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1. RESUMEN

Los efectos en cuanto a las radiaciones UV-B y UV-A, son significativas sobre
huevos de peces, sobrevivencia larval, talla de eclosion, dafio al ADN, y niveles de
estrés oxidativo. Los peces adultos podrian ser mas resistentes al dafio inducido por UV,
comparado con juveniles o larvas, influyendo en esto las capacidades protectoras de
pigmentos, capacidades de reparaciones moleculares y el espesor y naturaleza de la capa
exterior del organismo, ademas de otras propiedades del medio. Por ello, los efectos de
la radiacion ultravioleta solar en los diversos seres vivos no es igual, y cada caso, tanto
vegetal como animal, debe ser analizado en sus propio habitat.

Se evaluo el efecto de la RUV sobre la especie Girella laevifrons (Baunco),
caracterizado por su amplia representacién en zonas intermareales y submareales
someras de la costa centro norte de Chile, mediante parametros de estrés oxidativo
como: antioxidantes enzimaticos (Catalasa), no enzimaticos (TRAP), lipoperoxidacion
(T-BARS). Ademas de la variacion de la alimentacion por tratamiento. Se seleccionaron
cinco tratamiento de irradiacién (1, 2, 3, 4, 5 h) a una intensidad de 1 W/m? durante 5
dias, previo a una etapa de aclimatacion. La alimentacion fue con macerado de 0,75 g de
chorito maico, Perumytilus purpuratus, fotoperiodo 12L:120 y temperatura del agua
fue la ambiental (aproximadamente 17°C).

El quinto dia de cada tiempo de exposicion, se caracterizd por una disminucion

en la alimentacion, lo que indicaria que este momento representa un tiempo critico para



la sobrevivencia de los individuos. Sin embargo, se observd un aumento
paulatino de la actividad antioxidante enzimética, no enzimética y la lipoperoxidacion
en juveniles irradiados en relacion al aumento en los tiempos de exposicion,
manifestando que esta especie posee mecanismos de proteccion y reparacion efectivos
frente a la RUV.

La sobrevivencia se esta especie en este experimento fue del 100% de los
individuos, junto con el resultado de mecanismos de reparacion eficientes a corto plazo,
pero hay que considerar que este experimento solo considerd 5 dias de irradiacion y 5
tiempos de exposicion. Se sugiere que se deberia estudiar posteriormente los efectos de

la radiacion a mediano y largo plazo.

Palabras claves: Radiacion ultravioleta, mecanismos de proteccion, estrés

oxidativo, Girella laevifrons.



ABSTRACT

The effects of UV-B and UV-A, are significant on fish eggs, larval
survival, length of hatching, DNA damage and oxidative stress. Adult fish may be more
resistant to UV-induced damage, compared with juveniles or larvae, influencing this
protective capabilities of pigments, molecular repair capacity and the thickness and
nature of the outer layer of the body as well as other media properties. Therefore, the
effects of solar ultraviolet radiation in the various living beings are not equal, and each

case, both plant and animal, must be analyzed in its own habitat.

The effect of UVR on the species Girella laevifrons (Baunco),
characterized by its wide representation in intertidal and shallow subtidal areas of the
north central coast of Chile, through oxidative stress parameters such as antioxidant
enzyme (catalase), non-enzymatic (TRAP), lipid peroxidation (T-BARS), as well as the
variation of feeding treatment. We selected five treatments of radiation (1, 2, 3, 4 and 5
h) at an intensity of 1 W/m? for 5 days prior to a period of acclimatization. The food was
to macerate of 0.75 g Perumytilus purpuratus, photoperiod 12L: 12D and ambient water

temperature (approximately 17 ° C).

The fifth day of each exposure time, was characterized by a decrease in
feeding, indicating that this time is a critical for survival of individuals. However, there
was a gradual increase in the antioxidant enzymatic and nonenzymatic lipid
peroxidation in irradiated juveniles in relation to increased exposure times, indicating

Xi



that this species has repair mechanisms and effective protection against UV.

The survival of this species in these experiments was 100% of
individuals, with the result of efficient repair mechanisms in the short term, but
consider that this experiment only considered 5 days of irradiation and 5 days of
exposure. As further consideration should subsequently the effects of long-term UV

radiation.

Key words: Ultraviolet radiation, protection mechanisms, oxidative stress,
Girella laevifrons.
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1. INTRODUCCION

1.1. ¢ Qué es la atmosfera? ¢ Cudles son sus principales contaminantes?

La atmosfera es un sistema complejo en constante interaccion con el espacio
exterior y con la superficie terrestre (Juarez, 1997), protege la vida de la radiacion
electromagnética de alta energia proveniente del sol. Tiene un espesor aproximadamente de
800 km, su temperatura varia con la altura, propiedad que permite diferenciar 5 capas,
(Dominguez, 2004), las que tienen caracteristicas relacionadas con la quimica de sus
contaminantes. Estas capas son: Troposfera, Estratosfera, Mesosfera, Termosfera y
Exosfera.

El hombre, mediante la realizacion de sus actividades econdémicas, emite
continuamente hacia la atmosfera gases y particulas solidas susceptibles de modificar su
composicion. Hasta el siglo XIX, con el desarrollo de la Revolucién Industrial, estas
emisiones presentaban unas tasas suficientemente reducidas como para ser amortiguadas y
neutralizadas por el sistema (Cuadrat & Pita, 1997). Actualmente el uso de combustibles,
fosiles como fuente de energia, constituye el principal medio por el cual el hombre
contamina la atmosfera. Estos productos son casi todos hidrocarburos o materiales
carbdnicos y su Optimo exige la oxidacion completa en el proceso de combustion (Bomboi,
2004).

Segun Monks et al.(2009), la contaminacion puede ser definida como:
“Gases 0 particulas de aerosol emitidas por factores antropogénicos, que se acumulan en

concentraciones suficientes como para causar dafio directa o indirectamente sobre plantas,



animales, ecosistemas y estructuras arquitecténicas”. (Speeding, 2001; Ros, 1993; Lars,
2007; Monks et al., 2009), sefialan que la composicion cualitativa y cuantitativa de la
atmosfera terrestre ha sufrido cambios significativos, debido al aumento en la
concentracion de los gases de efecto invernadero, donde los principales son el diéxido de
carbono (CO,), el metano (CH,), el O6xido nitroso (N2O), los Halocarbonos:
Clorofluorocarbonos (CFCs), Bromofluorocarbonos, Clorocarbonos; y el vapor de agua, de
los cuales los que realizan una mayor contribucion al efecto invernadero son, el vapor de
agua y el CO,.

Las caracteristicas de estos gases para generar este efecto invernadero, es
que son semitransparentes a la radiacion solar y al contrario absorben la radiacion de onda
larga emitida por la superficie y la reemiten hacia el espacio y hacia la superficie terrestre
produciendo un calentamiento adicional, manteniéndose el equilibrio con la radiacion solar
incidente, como consecuencia la nueva temperatura superficial es sustancialmente mas
elevada que la temperatura de radiacion efectiva (Ros, 1993). Los halocarbonos por otra
parte, tienen la capacidad de reaccionar con el ozono en la estratdsfera, contribuyendo a su
destruccion. Esto ocurre cuando son liberados, ascienden hacia la atmdsfera y se
descomponen por accion de la luz solar, liberando a&tomos de cloro que reaccionan
fuertemente con las moléculas de ozono (Dahms & Lee, 2010); el mondxido de cloro
resultante puede, a su vez, reaccionar con un dtomo de oxigeno, liberando otro a&tomo de
cloro que puede iniciar de nuevo el ciclo (Juarez, 1997). Otros productos quimicos, como
los halocarbonos de bromo, y los 6xidos de nitrogeno de los fertilizantes, también son

nocivos para la capa de ozono.



Ros (1993) describe una zona de la atmésfera que comprende entre 20 y
40 km por encima de la superficie de la Tierra, en la cual se concentra casi todo el ozono
atmosférico y es donde se producen concentraciones de ozono de hasta 10 partes por millon
(ppm). El ozono se puede producir y destruir en la atmdsfera; y su distribucion vertical es
de gran importancia para determinar sus efectos térmicos y quimicos (Lars, 2007). Las
moléculas de ozono tienen la capacidad de absorber radiacién infrarroja y por lo tanto
participar en el efecto invernadero, pero también absorben en las bandas del ultravioleta y
del visible con lo que es doblemente activo en el balance energético general. El ozono es el
unico componente de la atmosfera que absorbe la radiacion UV-B. Las observaciones de
ozono estratosférico indican una disminucion en los 0ltimos afios, esta tasa de
decrecimiento es coherente con los cambios previstos debido a la presencia de los CFCs
(Monks et al., 2009).

La disminucion de ozono ha provocado durante las ultimas décadas un
significativo aumento de la radiacion ultravioleta B (UV-B) a nivel de la troposfera (Pinto
et al., 2000). Brown et al. (2004), sefialan que la sensibilidad a la radiacion ultravioleta
varia enormemente entre los organismos y que hay varios tipos de moléculas en los que se
puede generar dafio. La absorcion de esta radiacion ultravioleta puede alterar la distribucion
de los electrones de las moléculas rompiendo los enlaces quimicos entre sus atomos o

arrancando un electron de (Brown et al., 2004).



1.2. ¢ Qué se entiende por radiacion ultravioleta?

Se define como luz visible al intervalo de radiaciones electromagnéticas que
van desde los 400 a 700 nm. Los que se encuentran fuera de este intervalo corresponden a
radiacion infrarroja (>700 nm) o radiacion ultravioleta (<400 nm) (Cabrera et al., 2005).

La radiacion ultravioleta (RUV) se puede dividir en tres intervalos, de
acuerdo al efecto que esta radiacion produce desde un punto de vista biolégico (Cabrera et

al., 2005).

Radiacion UV-A (400-320 nm): Corresponde a la que continuamente esta cayendo sobre la

superficie de nuestro planeta (Morales, 1992), con accidn eritomatogénica y melanogénica,
estd asociada a las reacciones de fotosensibilidad, ya que penetra considerablemente la
epidermis alcanzando 20% en la dermis (Moan, 1994). En aguas claras oceanicas puede
penetrar entre los 40-60 metros de profundidad (Dahms & Lee, 2010). Produce un efecto
nocivo en el proceso fotosintético. Sin embargo, se han observado beneficios de esta banda
en la fisiologia del alga, induciendo procesos fotobiol6gicos como la actividad fotoliasa
para reparar el dafio en el ADN o estimulando la actividad nitrato reductasa (Korbee et al.,

2006).

