 0,16 div. dia’ entre 5° y 15 °C
(Seguel et al. op. cit.).

La constante de crecimiento determinada para MAC8 cae en el rango de las descritas

por Uribe et al 1996, a 11 °C en un cultivo multiclonal. Estos autores sefialan
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que esta especie es euriterma y eurihalina, y que la tasa de crecimiento variaria segun la
salinidad, entre 0,42 y 0,25 div. dia™.

Las curvas de crecimiento efectuadas para G. instriacum (0,06 div. dia’, Fig. 11) y P.
lima (0,07 div. dia’, Fig. 13), demostraron que las constantes de duplicacion de estas
especies est4n en un orden de magnitud menor que las que presenta A. catenella.

En la determinacién de proteinas se observé que en los lavados celulares habia una
pérdida de pg de protefna. Esto se rectifico al realizar la SDS-PAGE, con muestras
concentradas de los sobrenadantes obtenidos luego del primer lavado celular.

Después de analizar los geles de las Fig. 14 y 23 y comparando las densitometrias de
las columnas, se puede sefialar que se obtienen bandas nitidas y visibles de proteinas, cuando
se aplican entre 10 y 40 pg de protefnas.

En general, el procedimiento de didlisis de las muestras se utiliza en bioquimica para
mejorar la migracién electroforética de las proteinas en la técnica de SDS-PAGE. Por esa
razén nosotros la utilizamos aqui, con el objetivo de eliminar las sales de la muestra. Sin
embargo, se pudo observar que no era necesaria en el protocolo de tratamiento de las
células, ya que se obtenian los mismos resultados que en muestras no dializadas.

En la SDS-PAGE al 12,5 % se pudo observar que los clones de A. catenella de la X
y XII* Regiones presentaban patrones de protefnas semejantes, expresandose las proteinas
con mayor o menor grado de intensidad, dependiendo de la concentracion de la muestra (ver
Figuras 31, 32 y 33). En total pudieron visualizarce 8 bandas mayoritarias, todas ellas
aparecen en ambos clones, indicando claramente que deben ser componentes estructurales

de las células. Esto indica claramente que ambos clones pertenecen al mismo género y casi
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con seguridad, a la misma especie, y descarta la posibilidad que su composicién proteica
estructural varie de acuerdo a factores ambientales.

Las Figuras 14 y 23 que muestran los geles con inhibidor de proteasas (PMSF),
comprueban que en parte se evité la degradacion de proteinas provocadas por proteasas
existentes, efecto que también se visualiza en la Figura 31 .

Cuando se corrieron las muestras, que habian sido preparadas en ausencia de PMSF,
se observé degradacién de proteinas, lo cual se visualiza en la Figura 34, donde no es
posible la observacién de bandas nitidas de proteinas para ambos clones. Podemos concluir
que para cualquier tipo de preparacién de dinoflagelados, donde se pretenda estudiar las
proteinas, es necesario agregar inhibidores de proteasas, y entre ellos, PMSF.

A pesar de que los clones PL y PGI no fueron tratados con PMSF, se pudo determinar
en éstos algunas bandas de proteinas propias de cada clon y que son claramente muy
disimiles a A. catenella. Estos resultados apoyan la conclusién anterior, donde se
demostraba que los patrones de proteinas estructurales de dinoflagelados de una misma
especie son iguales. Sin embargo, el patrén de especies distintas como el caso de G.
instriacum y P. lima, no presentan bandas comunes de ningin tipo, ni entre ellos y
tampoco con los clones de Alexandrium.

Debido a que no existe literatura citada en relacion a patrones de proteinas totales de
A. catenella, este estudio se convierte en un avance en la utilizacion de electroforesis para la
caracterizacién bioquimica de esta especie. Siendo, ademis, las primeras investigaciones
cientificas relacionadas en esta drea del conocimiento.

En cuanto a los estudios que han utilizado métodos cromatogrificos para la
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cuantificacion de las toxinas del VPM, se ha sefialado que la composicion de toxinas es
relativamente estable, constituyendo una propiedad conservativa en las especies de
Alexandrium (Oshima et al. 1990, Anderson 1990, Lagos et al. 1996). Por otro lado, si las
condiciones de crecimiento celular son alteradas o modificas, estos cambios se reflejan en la
composicioén de las toxinas (Anderson 1990, Ruiz-Tagle et al. 1997).