Radiacion UV-B (320-280 nm): Dependiente de la cantidad de ozono atmosférico existente

(Morales, 1992), es responsable de las quemaduras solares y del eritema. El eritema es el
primer reporte de alerta de la piel a una exagerada exposicion, el pick méximo del eritema

se alcanza a una longitud de onda de 307 nm. Esta radiacion causa ademas pigmentacion,



como una respuesta adaptativa de la piel a la exposicién a la radiacion generando
pigmentos de melanina, protegiendo la piel de un posterior dafio inducido por la UV-B
(Fuenzalida, 1999). En aguas claras oceanicas puede penetrar entre los 20-30 metros de
profundidad (Dahms & Lee, 2010). A escalas mayores de intensidad se pueden configurar
cambios en la estructura de las comunidades de macroalgas en los sistemas acuaticos

(Korbeeet al., 2006).

Radiacion_UV-C (200-280 nm): Ampliamente retenida sobre la Tropdsfera (Morales,

1992), practicamente no alcanza la superficie terrestre, por lo tanto no es de importancia
bioldgica.

La RUV es un factor natural de gran importancia debido a que modula el
clima terrestre, teniendo una influencia significativa en el medio. La region ultravioleta
(UV) del espectro solar juega un papel determinante en diversos procesos en la biosfera
(\Vallejos, 2003), varia estacionalmente, dependiendo de la variacion del angulo cenital del
sol (cambia diariamente), de la variacion del grosor de la cubierta de ozono y la cantidad de
particulas de la atmdsfera (Cabrera & Lépez, 2005).

Bullock & Coutts desde 1985 insisten que la RUV debe ser reconocida
como un factor de estrés ambiental en igualdad de importancia que la calidad del agua, El
impulso dado por el descubrimiento del agujero de ozono ha permitido el desarrollo de
nuevos instrumentos y técnicas que resultaron Utiles para demostrar que son biolégicamente
significativos los niveles de RUV, la cual puede penetrar hasta decenas de metros, tanto en

los lagos de agua dulce y en los sistemas marinos (Zagarese, 2001).



Estimaciones realizadas indican que una disminucién del 1% en la
concentracion total de ozono, provoca un aumento promedio del 2% en la radiacion UV-B
incidente en la superficie terrestre. Este valor aunque pequefio respecto de la proporcion de
otras longitudes de ondas, podria no tener efecto en organismos de latitudes bajas o de
grandes altitudes normalmente adaptados a altas intensidades de UV-B. Sin embargo, en
organismos adaptados a intensidades moderadas o bajas, es posible que el efecto sea
importante principalmente por la accion de esta radiacion sobre los acidos nucleicos,
pigmentos y otras biomoléculas (Pinto et al., 2000). El aumento de la RUV segin Dahms &
Lee (2010), podria alterar composicion de comunidades, distribucion de tamafios y
disminuir la productividad de ensambles de organismos marinos.

A nivel mundial la necesidad de llegar al pablico con informacion facilmente
comprensible sobre la radiacion UV y sus posibles efectos negativos ha llevado a los
cientificos a definir un parametro que pueda ser usado como indicativo de las exposiciones
UV. Este parametro es el denominado indice Ultravioleta o indice UV (UVI) (Vallejos,
2003). Este indice, se define como la potencia de la energia solar UV por unidad de
superficie (UV), se mide en (w/m?) que se recibe en un punto determinado de la Tierra
(Rivas et al., 2008). En Chile el Instituto Nacional de Meteorologia (INM), realiza
predicciones del UVI casi para todo el territorio nacional desde junio de 2001. También la
CONAC en conjunto con la USACH, realizan mediciones del indice UVI en algunas
localidades del pais al igual que la UTFSM para el caso de Valparaiso, donde se realizan

mediciones y predicciones del UVI desde febrero del 2000.



1.2.1. ¢ Qué factores afectan los niveles de radiacién bajo el agua?

Los efectos de la RUV incidente seran muy diferentes dependiendo de como
sea transmitida en la columna de agua. Esta transmision esta estrechamente relacionada con
la concentracion y propiedades 6pticas de la materia organica disuelta (MOD) del
ecosistema acuatico. Generalmente la concentracion de MOD se cuantifica analizando su
contenido en carbono organico disuelto (COD). Los coeficientes de atenuacion (Kg) de las
longitudes de ondas comprendidas en la banda UV dependen significativamente de la
concentracion de COD (Reche, 2003).

La atenuacion de la radiacion ultravioleta en ecosistemas acuaticos segun
Maloney et al. (2005), se representa como: a()), expresandose como:

a(L)= afito(A) + @ cmop(M) + @ get(D) + aw (A)

Donde:
v wsi(A)=Absorcion por el fitoplancton.
v" o cmop(M)=Croméforos de la materia organica disuelta, los cuales determinan las
propiedades Opticas (Fotoreactividad y absorcidn).
v a get(A)=Detritus.

v aw (A)=Agua

La materia organica disuelta segun Zagarese (2001), es el mayor controlador
de la RUV en aguas naturales, asi mismo, el carbono orgénico disuelto en concentraciones

superiores a 1-2 gm® restringido a unos pocos centimetros de la superficie también limitarfa



la RUV. Asi, en la ausencia de una fuerte mezcla turbulenta, la mayoria de los peces podria
facilmente evitar la exposicién de RUV a niveles perjudiciales, permaneciendo sélo unas
pocas decenas de centimetros debajo de la superficie. Sin embargo, en concentraciones
bajas de MOD, la RUV puede penetrar varios metros en el agua. Por otra parte, como la
relacion entre la penetracion de la UV y el carbono organico disuelto es tan fuerte, grandes
disminuciones en el COD se traducen en enormes aumentos de la RUV (Formicki et al.,

2009).

1.2.2. ¢ Queé efecto tendria la radiacion ultravioleta en los organismos marinos?

La radiacidon ultravioleta (UV) tiene varias propiedades que la convierten en
un potente factor de estrés ambiental para los organismos que estan expuestos a ella
(Dahms & Lee 2010), provocando efectos perjudiciales en estos. Lars (1997) sefiala que en
variados experimentos han revelado que la sensibilidad a los rayos ultravioleta varia
enormemente entre los organismos, y que hay varios tipos de moléculas en los que se puede
generar dafio.

La transmision de la RUV vy sus efectos sobre la biota son muy variables en
los cuerpos de agua. En los sistemas donde la penetracion de la RUV se ve restringida a
unos pocos centimetros de la columna de agua, la biota no ha necesitado desarrollar
mecanismos de reparacion o proteccion frente al dafio, especialmente en el ADN (Reche,
2003). En estos sistemas el medio acuoso per se es un filtro protector para los organismos.
Son sistemas considerados robustos frente a la RUV, aunque su biota es potencialmente

vulnerable al no haber desarrollado mecanismos protectores o reparadores frente a ella



(Maloney et al., 2005). Segun Korbee et al. (2006) la sensibilidad frente a la radiacion UV-
B varia segun las especies y segun los estadios de vida afectados.

Las diferencias entre los organismos en su capacidad para hacer frente a la
radiacion ultravioleta se deben tanto a: (1) diferentes habilidades para protegerse y (2)
capacidades de reparar el dafio (Lars, 2007). Stephan et al. (2001) y Cookeet al. (2003)
mencionan que en aguas transparentes, por ejemplo de lagos, las migraciones diarias
verticales de zooplancton se producen a tal profundidad por la RUV que se podria
comprometer la fisiologia de los organismos, afectando O&ptimos de temperatura
metabdlicos y alterando reparaciones fotoenziméticas. En cuanto a capacidades de
proteccion Korbee et al. (2006) mencionan que pueden ser: la fotoreactivacion de ADN
(mediada por radiacibn PAR y UV-A), la reparacion de la escisiébn nucleotidica, la
recombinacion del ADN, la acumulacion de antioxidantes lipo- e hidrosolubles y la
actividad de enzimas antioxidantes. Los tipos mas frecuentes de dafio en el ADN son la
formacion de dimeros de ciclobutanospirimidinas y de fotoproductos. En la mayoria de los
organismos este tipo de dafio puede ser reparado rapidamente por las enzimas Ilamadas
fotoliasas. Practicamente todos los organismos tienen alguna capacidad para reparar los
dafos. Por lo general, los organismos que viven en habitats mas expuestos tienen una mejor
capacidad de reparacion respecto de los que viven en habitats méas protegidos (Lars, 2007).

El tipo méas importante de proteccion frente a la radiacion ultravioleta, son
sustancias absorbentes y su depositacion cerca de la superficie corporal, por lo que la
penetracion de la radiacion a capas inferiores (0 al nlcleo de la célula en los organismos
unicelulares) se previene o se ve disminuido. Diferentes organismos producen diferentes

tipos de protectores frente a la radiacion ultravioleta (Lars, 2007). Estas sustancias son



derivados imino-carbonil del croméforo de ciclohexenona de las micosporinas, y se
denominan aminoacidos tipo micosporina (MAAS). Tanto las micosporinas como los
MAA:s tienen conjugado en el anillo sustituyentes nitrogenados (amino), aminoacidos o sus
amino-alcoholes correspondientes: la glicina es el aminoacido mas comdn presente en los
MAAs (Kobee et al., 2006). En organismos marinos hay descritos 23 MAAs, los que son
producidos por muchas algas y también por algunas cianobacterias. De ellos los MMAS se
transfieren a los animales a través de la trama tréfica y son utilizados por ellos para la

proteccion UV (Lars, 2007).

1.2.3. ¢Qué efecto tiene la RUV en los peces?

En ambientes naturales, la concentracion de la materia orgéanica disuelta
(MOD) vy la profundidad del habitat son los dos factores principales que controlan el grado
de exposicién a la RUV experimentada por los peces. Otros factores incluyen la cobertura
de la vegetacion, la caracteristicas de las particulas en suspensién, pH y caracteristicas
hidroldgicas, y la ubicacion del sitio (latitud, altitud) (Zagarese, 2001).

Quemaduras en peces se informan desde 1930. Son lesiones dérmicas con
necrosis o erosiones caracterizadas por coloraciones blancas o grises, especialmente detras
de la cabeza y la aleta dorsal (Zagarese, 2001). Asi los organismos de los arrecifes de coral
que se encuentran en la capa superficial en un dia de verano normal, pueden experimentar
mas de 30 veces la dosis minima de eritema que en el humano puede causar quemaduras de
sol (Zamzow, 2004). Los efectos de dafios bioldgicos de radiacion ultravioleta sobre
organismos marinos, puede ocurrir incluso a decenas de metros de profundidad (Zamzow,

2004). Estos efectos pueden ocurrir a niveles moleculares, de 6rganos, tejidos, celulares y

10



gametos, conduciendo a una mayor mortalidad, de gametos, embriones y larvas de peces
(Dahms & Lee, 2010).

Un obstaculo adicional para analizar el efecto de la radiacidn ultravioleta en
las poblaciones de peces, es que los efectos UV son facilmente confundidos por otros
agentes etioldgicos. Por ejemplo: la depresion del sistema inmunoldgico puede ser causada
por una variedad de factores, el sindrome de estrés producido por la RUV es similar al
provocado por manipulacion, las lesiones cutaneas son rapidamente colonizados por
bacterias u hongos, por lo que la identificacion del dafio inicial es dificil y las
malformaciones embrionarias son similares a los causados por una variedad de sustancias
toxicas (Zamzow, 2006). Zagarese (2001) sefiala que en el salmon del Atlantico en Irlanda,
ocurren lesiones cutaneas, principalmente en épocas de verano, observandose erosiones en
la piel y variaciones en la produccién de mucus. Estos sintomas pueden ser confundidos
con otras patologias, como infectaciones por ectoparasitos o saprolegniasis. Esta pérdida de
epidermis permite la entrada de pat6genos y provoca perturbaciones osméticas.

Otro tipo de lesion de la piel de los peces es causada por la exposicion a la
radiacion UV si los peces han estado en contacto o han ingerido una sustancia fotoactiva,
proceso denominado fotosensibilizacion, una condicion en la cual las células que
normalmente absorben poca RUV son inducidas a una mayor absorcion de RUV por un
compuesto fototoxico (O'Reilly & Mothersill, 1997). Un gran nimero de sustancias
comunes pueden producir fotosensibilizacion. Algunas de éstas pueden llegar a los
ambientes naturales como resultado de la contaminacién antropogénica, mientras que otros
se utilizan habitualmente en las pisciculturas donde los operarios no conocen su potencial

para actuar como fotosensibilizadores (Zagarese, 2001).
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Algunos de los tipos de dafios se pueden clasificar en:

v Daflo a Gametos (espermios y ovocitos): Los espermatozoides de los organismos marinos

son mas susceptibles que embriones, huevos y larvas a la RUV. Los espermatozoides no
poseen MAAs y por su poco volumen citoplasmatico poseen pocos antioxidantes (Zamzow,
2004). Ademas tienen gran cantidad de &cidos grasos poliinsaturados en sus membranas
celulares volviéndolos susceptible a la lipoperoxidacion. Esta vulnerabilidad podria ser la
causa de porqué los animales de arrecife se reproducen de noche (Dahms & Lee, 2010).

v Dafio a embriones: La RUV puede reducir la tasa de eclosién en peces y causar retraso en

el desarrollo de larvas. Se estima que el 50% de los huevos de bacalao del Atlantico
ubicadas en la superficie del océano (0-10 cm) va a morir después de 42 h de exposicién en
las condiciones actuales de la capa de o0zono, y este tiempo se reducird a 32 h si se produce
una disminucién mayor del 20% en el espesor de esta capa (Dahms & Lee, 2010). También
se ha demostrado que se pueden generar malformaciones en el mesénquima de la blastula
de erizo, un retraso o inhibicibn de la gastrulacion y lo mas grave afectar la
esqueletogénesis como el desarrollo de espinas (Zagarese, 2001).

v Vision: El sistema visual de los peces puede ser protegido por pigmentos en la cornea,
control de la pupilas y la acumulacion de compuestos de bloqueo de la RUV en la cérnea,
los cuales ayudan a filtrar la energia de onda corta (Dahms & Lee, 2010). Los dafios en la
cérnea pueden ser causados por multiples mecanismos oxidativos, debido a que la RUV
disminuye la capacidad de la cérnea para desintoxicar H,O, por la reduccién de la
actividad de la catalasa en células epiteliales del cristalino. Las cataratas, que afectan a la
opacidad de la lente del ojo, se cree que resulta de la presencia de peroxidos (Zagarese,

2001).
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v Dafio al ADN: Si la cromatina nuclear si se ve afectada puede ser muy perjudicial, ya que

controla el desarrollo ontogénico y el dafio puede ser transmitido a la siguiente generacion.
Cuando el ADN es dafiado por RUV se producen dimeros cuclobutanopiridina (DCP)
(Dahms & Lee, 2010). Experimentos en la Antartida mostraron que la formacién de DCP
en embriones de peces como Chaenocephalus aceratus fue significativamente
correlacionado con la dosis diaria acumulada de los rayos UVB. La magnitud de los dafios
esta directamente relacionada con la dosis de UV-B acumulada en el tiempo (O'Reilly &
Mothersill. 1997). La exposicién a la RUV creciente asociadas a los rayos UV-B y UV-A,
presenta mayores tasas en los embriones de las regiones polares que de las regiones
templadas. La mayor sensibilidad de los embriones de erizo de mar Antértico a los rayos
UV se correlaciona con sus metabolismo lento, baja concentracion sustancias protectoras
solares, y la baja tasa de reparacion del ADN en comparacion con especies de zonas
templadas y tropicales (Zamzow, 2006).

Varios autores sefialan que la RUV se encuentra asociada a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), como oxigeno singlete, radicales superéxido,
peroxido de hidrogeno y los radicales hidroxilo actuando en forma sinérgica para generar
por ejemplo dafios en el ADN. (Zamzow, 2004). También la exposicion de las aguas
naturales a la RUV en presencia de MOD puede generar peroxido de hidrégeno y otras
especies reactivas del oxigeno (ROS).

La RUV y el estrés oxidativo tienen efectos independientes, pero
interactlan sobre los organismos marinos. Dahms & Lee. (2010) sefialan que tanto la
radiacion UV-A y UV-B causan una alta produccién de ROS que posteriormente conducen

a la peroxidacion de lipidos en el esperma de erizo de mar, lo que resulta en una
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disminucion del potencial de membrana y, por lo tanto, una reduccién de la motilidad de
los espermatozoides y la capacidad de fertilizacién. La RUV puede dafiar directamente las
moléculas de ADN y proteinas reduciendo asi la calidad del esperma. La lipoperoxidacion
causado por ROS podria resultar en la pérdida de la fluidez y la integridad de las
membranas de los espermatozoides (Zagarese, 2001), lo que en Gltima instancia, interfiere
con el proceso de fusion durante la fecundacion, como también se ha demostrado en los
espermatozoides de mamiferos.

Una de las adaptaciones de los peces antarticos al permanente frio, es tener
un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en la membrana plasmatica,
lo que asegura la fluidez de membrana a bajas temperaturas. Sin embargo, un mayor
contenido de acidos grasos poliinsaturados puede generar en los peces antarticos un riesgo
elevado de estrés oxidativo inducido por RUV, debido a que las PUFAs son el blanco

principal de ROS (Dahms & Lee, 2010).

1.3. ¢ Qué es el estrés oxidativo?

Se denomina estrés oxidativo a aquella situacion en la que las células estan
expuestas a un ambiente prooxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son
sobrepasados de forma que se llega a afectar el estado redox celular. En los sistemas

bioldgicos los elementos prooxidantes provienen en su mayoria del O,, por lo que son

denominados genéricamente ERO (especies reactivas de oxigeno) (Martinez, 2005;
Kowaltowski et al., 2009). Dentro del concepto de ERO se incluyen a los radicales libres

(RL) de O,y a otros compuestos de O, que, si bien no pueden clasificarse quimicamente
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como RL, si son altamente prooxidantes y capaces de generar RL durante su metabolismo
(Kowaltowski et al., 2009).

Un RL se puede definir como aquella especie quimica que posee un electron

(e) desapareado. Esta situacion le confiere una alta capacidad de reaccion, practicamente
con cualquier molécula, lo que también condiciona su corta existencia (Yu, 1994). Los RL
se pueden formar a partir de &tomos o0 moléculas por 3 vias: 1) por la ruptura homolitica del

enlace covalente de una molécula, con la retencién de un electron del par de electrones

compartidos por cada fragmento; 2) por la pérdida de un e : y 3) por la adicién de un e
(Martinez, 2005). La presencia de radicales libres en materiales bioldgicos fue descubierto
hace menos de 50 afios atras (Drogue, 2001).

En los tejidos sanos, la principal fuente de radicales libres son las
mitocondrias. Esto se debe a que estos organulos son los responsables de mas del 90% del
consumo de oxigeno celular. De los cuatro complejos responsables del transporte
electronico en la cadena respiratoria, se ha observado produccion de radicales libres en
mitocondrias aisladas en el Complejo | y en el complejo 11l (Barja, 1997; Kowaltowski et
al., 2009). En el caso del complejo I, los candidatos mas probables como generadores de
radicales libres parecen ser los centros hierro-sulfurados, mientras que en el caso del
complejo 111 se ha debatido intensamente sobre si podria corresponder a la semiquinona o al
citocromo b (Barja, 1997). La segunda fuente principal de radicales libres son los fagocitos
del sistema inmune. Al encontrarse con un agente infeccioso, las células
polimorfonucleares y los macrdfagos experimentan un aumento muy acusado de su

consumo de oxigeno, llamado “estallido respiratorio”. Dicho consumo ocurre
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principalmente en la membrana plasmatica donde un complejo enzimatico, la NADPH
oxidasa, se activa y produce radicales de oxigeno a partir de oxigeno basal y electrones

derivados de la via de las pentosas (Barja, 1997).

1.3.1. ¢Cuales son las especies reactivas de oxigeno de interés bioldgico?

La primera especie reactiva de oxigeno generada en los sistemas bioldgicos
es el anién radical superdxido (O2), un radical libre formado por la reduccion directa e
incompleta del oxigeno, por un unico electron. EI O2"tiene una vida media corta y es poco
reactivo. Su inestabilidad se debe a que la reaccion de dismutacién del O2™ a peroxido de
hidrégeno (H,0,) es muy favorable. Esta dismutacion puede ser espontanea o catalizada
por el enzima superéxidodismutasa (Yu, 1994). Aunque la mayoria del peréxido de
hidrégeno producido en células eucariotas proviene de la reaccion de dismutacion, éste
también puede formarse a partir de la reduccion directa del oxigeno con dos electrones, un
mecanismo de reaccion compartido por muchas oxidasas de flavoproteinas (Camaro, 2005).