En el anlisis del clon MACS se observé que en todas las fases de crecimiento existia
una elevada proporcién de los derivados N-sulfocarbamoil (Ci-Cz). Este par de epimeros
siempre es mayor al 72 % de los moles totales de la muestra, siendo C2 el responsable de
sobre el 60 % las toxinas. Luego, siguen las gonyaulatoxinas, con proporciones mayores de
GTXS5 y los epimeros GTX3/GTX2, y bajisima cantidad de GTX1. A continuacién con
menos de 7% de los moles totales se presenta el grupo de las saxitoxinas, siendo en éstas la
mayoritaria neoSTX, con inusuales ocurrencias de STX y decSTX. Siempre STX es la
minoritaria y algunas veces no se encuentra presente en los clones de A. catenella chilenos
(ver Tabla 16 y Figura 56).

El perfil toxicologico que presenta este clon de MACS es diferente al perfil
anteriormente descrito por Uribe et al. (1996), en el cual se muestra que las toxinas mAas
importantes para A. catenella de Magallanes son GTX3, GTX4, neoSTX y STX,
presentando mayor importancia GTX3, con un porcentaje molar siempre superior al 30 %.
Es destacable que en el perfil de toxicidad de MAC8 se encuentre GTXS, que es citado por
primera vez en el trabajo de Uribe et al. op. cit. para la Region de Magallanes. Las
diferencias observadas entre estos dos perfiles (ambos provenientes de la XII* Region),

podrian estar entre las siguientes razones: La primera, relacionada con la extraccion y
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preparacién de los extractos de dinoflagelados. Hasta 1995 estos eran extraidos en forma
similar a como se hacia para la extraccién de VPM de moluscos. Es decir en HC1 0,1 N y
calentéandose a 100 °C por 5 min. Este procedimiento produce una transformacién de las
sulfocarbamoilsaxitoxinas (C1-C4) en STX y GTXs, razén por la cual en esos perfiles no se
observan las C1-C4 y, por el contrario, aparecen GTXs y STX como las mayoritarias. En
nuestro caso estamos utilizando un nuevo procedimiento de extraccién, donde la extraccién
es con particién de fase y en frfo. Con este nuevo procedimiento no se produce alteracion de
la composicién quimica de las toxinas presentes en la muestra (Ruiz-Tagle et al. op. cit.).
Por otro lado, es importante destacar que las muestras descritas por Uribe et al. 1996,
corresponden a extractos de cultivo multiclonal.

Al comparar el perfil toxicolégico mostrado por MAC8 con los de otras especies
productoras de VPM descritos en la literatura, tal como G. catenatum en Australia, Espafia
y Japén, se observan ciertas semejanzas. En relacién a esto, Oshima et al. (1989) sefiala que
G. catenatum presenta una gran proporcién (> 59%) de toxinas n-sulfocarbamoil-11-
hidroxisulfatos (C1, C2, C3 y C4), siendo los mayoritarios el epimero C1/C2, los cuales
varfan entre 31 al 71 del porcentaje de moles totales. Presenta, ademas, GTXS5 aunque en
menor proporcién que el clon chileno. Por otro lado, MACS no muestra la presencia de
GTX6, dcGTX2 y tampoco dcGTX3 (Oshima et al. 1990). Estas dos ltimas toxinas no han
sido detectadas en dinoflagelados y solamente han sido descritas como productos de
hidrélisis enzimética en algunos bivalvos. En 1993, Oshima et al., presentaron un segundo
estudio de la composicién de las toxinas presentes en G. catenatum, de dos lugares de

Japén, Tasmania y Espafia. En este trabajo, corrigen las composiciones descritas en 1990.
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Lo més importante a destacar, es que sin duda los 4 clones estudiados presentaban C1-C2
como las toxinas mayoritarias en todos los casos, siendo su porcentaje molar muy similar al
descrito en nuestro MACS.

En relacién a la composicion del resto de las toxinas, esta especie presenta una
composicién totalmente diferente a MACS8, pues G. catenatum presenta como las toxinas
mayoritarias que siguen a las sulfocarbamoilsaxitoxinas,las toxinas GTX6 y GTXS. En
cambio MACS presenta GTXS5 y los epimeros GTX2/GTX3, sin mostrar GTX6.

En relacién a otra especie productora de VPM, Oshima et al. (1990) describen para
Pyrodinium bahamense var. compresa (Sureste de Asia), un perfil de toxicidad muy
diferente a MAC8 y a los citados anteriormente.