Al contrario del 027, el H,0; no es un radical libre, es una molécula mucho
mas estable. Asi como las membranas bioldgicas resultan impermeables al 027, el H,0,
puede difundir a través de ellas, a pesar de que el H,O, es un agente con una capacidad
oxidativa mucho menor que el O2™, en presencia de metales de transicion puede dar lugar al
radical hidroxilo (OH") a través de la reaccién de Fénton (Yu, 1994):

Fez+ + H202Fes++ OH. + OH

El radical hidroxilo es una molécula extremadamente reactiva y toxica.

Puede reaccionar con acidos grasos poliinsaturados produciendo los radicales alkoxil (RO")

y peroxil (ROO).
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También existen las especies reactivas del nitrégeno (RNS), como el 6xido
nitrico (NO"), el didxido de nitrogeno (NO2") y el altamente reactivo peroxinitrito (ONOO"
), constituyen otra familia de moléculas reactivas en los sistemas bioldgicos. Dentro de esta
familia también se encuentran algunos radicales libres (Camaro, 2005).

La elevada reactividad y la relativa inestabilidad de los ROS y RNS,
complica mucho su deteccion en los sistemas bioldgicos. Asi, las determinaciones de la
produccién de estas moléculas se realizan a menudo de forma indirecta, valorando la
generacion de productos finales de la reaccion de los ROS/RNS con componentes celulares,
como los lipidos, proteinas o DNA (Camaro, 2005).

Los radicales libres generados por una reduccion parcial de O, representan
un serio peligro para los tejidos y drganos vitales, especialmente los lipidos de la
membrana, proteinas, tejido conectivo y para los acidos nucleicos de las células. La
toxicidad del oxigeno es amplificada bajo una variedad de condiciones: activacion de
neutrofilos, hiperoxia, activacidn redox de xenobi6ticos, exposicion a radiacion e isquemia

reperfusion (Harris 1992).

1.3.2. ¢Cuales son los blancos principales de las especies reactivas?

Las alteraciones funcionales, mediadas por ERO, son una consecuencia
directa de sus interacciones con macromoléculas esenciales. Las moléculas “blanco” del
ataque de las ERO de mayor importancia son: ADN, proteinas y lipidos (Valenzuela &
Videla, 1983).

v ADN: Los dafios fundamentales son la hidroxilacion de las bases de ADN, entre-

cruzamientos, escision de hebras e inhibicién de la sintesis de proteinas, nucleétidos y
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acidos grasos Yy estos dafios son causados por OH 'y oxigeno singlete (0,7) (Kowaltowski et
al., 2009); este ultimo ataca fundamentalmente a la guanina. Los dafios que se originan
sobre el ADN pueden estar relacionados con alteraciones estructurales directas o causadas
por la inactivacidn de las enzimas encargadas del reconocimiento de anomalias en el ADN
(Camaro, 2005).
El dafio al ADN in vivo puede generar (Fernandez et al., 2005):
1. Alteraciones estructurales del ADN (mutaciones, pérdida de bases, e insercion de bases.
2. Pérdida de la expresion o sintesis de una proteina por dafio al gen especifico o producir una
proteina aberrada.

3. Contribuir al desarrollo de cancer.

v’ Proteinas: Los radicales de oxigeno y muchos EROS pueden causar modificaciones en las
proteinas. Las proteinas pueden variar fuertemente su susceptibilidad frente al dafio
oxidativo. Estas modificaciones oxidativas pueden conducir a cambios funcionales, una
fragmentacidn quimica o una mayor susceptibilidad al ataque proteolitico (Drogue, 2001).
Muchas ERO son capaces de oxidar los grupos sulfidrilos (-SH) de las proteinas. Los
aminoécidos mas sensibles son el triptofano, tirosina, fenilalanina, metionina y cisteina
(Martinez, 2005). Producto del ataque de las ERO se producen entrecruzamientos de
cadenas polipeptidicas y fragmentacién de las proteinas que conducen a la pérdida de su
funcion bioldgica. Las consecuencias bioquimicas de las oxidaciones de las proteinas
pueden ser (Fernandez et al., 2005):

1. Pérdida de la funcion de receptores, enzimas, proteinas de transporte.

2. Alteracion de la funcion de las enzimas reparadoras del ADN.
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3. Pérdida de la fidelidad de las ADN polimerasas para replicar el ADN.

4. Aumento o disminucion a la susceptibilidad a la protedlisis.

5. Aumento de la inmunogenicidad (generacion de nuevos antigenos que generan respuesta
inmunitaria).

6. Agregaciones proteicas ( p.e. a-sinucleina, B-amiloide).

7. Modificacion de la transcripcion génica.

v’ Lipidos (Peroxidacion lipidica): De todas las macromoléculas presentes en los tejidos

animales, los acidos grasos poliinsaturados y los fosfolipidos de membrana son los mas
sensibles al ataque por radicales libres debido a la posesion de dobles enlaces (Barja, 1997).
En las membranas celulares cuando ocurre la lipoperoxidacion se genera un aumento
considerable de la permeabilidad, originando alteraciones irreversibles de las propiedades
funcionales de la célula que pueden conducir a su lisis total (Yu, 1994). Los procesos de
lipoperoxidacion conducen a la formacion de numerosos derivados toxicos: los
hidroperdxidos, los 4 hidroxi-alquenales, el malonaldehido y otros. Las consecuencias de la

lipoperoxidacion segun Fernandez et al., (2005) pueden ser:

1. Disminuir la fluidez de las membranas bioldgicas
2. Inactivar enzimas y receptores asociados a la membrana celular.
3. Aumentar la permeabilidad del Ca?".
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1.3.3. ¢Como se protege el organismo del estrés oxidativo?

En la célula existen diferentes sistemas que contrarrestan la generacion de
ROS, ya sean los constituidos por moléculas capaces de eliminar directamente los ROS,
como los basados en sistemas enzimaticos que actlan en cascada para eliminar rapidamente
el 02" y sus metabolitos (Camaro, 2005). Los sistemas antioxidantes; segin Yu (1994), se
encuentran estratégicamente ubicados en organelos subcelulares para proporcionar la
maxima proteccion y una interaccidn mas adecuada con el compartimento extracelular.
Estas defensas han sido tradicionalmente denominadas: defensas no enzimaticas y defensas
enzimaticas. Segun Harris (1992) las defensas no enzimaticas, son todas aquellas fuentes de
antioxidantes ingresadas al organismo por via exdgena, como la vitamina C, vitamina E,
betacarotenos, flavonoides, etc., mientras que las defensas enziméticas son aquellas propias
del organismo como la superéxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa entre otras.

Existen cuatro formas de la super6xido dismutasa, Mn-SOD (SOD.), Cu,Zn-
SOD (SOD;), Ni-SOD, y la SOD extracelular. Todas las superéxido dismutasas catalizan la
reaccion de conversion del O, ™ a H,O, (Harris, 1992):

0, +0y +2H" —> H,O,+ Oy

La SOD; se localiza en el citoplasma celular, mientras que la SOD; se
encuentra en la matriz mitocondrial. La catalasa, que se localiza en el peroxisoma, es una
de las enzimas conocidas mas eficientes ya que no se satura a ninguna concentracion de

H.0,, y cataliza la reaccion de conversion del perdxido de hidrégeno a agua (Harris, 1992):

2H,0O, ——> 2H,0 + Oy
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El sistema GSH(glutation reducido) es probablemente el mecanismo de
defensa celular mas importante. El tripeptido GSH (y-Glu-Cys-Gly), no solamente actla
como un scavenger de ROS, sino que regula el estado redox intracelular (Camaro, 2005).
El sistema consiste en el GSH, la glutation peroxidasa y la glutation reductasa. La glutation
peroxidasa cataliza la reduccion del H,O; y otros perdxidos convirtiendo el GSH a su forma

oxidada (GSSG) (Harris, 1992):

ROOH + 2GSH —> ROH + GSSG + H,0

1.4. Potenciales implicancias de la RUV para la acuicultura y la pesca

En un estudio realizado por Zagarese. (2001), se menciona que varios
autores han sefialado, desde el afio 1970 que se recomienda cubrir los estanques de cultivo,
debido a que la supervivencia de juveniles ha sido mayor en tratamientos cubiertos que los
no cubiertos, debido al efecto de la RUV. Zamzow. (2004) sefiala que en los cultivos las
erosiones en la piel la mayoria de las veces se relaciona con patdgenos, virus, etc, pero no
se atribuye que podria deberse por ejemplo a la fotosensibilizacion por medicamentos. Es
por esto que el enriquecimiento de la dieta con antibidticos sustancias antioxidantes merece
una mayor consideracion.

Dahms & Lee. (2010) mencionan que el fitoplancton y el zooplancton son
altamente vulnerables a los cambios de radiacién ultravioleta y como los peces son a
menudo el siguiente paso en la trama trofica, ademéas de los efectos directos de la RUV,

ellos se verian afectados indirectamente al alimentarse de estos organismos afectados. Estos
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efectos indirectos es probable que sean particularmente claves en el crecimiento y la
supervivencia de las primeras etapas del ciclo vital de los peces, ya que son muy

vulnerables a la inanicion y a los efectos de la RUV.

Con los antecedentes mencionados anteriormente esta investigacion pretende
determinar, si el aumento en el tiempo de exposicion a la radiacion ultravioleta sobre los
organismos marinos, en este caso en particular un organismo que habita las pozas del
intermareal, generaria estrés oxidativo, de ser asi se hace imprescindible investigar y
comprender su efecto, y cdmo estos organismos se protegen en su propio habitat de la
radiacion que incide sobre ellos, identificando nuevas problematicas ambientales

relacionadas con el dafio producido por la radiacién UV.

Para evaluar los parametros de estrés oxidativo generado por la radiacion
UV en peces, se selecciono a la especie Girella laevifrons porque: (1) habita en las pozas o
piletas litorales por lo que es relativamente facil de capturar y disponer continuamente, (2)
su namero en dichas pozas es bastante apreciable, por ejemplo 20 individuos por sector (3)
en condiciones de laboratorio es facil de alimentar y mantener; y (4) las pozas intermareales
donde se encuentra en su etapa juvenil es un ambiente extremo, con elevados niveles de

RUV y grandes fluctuaciones en pardmetros fisico-quimicos
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1.5. Especie Biomonitora Girella laevifrons

El baunco Girella laevifrons, es un pez de amplia representacion en zonas
intermareales y submareales someras de la costa centro norte de Chile (Farifia et al., 2000).
Su variabilidad termal geografica amplia en las pozas intermareales son condiciones que la
convierten en un modelo ideal de estudio (Pulgar et al., 2006), debido a que los peces son
particularmente vulnerables a la variabilidad climatica porque sus procesos fisiologicos
estan directamente afectados por la temperatura del agua de su habitat. A pesar de esto, los
peces exhiben compensaciones fisioldgicas y de comportamiento a las diferentes
condiciones del medio (Pulgar et al., 2003).

Existen ciertos habitats muy especiales como grietas, cavernas y pozas de la
zona intermareal de la costa, que por la renovacion de agua, humedad que presentan o la
iluminacion y biota que sustentan, son ambientes ecoldgicos singularmente importantes
(Alveal, 1970). En el intermareal existen especies denominadas como transitorias que lo
habitan sé6lo durante sus estadios juveniles o estados de desarrollo temprano, hasta
completar su ciclo de vida en habitat submareales; estas también ocupan las pozas de rocas
mas distantes a la zona submareal que las residentes, por lo tanto pueden estar expuestas a
mayor variabilidad en las condiciones fisicas del h&bitat, como también a la abundancia y
calidad del alimento disponible (Pulgar et al., 2003).

En las pozas intermareales de la zona de Montemar (32°57°22,34"" S;
71°33°01,137°0), durante verano se produce una casi nula renovacién de agua por lo que la
evaporacion es muy grande y su nivel de exposicion a la radiacion es enorme (Collantes,

1971).
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Garland (1985) sefiala que existe en el intermareal una distribucion de
tamafios para la especie G .laevifrons, en la que las pozas pequefias, alejadas de la zona de
rompiente y con renovacion escasa, contienen individuos mas pequefios. Mientras mas
cercana esté la zona de rompientes, se encuentran solo pozas grandes, con mayores tasas de
renovaciones de agua e individuos de mayor tamafio. Este autor encontré 3 grupos de
tamafio principales con la siguiente estructura de tamafio: Grupo 1) 2 cm ; 2) 5 ¢cm; 3) 8,5
cm. El desove de las hembras ocurriria en primavera, las larvas invadirian las pozas y
alcanzarian al final del afio los 2 cm. La vida en pozas litorales comenzaria en los meses de
noviembre-diciembre donde permanecerian por espacio de unos 2 afios y la abandonarian al
tercer afio de vida con un tamafio de 8,5-11 cm.

Esta especie ha sido descrita como omnivora con una dieta compuesta
principalmente por algas verdes, moluscos bivalvos y anfipodos (Farifia et al., 2000).
Pequefio & Saez (2008) caracterizaron a esta especie con una serie de dientes planos en
ambas mandibulas, detras de las cuales hay una banda de dientes similares, menos
desarrollados reemplazando a los anteriores. No posee molares ni tampoco dientes en el
paladar. Otras caracteristicas de esta especie son sus mejillas escamadas y la presencia de
opérculos desnudos, poseen aleta dorsal y anal escamadas en sus bases; doce espinas en la
aleta dorsal; las porciones blandas elevadas, escamas de tamafio moderado y cinco

branquiostegales (Fig.1).
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Figura 1. Fotografia del baunco Girella laevifrons (Tschudi, 1845).
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

HO: Dado que la radiacion UV genera dafio oxidativo, juveniles de Girella laevifrons
mantenidos en acuarios y sometidos a diferentes tiempos de irradiacion UV-B, presentarian
estrés oxidativo expresado a través de un aumento en la lipoperoxidacion, aumento en la
actividad de la enzima antioxidante catalasa, aumento en la capacidad antioxidante no

enzimatica y una disminucién en el indice de condicién de Fulton.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto del tiempo de exposicion a la radiacién ultravioleta en
juveniles de la especie G. laevifrons a nivel celular y del organismo, a traves de pardmetros

de estrés oxidativo e indicadores de condicion animal, respectivamente.

3.2. Objetivos especificos:

v' Determinar la dosis de irradiacion UV estacional y la temperatura en pozas
intermareales, y su variabilidad temporal en los meses de marzo, mayo, julio y
septiembre.

v Determinar la actividad de la enzima catalasa en higado de ejemplares expuestos a
distintos tiempos de irradiacion.

v Determinar el grado de lipoperoxidacién a través del ensayo TBARS en células
musculares en G. laevifrons sometida a distintos tiempos de irradiacién.

v Determinar la capacidad antioxidante total no enzimatica en musculo e higado de
juveniles de G. laevifrons.

v’ Correlacionar los parametros de estrés oxidativo con los tiempos de exposicién a

radiacién UV-B.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencién de las muestras.

Para la obtencion de las muestras se realizaron muestreos periddicos durante los
meses Abril, Mayo y Junio en pozas litorales ubicadas en el sector de Montemar
(32°57°22,34" S; 71°33°01,13"W) Facultad de Ciencias del Mar y de Recursos Naturales
de la Universidad de Valparaiso; y la playa el Libro en el sector de Quintero

(32°46738,93” S; 71°32°07,25"W) (Fig. 2).

Vifia del Mar
(e}

Valparaiso o
Villa'Alemana o

Figura 2. Mapa de las respectivas zonas de muestreo

Las pozas litorales para realizar el muestro se seleccionaron segun Garland

(1985), quien sefiald que existe una distribucion de tamafios de la especie G. laevifrons en
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Montemar con relacion al tamafio de la poza intermareal, a la ubicacion con respecto a la
zona de rompientes y al grado de renovacion de agua.

Se realizaron capturas masivas de ejemplares en los lugares antes
mencionados, Las muestras fueron obtenidas con una red de mano, previo a la aplicacion de
15 mL de Benzocaina (BZ-20) en la poza, procurando que los ejemplares sean lo mas
similares posibles para reducir la formacion de efectos de jerarquia segin tamafio y para
disminuir la varianza con respecto al peso, (Fig. 3). Posteriormente fueron trasladados al

laboratorio humedo de la Facultad de Ciencias del Mar y de Recursos Naturales de la

Universidad de Valparaiso.

Figura 3. a) Captura mediante red de mano, luego de la aplicacion de Benzocaina, b)

mantencion de los individuos luego de la captura hasta su traslado al laboratorio.

4.2. Disefio experimental.

Los individuos al llegar al laboratorio himedo en la Facultad de Ciencias
del Mar y de Recursos Naturales, fueron puestos en estanques cilindricos negros de
aproximadamente 11 L de capacidad, con agua de mar filtrada (<1 pum) y a temperatura

ambiente. Se estableci6 un periodo de aclimatacion (Fig. 4) a las condiciones de
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laboratorio, hasta el momento en que se observd que los ejemplares no presentaron

conductas anormales (p.e., natacion lateral, no aceptacion del alimento, etc).

Figura 4.Estanque de aclimatacion de 11 L de capacidad, con agua de mar filtrada (<1

pum).

Luego de la aclimatacién 2 juveniles de baunco fueron colocados en forma
aleatoria en estanques cilindricos de vidrio de 3,5 L de capacidad efectiva, a una densidad

de 0,57 individuos L™, conformando una unidad experimental.

Se establecieron dos tipos de tratamientos (irradiados y control), los
tratamientos con irradiacién consistieron en distintos tiempos de irradiacién UV-B: 1, 2, 3,
4 y 5 h respectivamente, con una intensidad de 1 W/m? durante 5 dfas consecutivos,
comenzando a las 12:00 h debido a que a esa hora en el medio natural es donde se
registraron los mayores niveles de irradiacion y la hora de término dependia de que

tratamiento se estuviera realizando. (Fig. 5). Simultdneo a cada tratamiento de irradiacion

30



con 6 replicas cada uno, se disponia del tratamiento control también con seis réplicas (Fig.

6)

Figura 6.Disefio experimental para la mantencion de juvelines de G. laevifrons

El fotoperiodo para todas las unidades experimentales (control e irradiado)
fue 12L: 120. La temperatura fue la ambiental y la alimentacion diaria fue ad libitum para
cada unidad experimental con un macerado de 0,75 g de chorito maico Perumytilus

purpuratus, tanto para los controles como para los irradiados.
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Diariamente se realiz6 una limpieza de cada unidad experimental (Fig. 7)
entre las 08:00 — 09:00 y cuando finalizaba se proporcionaba la alimentacién, junto con
obtener un registro de mediciones de la concentracion de oxigeno disuelto mediante un

Oximetro (YsiModel 57, Oxygen Meter).

Figura 7. a,b). Limpieza de cada unidad experimental. La extraccion del agua se realiza

mediante una manguera succionando el agua por la diferencia de presion.

La forma de suministrar cada tratamiento en las unidades experimentales se

indica en la Tabla 1.
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Tabla 1. Tiempo de irradiacién y nameros de individuos para cada tratamiento de G.

laevifrons que eran mantenidos en acuarios.

Tratamiento | 1 11 v \Y
Individuos UV 12 12 12 12 12
Individuos control 12 12 12 12 12
Tiempo de exposicion (h) 1 2 3 4 5
Radiacion (W/m?) 1 1 1 1 1

4.3.  Medicion de parametros in-situ

Durante tres dias en los meses marzo, mayo, julio y septiembre se midio la
irradiacion que llegaba a una poza seleccionada al azar (Fig. 8a). Para esto se utilizé un
radiometro (Biometer Solar Light, Model 3D) con el cual cada una hora se midi6 la
radiacion de tipo UV-B y UV-A, comenzando desde las 09:00 y finalizando en Marzo y
Mayo a las 19:00 y en julio y septiembre a las 18:00 h. También se determind la
temperatura en la poza cada una hora mediante un termdémetro de Vidrio -10°C A

110°C/0,2°C Mercurio (Fig. 8b).
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b)
Figura 8 .a) Medicion in situ de la irradiacion incidente en la poza, mediante un

radiometro. b) Medicion de temperatura de la poza mediante un termometro.

Para determinar que cantidad de la radiacion era absorbida por el agua de
mar en la poza, se tomaron muestras de agua, mediante recipientes previamente
esterilizados que luego fueron medidas con un espectrofotometro con la longitud de onda
correspondiente a la radiacion UV-B (290-320 nm). Este valor fue comparado con el
mismo andlisis pero tomando muestras de agua de mar filtradas a (<1 pm) en la que se

encontraban los individuos del experimento

4.4.  Obtencion de datos

4.4.1. Determinacion del estrés oxidativo
Preparacion de las muestras

Finalizado el tiempo de irradiacion del respectivo tratamiento y su control,
los individuos inmediatamente fueron sacrificados mediante shock térmico e introducidos

en recipientes de plastico (100 mL) previamente rotulados con el nimero correspondiente a
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cada unidad experimental para su transporte inmediato al laboratorio de radicales libres de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.