Este mismo autor sefiala que A. catenella de Japon presenta elevadas proporciones de
C1-C4 seguidas de las gonyaulatoxinas con los epimero GTX2/3 y GTX1/4, GTXS5, GTX6
y deGTX3 y finalmente neoSTX. La composicién descrita para Alexandrium tamarensis
(Jap6n) presenta un perfil de toxinas muy parecido al de A. catenella (Jap6n), sin embargo
existen grandes variaciones en las cantidades de estas toxinas.

En forma similar al clon MAC8 de Magallanes, el clon AAC7 de Aysén analizado en
esta Tesis, presentd elevadas proporciones de C2 (> al 39 del porcentaje molar), aunque en
conjunto con su epimero CI, presentaron una menor proporcién que el grupo de las
gonyaulatoxinas. Este grupo de toxinas pasé a ser el grupo mayoritario, pues la suma de
GTXS5 y los epimeros GTX3/GTX2 y GTX1/GTX4 siempre dieron mayor proporcion que
C1/C2 (ver Tabla 17 y Figura 57). Otro aspecto importante es que este clon present6 un 9

% promedio, en relacién al porcentaje molar total, al sumar neoSTX y STX (1,57
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fmoles/cél). Esta cantidad es tres veces la cantidad de neoSTX y STX presente en MACS8
(0,51 fmoles/cél). Por otro lado MACS, practicamente no presenta STX, siendo esta una
toxina totalmente inusual en su perfil, en nuestras condiciones de cultivo (ver Figura 58). Al
comparar las cantidades de toxinas encontradas en los perfiles toxicolégicos de los clones
chilenos, podemos verificar entonces, que las cantidades encontradas en AAC7 son
generalmente mayores que las de MACS.

Las composiciones y perfiles de toxinas del VPM presente en dinoflagelados
productores de este veneno, publicadas desde 1987, en los origenes de la utilizacién de la
técnica de HPLC, se han ido corriguiendo y presentan gran variedad entre un trabajo y otro,
siendo las razones fundamentales de esta variabilidad las modificaciones y mejoramientos de
la técnica. Por ejemplo, la derivatizacién post columna utilizada en esta Tesis, es
considerada actualmente como la que entrega més informacién y con més exactitud;
adicionalmente, los métodos de extraccién también han sido modificados, pues se ha
encontrado que existen alteraciones quimicas segin la metodologia que se use ( Noguchi et
al. 1990, Ruiz-Tagle et al. op. cit.). Por 1ltimo, las diferencias observadas tanto en el perfil
toxicolégico como en las cantidades de cada toxina, siempre podrén ser explicadas en
funcién de los medios de cultivo y las condicions de temperatura, salinidad, intensidad y
ciclo de luz a las cuales crecieron las células.

Sin duda la composicién toxicolégica de cada especie productora de las toxinas del
VPM, siempre dependeré de las condiciones del cultivo y/o del medio ambiente de donde se
ha recolectado la muestra de agua, en el caso de los monitoreos en terreno. Por lo tanto las

comparaciones solo son importantes en el hecho de visualizar las mayores semejanzas y
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diferencias. De esto, podemos concluir que las toxinas de los epimeros C1/C2 son las
toxinas mayoritarias en los clones del género Alexandrium aislados de las aguas chilenas,
los cuales adem4s presentan otras 6 toxinas en donde las GTXs son las més representativas.
Ademés, podemos decir que no hay diferencias significativas en la cantidad de toxinas, tanto
en la fase inicial y fase exponencial de la curva de crecimiento de A. catenella de Chile.
Retomando la cantidad méxima de toxinas producidas por los dos clones chilenos en
cultivo: 15,7 fmoles cél’ para MAC8 y 51,3 fmoles cél’ para AAC7, e intentando buscar
una explicacién racional de las altas toxicidades, encontradas en los bivalvos contaminados
en los fiordos chilenos, las mayores del mundo hasta hoy descritas, realizamos el siguiente
Normalmente nuestros cultivos presentaron en toda la fase de crecimiento una
cantidad de toxina relativamente constante. Si consideraramos que para el caso de MACS en
que 15,7 fimoles cél" fueron producidos por 2.481 cel ml" (2.481.000 cel L") y simul4ramos
un florecimiento provocado por esta cantidad de células, considerando que un chorito
(Mytilus sp.), a lo menos, filtra en promedio 20 litros de agua al dia, tendriamos entonces
que en el transcurso de 10 dias, un chorito filtrarfa una cantidad de 490.620.000 células, y
como cada célula produce 15,7 fimoles, entonces el bivalvo acumularia 7,8 pmoles de
toxinas del VPM en 10 dias. Abora, si consideramos que en promedio un chorito pesa 33 g,
3 de estos moluscos representarfan aproximadamente 100 g de carne. Por lo tanto
tendrfamos en total 23,4 pmoles de toxinas totales en 100 g de carne. Segiin el bioensayo de
ratén, 100 g de carne se extraen con 200 ml de HCl 0,1 N; por lo tanto, para tener la