En el laboratorio fueron pesados mediante una balanza analitica (0,0001 g)
obteniendo su peso total y el peso del musculo e higado luego de su diseccion. Se
registraron medidas morfométricas como longitud total y estandar, obtenidas con un pie de
metro, (Fig. 8a). La extraccion de musculo e higado fue realizado con una lupa (Zeiss,
Stemi DV4) para las pruebas TBARS y Catalasa respectivamente, (Fig. 8b), mientras que la
capacidad antioxidante total fue realizada por TRAP y en ambos érganos. Segun
Valenzuela & Videla (1983) la enzima Catalasa y la lipoperoxidacion son especialmente

activas en celulas hepaéticas, renales y en el eritrocito.

Figura 9. a) Obtencion de medidas morfométricas, previo a la rotulacion; b) Extraccion

de higado y musculo de juveniles de baunco.

Lipoperoxidacion
Para determinar el grado de lipoperoxidacion, se realiz6 la prueba TBARS,
basandose en el método propuesto por Esterbauer et al.(1982), el cual consiste en hacer

reaccionar la muestra con Acido Tiobarbitarico. Para realizar el ensayo, el mdsculo fue
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macerado por separado en 3 ml de buffer PBS a pH = 7,4, se hizo reaccionar con &cido
tricloroacético (30% p/v) y se centrifugd 10 min. a 4000 r.p.m. (eliminacion de proteinas) y
el sobrenadante se hizo reaccionar con acido tiobarbiturico (0,67% p/v), se mantuvo en
bafio de agua a ebullicion (bafio Maria) 20 min y posteriormente, una vez frio, se realizd un
barrido entre las longitudes de onda de 400 a 600 nm. El resultado se interpold en una curva
de calibracion de malondialdehido (MDA). Este método se utiliz6 para cuantificar la
magnitud de la peroxidacidn lipidica, producidas por diversas causas, midiendo el producto

formado entre los aldehidos generados y el &cido tiobarbiturico (TBA).

v Determinacion de la actividad enzimdtica de catalasa
Se determina en base a la cinética de degradacion del peroxido de Hidrégeno:

CAT

2 HzOz > 2 H20+ 02

La cinética se sigui6 espectrofotométricamente por lecturas de Absorbancia
a 240 nm. Los datos se interpolaron en una curva de Calibracion para obtener la actividad
enzimatica y luego se normalizaron de acuerdo a la cantidad de proteinas de cada muestra.
Los valores de actividad de catalasa se informaron como unidades de
enzima/mg de proteinas totales.
Procedimiento de andlisis
1. Se prepar6 un blanco con 3 m de buffer fosfato pH 7.0 en una celda de cuarzo.
2. La celda para medir la muestra contenia:

- 2,9 ml de buffer fosfato pH 7,0.
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v

- 100 pL de H202 0,3 M.
- 5 yuL de macerado.

La muestra se leyd cada 15 segundos por un periodo de 1 min. (Aebi, 1984).

Determinacion de la concentracion de proteinas totales

El método utilizado fue el de Lowry modificado (1997), es un método
colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se afiadié un reactivo
que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color de la
disolucion resultante proporcional a la concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-
Beer.

En este método la muestra se tratd con el reactivo de folin-ciocalteau
modificado. Si hay proteinas presentes se produce una coloracion azul debido a la presencia
de residuos de tirosina en las proteinas. Se midi6 la absorbancia a 580 nm y se compar6 con
las medidas obtenidas de soluciones de proteinas de concentraciones conocidas (patron)

tratadas de forma idéntica.

Preparacion de los reactivos:

1.- Reactivo A. Na,COsal 2% NaOH 0,1 M.

2.- Reactivo B1: CuSO, * 5H,0 al 1%.

3.-Reactivo B2: Tartrato sddico-potésico al 2%.

4.- Reactivo C: Se prepar6 en el momento de iniciar el ensayo, mezclando A, By y B, en

proporciones 50:0,5:0,5 (en volumen).
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5.- Reactivo Folin-Ciocalteau.
6.- Solucion patron de albumina de suero bovino (BSA) de concentracion 2mg/mL.
7.- Muestra problema.
Para determinar la concentracién de proteinas de la muestra problema se
construyd una curva patrén o de calibrado a partir de una solucién patron (BSA) (smg/mL).
La concentracion que tienen las muestras problema se determiné por
interpolacién de los valores de absorbancia en la curva patron. El tubo 0, que solo contenia
agua destilada y los reactivos, constituye el blanco para el ajuste del espectrofotémetro a

cero de absorbancia.

Capacidad antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante total (TRAP) que consiste en las
defensas antioxidantes no enzimaticas, que acttan atrapando radicales cationicos generados
a partir de ABTS (2,2’-azinobi(3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) por incubacion con
(ABAP:2,2’-azobis(2-amidinopropano)). Se utilizd6 el método de Romay et al. (1996),
donde los érganos extraidos son tratados por separado. Se macerd cada uno de ellos con 3
mL de buffer PBS pH=7,4, se centrifugd a 4000 r.p.m. durante 10 min. Del sobrenadante
obtenido de la centrifugacién se extrajo 10 pL (diluido 1:50 con PBS pH=7,4) que se
depositd directamente en una celda de vidrio para espectrofotometria de 1 mL de
capacidad; a esta se le agregé 1 mL de solucién de los reactivos ABTS 150*10°M y ABAP
10 mM (1:1) que previamente ha sido incubada por 30 min. a 45°C (absorbancia: 0,55,
longitud de onda 734 nm). Se sigue la cinética de decaimiento de absorbancia producida

por la inactivacion (“trapping”) de los radicales libres cationicos generados en la reaccién
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entre ambos, que le otorgaba un tono azulado a la solucién; se registraron los valores de
absorbancia a 0, 10, 30 y 50 segundos. Se us6 como blanco ABAP (10 mM) a una longitud

de onda de | = 734 nm. Los datos fueron estandarizados siguiendo el siguiente algoritmo:

(absorbancia t 50 - absorbancia t 10)
absorbancia t 30

El valor obtenido fue interpolado en una curva de calibracién utilizando
como patrén el antioxidante Trolox, con lo que se expreso la capacidad antioxidante total

en pumoles/L.

4.4.2. Alimentacion y condicion

Para la determinacion de la ingesta diaria de alimento, de cada unidad
experimental por un periodo de 5 dias se recogié diariamente entre las 8:00 y 9:00 el
alimento no ingerido, el cual fue depositado en tubos eppendorf de 0,74 mL de capacidad.

Estos tubos fueron trasladados al laboratorio de radicales libres de la
Facultad de Ciencias para extraer de su interior el alimento no ingerido, el cual fue pesado
(peso humedo) y finalmente introducido a una estufa eléctrica para su secado (37°C)
durante 48 h., obteniendo el peso seco de la muestra.

Para obtener un estado de la condicion en la que se encuentren los
individuos, se obtuvo el indice de condicién de Fulton K= (P/L3) X 100, donde P, es el
peso del pez, y L la longitud. Este indice se registr6 para cada pez con las medidas

morfométricas obtenidas posterior a su sacrificio.
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4.5. Anélisis estadistico

Para comparar las medidas morfolégicas, como los indicadores de estrés
oxidativo entre la condicién de irradiado y control se realizé la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney, previa confirmacion de supuestos de homogeneidad de varianza (test de
Cochran) y normalidad (test de Shapiro & Wilk). Para los andlisis sobre la variacion en la
alimentacion se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) y cuando se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, se utilizé la prueba multiple de comparacioén de medias de
Tukey (P=0,05). Los analisis estadisticos y graficos se realizaron con el programa

estadistico Statistica 6.1 (Statistica, 2001).
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5. RESULTADOS

5.1.  Espectros de absorcién
Los espectros de absorcion del agua de mar filtrada y sin filtrar, presentaron
méaximos de absorcion distintos (0,726 y 0,747 nm) respectivamente (Fig. 9). Al
comparar estos maximos de absorcion se observd que la absorbancia del agua de mar

sin filtrar fue mayor que el agua de mar filtrada.

315.85
©. 747
SRS
a)
[ERiRs dBaaaprag, L L L LR LB A O R g R T T I ST IIT T 7T T ‘
250wy %7 204 205 295 30 3{172 35‘ J‘(;ﬁ T Eé&”””‘;ﬂc’;h‘ il 3\{5.1114‘131 _”“‘”3,'6 T I;‘”’”Fm 2.0
. = 18 bl
E 18
1.0
b %15,5
£~ 74 140
0.5 :
0,0d I TR N RN FH ki B e W E Y W
b)
201 e BB a i 0L NN AR LR Y R R R i v T™ LA B LR nn g s R B 7,
2?“' pA U A R " SR AR E B RS e e
i
[ ; 1.8
il:.
l.i FL.0
R s g
-
- 0.5
LI A L 0.0

Figura 10.Espectrogramas de absorcién de radiacion UV-B (290-320 nm). a) Agua de mar

sin filtrar; b) Agua de mar filtrada.
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5.2. Efecto de la RUV en la alimentacion, medidas morfométricas, condicion

corporal y parametros de estrés oxidativos

5.2.1. 1 Horade irradiacion

Las variables morfoldgicas longitud total y peso total de los individuos no
presentaron diferencias significativas entre ambos tratamientos (control e irradiados)
(control: U=156,5, p=0,7288; irradiados: U=136,0, p=0,4357). Sin embargo el indice de
condicion de Fulton si exhibié diferencias significativas entre tratamientos (U= 87,0,
p=0,0003), donde la condicién fue mayor en el tratamiento control comparado con los
juveniles irradiados.

El alimento consumido mostré variaciones segin el tipo de tratamiento
aplicado sobre los individuos y los dias de irradiacion (U=6,38 p=0,015; U=186,34,
p=0,000 respectivamente). La interaccion entre ambos factores también resultd positiva
(U=4,03, p=0,004). En el tratamiento control se presentd significativamente un aumento
paulatino de la alimentacion desde el primer dia (Fig. 11), disminuyendo hacia el quinto
dia. El tratamiento irradiado exhibié una variacién similar aumentando significativamente

desde el primer dia, manteniéndose relativamente constante los dias siguientes.
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Figura 11. Alimentacion (g) Con una hora de irradiacion diaria a una intensidad de
1(W/m?), respecto del tratamiento y los dias de alimentacién. Los puntos sefialan la media

del alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.

Los parametros de estrés oxidativo como la lipoperoxidacion y la actividad
de la enzima Catalasa no presentaron diferencias significativas entre tratamientos
(U=145,5, p=0,8150; U=128,0, p=0,8294 respectivamente). La actividad antioxidante no
enzimatica si exhibié diferencias significativas en el higado de los individuos (U=214,0,
p=0,0002), presentando una mediana mayor los individuos irradiados. Sin embargo en el
tejido muscular no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (U=171,0,

p=0,2364).
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5.2.2. 2 Horas de irradiacién

Las variables morfométricas como peso total del individuo y longitud total
no presentaron diferencias significativas entre el tratamiento control e irradiados (U=140,0,
p=0,5834; U=155,5, p=0,7728 respectivamente). El indice de condicién de Fulton tampoco
presento diferencias significativas (U=124,0, p=0,1410) entre tratamientos.

El factor tratamiento del animal (irradiado o control) y los dias de irradiacion
generaron diferencias significativas (F=5,03; p=0,002; F=5,93; p=0,000 respectivamente),
en la alimentacion diaria consumida. La interaccidn de estos factores generd variaciones en
la cantidad de alimento ingerido durante los cinco dias del experimento (F=7,33; p=0,000),
observandose una significativa diferencia en la ingesta de alimento en ambos tratamientos
luego del segundo dia de experimentacion (Fig. 12).

La variacion diaria en la alimentacion indic6 que el quinto dia del
tratamiento control exhibio diferencias significativas con el resto de los dias del mismo
tratamiento y con el primer dia del tratamiento irradiado. En el tratamiento irradiado el
cuarto dia mostré diferencias significativas con el segundo dia del mismo tratamiento y con
el quinto y primer dia del tratamiento control. Se presentaron diferencias significativas en

el quinto dia entre ambos tratamientos.
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Figura 12. Alimentacion (g) con dos horas de irradiacion diarias a una intensidad de 1
(W/mP), respecto del tratamiento y los dias de alimentacién. Los puntos sefialan la media

del alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.

Los parametros de estrés oxidativo como la lipoperoxidacion de lipidos en el
tejido muscular y la actividad de la enzima catalasa en el higado no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos control e irradiados (U=173,0, p=0,1939, U=151,5,
p=0,9540 respectivamente). En la capacidad antioxidante no enzimatica si se observaron
diferencias significativas, pero ésta varié segun el tejido, para el caso del tejido muscular no
se observaron diferencias significativas (U=162,0, p=0,5067). Sin embargo en el higado si
se presentaron diferencias significativas (U=201,0, p=0,0035), con una mediana mayor el

tratamiento irradiado.
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5.2.3. 3 Horas de irradiacién

No se presentaron diferencias significativas en el peso total de los
individuos (U=173,0; p=0,193) entre tratamientos, pero si en su longitud total (U=188,0;
p=0,0304), encontrandose una mediana mayor en los individuos irradiados. Sin embargo no
se generaron diferencias significativas en el indice de condicion de Fulton (U=171,0;
p=0,2366) entre ambos tratamientos.

Los dias de irradiacion generaron variaciones significativas en la cantidad de
alimento ingerido (F=5,23; p=0,001), produciéndose una relacion significativa en cuanto a
efecto sobre la alimentacion entre el tipo de tratamiento (control e irradiado) y los dias de
experimentacion (F=5,19; p=0,001). Se exhibieron diferencias significativas en cuanto a
un aumento de la ingesta del alimento entre el primer y segundo dia del tratamiento control
y una disminucion significativa en el quinto dia (Fig. 13). En el tratamiento irradiado se
observo un significativo gran aumento en la alimentacién en el segundo dia, declinando
significativamente hacia el cuarto dia. El quinto dia fue donde se presentd la maxima de

alimentacion.
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Figura 13. Alimentacion (g) con tres horas de irradiacion diaria a una intensidad de 1
(W/mP), respecto del tratamiento y los dias de alimentacién. Los puntos sefialan la media

del alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.

Los parametros de estrés oxidativo como la lipoperoxidacion de lipidos en el
tejido muscular, no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (U=103,0; p=0,1310). La actividad enzimética Catalasa en el higado si mostro
diferencias significativas entre tratamientos (U=211,0; p=0,005), resultando mayor la
actividad en los organismos irradiados

En la capacidad antioxidante no enzimética no se encontraron diferencias
significativas en el masculo irradiado como control (U=147,0; p=0,8852). En higado si se
observaron diferencias significativas (U=95,4; p=0,0377), resultando la mediana de los

irradiados mayor a los controles.
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5.2.4. 4 Horas de irradiacion

En las variables morfoldgicas como peso total y longitud total de cada
individuo no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
control e irradiados (U=163,0, p=0,4705; U=131,5, p=0,2987 respectivamente). Sin
embargo el indice de condicion de Fulton si presenté diferencias significativas entre
tratamientos (U=195,0, p=0,0102).

La alimentacion de cada unidad experimental vario significativamente segun
el factor dias como el tipo de tratamiento a que fueron expuestos (F=7,89, p=0,000 ; 7,84,
p=0.000 respectivamente). La interaccion entre ambos factores también result6 significativa
(F=5,58; p=0,000).

La alimentacién en el tratamiento control manifesté un aumento significativo
hacia el segundo dia (Fig. 14), decreciendo significativamente hacia el quinto dia. En el
tratamiento irradiado también se presentd un aumento significativo de la alimentacion hacia
el segundo dia, decreciendo significativamente hacia el cuarto dia, pero observandose un

aumento considerablemente significativo hacia el quinto dia.
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Figura 14. Alimentacion (g) con cuatro horas de irradiacién a una intensidad de 1 (W/m?,
respecto del tratamiento y los dias de alimentacion. Los puntos sefialan la media del

alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.

Los parametros de estrés oxidativo como la lipoperoxidacion no presentaron
diferencias significativas (U=131,0; p=0,2855). Sin embargo, la actividad de la enzima
catalasa si mostrd diferencias significativas entre tratamientos (U=211,0, p=0,0005),
resultando los individuos irradiados con una mediana mayor. La capacidad antioxidante no
enzimatica presentd diferencias significativas en el higado entre tratamientos (U=219,0,
p=0,0001), exhibiendo una mediana mayor los individuos irradiados. En cuanto al tejido
muscular no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (U=162,0,

p=0,5067).
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5.2.5. 5 Horas de irradiacion

En las variables morfolégicas como peso total y longitud total de los
individuos no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos control e
irradiados (U=123,0, p=0,1260; U=116.0, p=0,0531 respectivamente). El indice de Fulton
una vez finalizado el experimento no present6 diferencias significativas entre tratamientos
(U=181,0; p=0,0783).

La alimentacidn presentd variaciones debido al factor tratamiento y dias en
el que se encontraban expuestos los individuos (F=163,13, p=0,000; F=5,89, p=0,021
respectivamente). En la interaccion de ambos factores también se generaron significativas
en el alimento consumido (F=5,65, p=0,001). La alimentacion no presentd diferencias
significativas en los tres primeros dias en el tratamiento control (Fig. 15), disminuyendo
significativamente hacia el cuarto dia. En el tratamiento irradiado la alimentacion exhibid
variaciones significativas diariamente, observandose una tendencia al aumento, volviéndose

maximo hacia el quinto dia.
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Figura 15. Alimentacién (g) con cinco horas de irradiacion a una intensidad de 1(W/m?),
respecto del tratamiento y los dias de alimentacion. Los puntos sefialan la media del

alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.
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La lipoperoxidacion en el tejido muscular no mostré diferencias
significativas entre tratamientos (U=122, p=0,7928). Sin embargo en la actividad de la
enzima catalasa si se presentaron diferencias significativas entre controles e irradiados
(U=211,0, p=0,0005). La capacidad antioxidante no enzimatica no exhibié diferencias
significativas en el higado (U=150,0, p=1.000), resultando con medianas iguales. En cuanto
al musculo no se observaron diferencias significativas (U=131,0, p=0.2855) con medianas

muy similares.
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5.2.6. Variacion de Parametros de estrés oxidativo durante el tiempo de
experimentacion.

La actividad antioxidante de la enzima Catalasa, la lipoperoxidacion

y la actividad antioxidante no enzimatica en el higado presentaron una variacion en

aumento en los individuos irradiados en relacion con el aumento del tiempo de exposicion

de RUV, en comparacion con el tratamiento control (Fig. 16).

La capacidad antioxidante no enzimatica en el tejido muscular no
presentd un patron regular de variacion en relacion con los tiempos de irradiacion,
observadndose un leve aumento hacia el primer tratamiento, pero disminuyendo hacia el

quinto.
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Figura 16.Parametros de estrés oxidativos durante los cinco dias de experimentacion, con

su respectivo tiempo de irradiacion todos con una intensidad de 1(W/m?).Los puntos

sefialan la media del alimento consumido (g) y las barras la desviacion estandar.

Donde:

a)

tratamientos.

b)
tratamientos.

tratamientos y durante los cinco dias de experimentacion.

d)

tratamientos y durante los cinco dias de experimentacion.
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Variacion de la oxidacion de lipidos MDA (nm*mL™) durante los cinco dias entre

Variacion de la actividad antioxidante (umoles L) no enzimética en higado entre

Variacion de la actividad antioxidante (umoles L™) no enzimética en misculo entre




5.3. Irradiacién recibida por las pozas intermareales
La radiacion ultravioleta presentd sus maximos de irradianza al medio dia
junto con los maximos de temperatura en la poza, variando estos parametros en relacion a
la nubosidad y estacionalidad. Segun los meses estudiados, el mes que registrd el maximo

valor de RUV fue Marzo, disminuyendo hacia Julio.
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Figura 17. Irradiacion UV-A, UV-B y temperatura del agua en pozas intermareales para
los meses de Marzo (A), Mayo (B), Julio (C) y Septiembre (D). Las linea roja y negra
sefialan la irradiacion UV-B y UV-A, respectivamente. La linea verde indica la

temperatura.
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6. DISCUSION

Segln observaciones realizadas en pozas intermareales donde se
encontraban juveniles de Girella laevifrons, se registraron conductas como:
desplazamientos rapidos, refugiarse bajo rocas y desplazamientos en grupos. Esto coincide
por lo sefialado por Zamzow. (2004), quien indica que los organismos marinos tendrian dos
tipos de estrategia para evitar su exposicion a la RUV como vivir bajo rocas, en cuevas,
dentro de conchas, o a grandes profundidades y la segunda seria sintetizando o
secuestrando substancias protectoras solares.