concentracion de toxinas de esta muestra, se debe llevar la cantidad de moles a un litro, con
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lo que se tendria una concentracién de toxinas del VPM de 117 pM. Este valor supera
considerablemente a los valores promedios de muestras de bivalvos contaminados, medidas
para la XII* Regién mediante HPLC en los tdltimos tres afios. A modo de ejemplo, se
presenta una muestra de cholga (Aulacomya ater) colectada en el Seno Martinez (XII*
Region) en 1994 y analizada por N. Lagos W. Ph. D. (ver Tabla 15). En la hoja de céalculo
respectiva podemos observar que la concentracion total de toxinas de VPM es de 18,54 pM,
dandonos cuenta que esta muestra presenta una toxicidad de 1.579 pg de STX / 100 g de
carne, importante es de destacar que el limite sanitario permitido es de 80 ug de STX/100 g
de carne.

Este anélisis nos muestra como los cultivos desarrollados en esta Tesis responden a la
supuesta filtracién de los moluscos (extraccion de 100 g de carne), con una concentracion
seis veces mayor a la concentracién de VPM encontrada en los moluscos en su ambiente
natural, y por lo tanto, podriamos explicar las altas toxicidades encontradas en estos
organismos, después de un florecimiento de A. catenella, en la zona austral de nuestro pais

(Guzmén et al. 1975, Lembeye et al. 1975 , Benavides et al. 1995).
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Tabla 15.- Hoja de célculo para anélisis de VPM por HPLC en una muestra de cholga (14 de Marzo de
1994) del Seno Martinez (XII* Regién).

Toxinas | Sp. Tox. STD-conc. STD-Ar. Muest-Ar Conc-Sol ConcMol Perfil Toxicidad
MU/umoles uM x 1000 x1000 uM  nmoles/g moles%  MU/g MU %

(C1-C4) | STD=__ TUOCI1S ;

Cl1 15 1,96 1322 91 0,13 0,27 0,7 0,00 0,0

C2 239 0,44 502 T 0,06 0,12 0,3 0,03 0,0

C3 33 3,63 980 0 0,00 0,00 0,0 0,00 0,0

C4 143 0,82 292 0 0,00 0,00 0,0 0,00 0,0
(GTXs) | STD=___ TUMGY13 (1/50)

GTX4 1803 0,52 42 152 1,88 3,76 10,2 6,79 9,9
GTX1 2468 1,52 230 1047 6,92 13,84 373 34,15 49,7
GTX5 160 0,7 87 0 0,00 0,00 0,0 0,00 0,0
GTX3 1584 0,15 133 1584 1,79 3,57 9,6 5,66 82
GTX2 892 0,44 457 5070 4,88 9,76 26,3 8,71 12,7
GTX6 1803 0,52 42 0 0,00 0,00 0,0 0,00 0,0
deGTX3 1872 0,15 133 53 0,06 0,12 03 0,22 0,3
deGTX2 1617 0,44 457 30 0,03 0,06 02 0,09 0,1
(STXs) STD=__ TUMS913 1/10
|neoSTX 2295 0,977 129 240 1,82 3,64 9,8 834 12,1
deSTX 1274 0,265 117 21 0,05 0,10 0,3 0,12 0,2
STX 2483 0,45 24 456 0,92 1,83 49 4,55 6,6
Total | 18,54 37,07] 100,0] 68,67 100
TOXICIDAD TOTAL DE LA MUESTRA 1579 STX ug /100 g

La importancia de conocer el perfil de toxinas y composicién de ellas en las especies
propias de aguas chilenas, adquiere particular relevancia, pues nos permite conocer y
caracterizar bioquimicamente las especies de dinoflagelados con las cuales tenemos que
convivir. Al mismo tiempo, estos primeros estudios constituyen una valiosa referencia
cientifica en este campo, para investigaciones posteriores. El objetivo primordial adicional
que se logr6 en esta Tesis, fue el sentar las bases de una metodologia de estudio, aplicada en
una é4rea del conocimiento recientemente desarrollada en nuestro pais, y de muiltiples

proyecciones.
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