Farifa et al. (2000), describe al baunco como una especie con una
alimentacion de tipo omnivora, compuesta principalmente por algas verdes, moluscos
bivalvos y anfipodos, aludiendo a la utilizacion de la segunda estrategia sefialada por
Zamzow (2004) en cuanto a proteccion frente a la RUV “las substancias protectoras
solares”. Entre estas sustancias segin (Korbee et al., 2006), se encuentran los carotenoides,
las ficobiliproteinas, los fenoles, las cumarinas y los aminoacidos tipo micosporina
(MAAs). Estos MAAs al no poder ser producidos aparentemente por animales, son
acumulados via transferencia trofica en invertebrados marinos como en peces (Zamzow,
2006).

Segun un estudio en peces de arrecifes de coral realizado por Zamzow
(2004), estos secuestrarian MAAs en sus mucus Yy estructuras oculares, modificando su
capacidad de absorbancia UV, segun incrementos de profundidad y distancias geogréaficas
desde el ecuador. En Talassoma duperrey el mismo autor encontrd que el mucus de las

hembras de estos peces absorbia significativamente menos UV, que el mucus de los
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machos. Esto tendria relacion con lo sefialado por Korbee et al. (2006) y Chiaki et al.
(2007) que en invertebrados marinos los MAAs estarian involucrados en procesos
reproductivos, debido a que en algunos huevos de éstos, se han encontrado gran cantidad de
MAA:s, cercano al periodo de desove.

Los individuos en G. laevifrons muestran cambios estacionales en su dieta,
un aumento en el tamafio, masa y capacidad de los 6rganos del tracto digestivo, un aumento
en el tiempo de retencidn de la dieta y un elevado transporte activo de nutrientes por el
intestino delgado durante los meses de invierno (Bozinovic, 1993). Esta plasticidad
estructural y funcional se podria haber provocado en el caso de los individuos irradiados,
principalmente con las cinco horas de irradiacion en cada tratamiento, donde se observé un
aumento paulatino de la alimentacién, posiblemente debido a una respuesta compensatoria
por los costos metabdlicos que se estaban produciendo.

Los parametros de estrés oxidativo como la actividad antioxidante
enzimatica y la lipoperoxidacion expresaron un aumento en los individuos irradiados hacia
las 5 horas de exposicidn, sugiriendo la gran resistencia antioxidante de la especie para
disminuir los efectos segln lo sefialado por Sanchez (2005) de las especies reactivas de
oxigeno como el perdxido de hidrégeno en la lipoperoxidacion. Se comprueba asi la
eficacia de este sistema antioxidante en cuanto a la reparacion o eliminacion de estructuras
biolégicas dafiadas, debido a que en todos los tiempos de exposicién nunca se presentaron
diferencias significativas en la lipoperoxidacion entre los individuos irradiados y los
controles.

Segun Yu (1994), los sistemas antioxidantes se encuentran estratégicamente

ubicados para proporcionar una maxima proteccion e interaccién con las especies reactivas.

56



Juveniles de Girella laevifrons al encontrarse en un habitat de grandes fluctuaciones en
cuanto a niveles de RUV (Fig. 17), han debido desarrollar mecanismos de proteccion y la
alta actividad antioxidante de la enzima Catalasa podria ser una estrategia de sobrevivencia,
como las mencionadas por Zagarese (2001).

La actividad antioxidante no enzimaética, principalmente adquirida por la
dieta como por lo serian la vitamina C, el betacaroteno, el licopeno, entre otros, actuarian
en el medio liposoluble de la célula considerandose importantes protectores de las
moléculas lipidicas frente a la oxidacién (Yu 1994; Camaro, 2005; Sanchez, 2005;). El
higado de juveniles de Girella laevifrons mostr6 un aumento paulatino de la actividad
antioxidante no enzimatica en relacién con el tipo de tratamiento y los tiempos de
exposicion, sugiriendo nuevamente la gran capacidad de proteccion pero ahora en cuanto a
la accion directa frente a los radicales libres generados desde el O,™.

La capacidad antioxidante obtenida mediante la dieta en el higado se puede
comprobar porque no se observaron variaciones en la actividad antioxidante no enzimatica
en el masculo entre juveniles irradiados y controles. Sin embargo la proteccién antioxidante
en el musculo no se relaciond con los tiempos de exposicion porque segin Zamzow (2004)
la piel representa la primera defensa frente a la RUV, entonces el tejido muscular que se
encuentra inmediatamente bajo la piel su nivel de lipoperoxidacién debiera ser alto,
contrarrestando estos efectos los sistemas antioxidantes , por lo que en el experimento al
suministrar siempre el mismo tipo y cantidad de alimento se inhabilita la posibilidad de
aumentar estos niveles de antioxidantes por la dieta, resultando como Unico método la

reconversion de antioxidantes de otros ya existentes.
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Esta situacién adversa para la especie en cuanto a variedad y cantidad de
alimento, en el medio natural podria verse modificada porque segin Bozinovic. (1993) en
peces herbivoros y carnivoros existirian adaptaciones genéticas, evolutivamente rigidas en
cuanto a la fisiologia digestiva, pero en el caso Girella laevifrons como es una especie
omnivora seria capaz de producir una regulacion fenotipica de la fisiologia digestiva en
cuanto a composicion quimica del alimento (Arts, 2010). De esta forma puede beneficiarse
de una cierta plasticidad en cuanto a qué tipo de alimentacion seleccionar, segun
condiciones ambientales, oportunidades y estados de desarrollo.

En experimentos realizados en chorito Mytilus edulis, en cuanto a sintesis de
acidos grasos, se determind gran cantidad de ésta en el manto de la especie, debido a la alta
actividad acetil-Coa carboxilasa (transforma acetil-coa en malonil-coa) y actividad FAS
(complejo multienzimatico acido graso sintetasa) (Guilaume et al., 2004), sugiriendo
entonces que durante el proceso de experimentacion juveniles de baunco fueron
alimentados por una gran cantidad de acidos grasos, los cuales segun Valenzuela & Videla.
(1983) sufren procesos de oxidacion que conducen a la formacion, de perdxidos e
hidroperdxidos organicos a través de la lipoperoxidacion. Estos acidos grasos pudieron
también contribuir a la lipoperoxidacion, pero por las defensas antioxidantes enzimaticas y
no enzimaticas de la especie no se observaron diferencias en la lipoperoxidacion entre
tratamiento. Segin Arts. (2010) se han reportado numerosos signos anatdmicos patoldgicos
en peces, alimentados con raciones conteniendo aceites de peces/vegetales en exceso,
carentes de la proteccion de algun antioxidante (Vitamina E).

En las muestras de agua analizadas mediante espectrofotometria, la alta

absorcion de ambas muestras se puede deber a la concentracién de materia organica
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disuelta (MOD) presente en el agua de mar, la cual segin Maloney et al. (2005), es un
factor controlador de la intensidad de la luz UV. La cantidad de MOD de un sistema y su
capacidad especifica de absorcidn, segin Reche. (2003) resulta del balance entre los aportes
externos, las pérdidas in situ (degradacién bacteriana, fotodegradacion, fotomineralizaciény
degradacion), la produccion in situ (fotosintesis) y la dilucion por precipitacion o la
concentracion por evaporacion.

Segun Korbee et al. (2006) en dinoflagelados, la radiacién UV provoca un
descenso de la concentracion de MAAs dentro de la célula y por lo tanto un incremento en
la absorcién de UV en el medio circundante, lo que explicaria que en el agua de mar
filtrada (<1 pm), quedarian particulas retenidas, disminuyendo la capacidad de absorcion de
UV por parte del agua, demostrandose que los MAAs son un componente de la MOD
(materia organica disuelta) que aun estando presente en bajas concentraciones, contribuyen
a la absorcion de la radiacién UV.

Estimaciones  cuantitativas de los efectos de la RUV en
poblaciones naturales de peces son escasos. Uno de los principales desafios seria evaluar y
experimentar reproducir las condiciones naturales que se producen por irradiacion en los
peces silvestres, para lograr evaluar realmente el efecto sobre los organismos acuaticos,
implementando medidas para aminorar su efectos, como por ejemplos disminuyendo
niveles de contaminantes en las aguas y la atmosfera.

Un objetivo importante de los bidlogos, seria ser capaz de poder predecir
los efectos de los cambios en la exposicion UV en una gran cantidad de organismos
acuaticos, preferentemente de las especies recurso, determinar realmente que efecto tiene la

RUV sobre estos organismos, porque los rayos ultravioleta pueden tener un efecto positivo
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0 negativo, dependiendo de longitud de onda e intensidad. Ademas los indices UV-A'y
UV-B pueden varia en varios 6rdenes de magnitud entre los habitats.

En Chile los efectos de la radiacion ultravioleta en organismos acuaticos adn
son desconocidos, considerando solamente que desde el afio 2000 se comenz6 con el
registro de la irradianza diaria. Para nuestro pais seria de gran importancia realmente
conocer sus efectos debido a que un desconocimiento de estos por ejemplo en centros de
cultivos o en el manejo de pesquerias, puede provocar tomar decisiones erradas en cuanto a
posibles causas de disminucion de poblaciones, migraciones, aparicion de erosiones en la

piel y enfermedades.

60



7. CONCLUSIONES

v Los efectos nocivos que induce la radiacién UV en organismos acuaticos pueden
ser aminorados a través de varios mecanismos de fotoproteccién entre los que se
encuentran la acumulacion de sustancias que absorben radiacion UV
(fotoprotectores), activacion de sistemas antioxidantes y evadir la exposicion a la

RUV.

v Juveniles de G. laevifrons presentaron diferencias significativas en cuanto a la
variacion en la alimentacion segun tiempo de exposicidn, resultando las cinco horas

como tiempo critico para esta especie.

v La relacion de la enzima Catalasa, lipoperoxidacion y actividad antioxidante no
enzimatica en relacion a los tiempos de exposicion, en individuos irradiados, sefiala

una gran capacidad de mecanismos de proteccion y reparacion frente a la RUV.
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