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RESUMEN

Los ambientes marinos de Argopecten purpuratus presentan concentraciones
limitadas de oxigeno disuelto (hipoxia), generando a su vez, la produccion eventual
del sulfuro de hidrégeno (H2S). Argopecten purpuratus es tolerante a la hipoxia;
sin embargo, la exposicion conjunta a la hipoxia y a la liberaciéon de H2S puede
generar un deterioro acumulado en la fisiologia de la especie y reducir su capacidad
de recuperacion hasta un punto de no retorno (PNRso). Por lo tanto, en el presente
trabajo se planteo el objetivo de determinar el efecto de la exposicion combinada
de la hipoxia y el H2S sobre la capacidad de recuperacion y la expresion diferencial
de genes a partir del transcriptoma de 4. purpuratus. Se establecieron dos
tratamientos: hipoxia e hipoxia mas H2S. En el disefio experimental, se incluy6 una
canasta control (normoxia) y diez canastas para la exposicion (fase 1), con 15
individuos por tamafio en cada canasta. Todas las canastas se mantuvieron en la
fase 1 y luego se transportaron a la fase de recuperacion (fase 2) por una semana
para ambos tratamientos. Ademas, se colectaron tejidos de branquias del control,
en el dia 2 de la fase 1 y al culminar la fase 2 para la evaluacion de expresion de
genes. El PNRso de 4. purpuratus frente a la hipoxia mas H2S fue de2.5 y 2 dias
deexposicion para conchas de 63 mm y 45 mm respectivamente (p > 0.05), mientras
que frente a la hipoxia el PNRso fuede 3 y 1.5 dias de exposicion para conchas de
63 y 45 mm (p < 0.05). Bajo condiciones de hipoxia, se identificaron genes
relacionados a procesos catabdlicos, mientras que bajo la hipoxia mas el H2S se
encontraron genes asociados a la apoptosis y necrosis. Finalmente se concluyo que

la exposicion combinada a la hipoxia y al H2S afecta la capacidad de recuperacion

de 4. purpuratus evidenciado en un PNRso menor que frente a la hipoxia.
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ABSTRACT

The marine environments of Argopecten purpuratus present limited concentrations
of dissolved oxygen (hypoxia), and this in turn, leads to the eventual production of
hydrogen sulfide (H2S). Argopecten purpuratus is tolerant to hypoxia; however, the
joint exposure to hypoxia and H2S can generate a cumulative deterioration in the
physiology of the species and the ability to recover, reaching a point of no return
(PNR5so). Therefore, in the present work we aimed to determine the effect of
combined exposure to hypoxia and H2S on the resilience and differential gene
expression from the transcriptome of A. purpuratus. Two treatments were
established: hypoxia and hypoxia plus H2S. A control basket (normoxia) and ten
baskets were prepared for exposure (phase 1); each basket with 15 for size
individuals. All baskets were kept in phase 1 and then transported to the recovery
phase (phase 2) for one week for both treatments. In addition, gill tissues were
collected from the control, on day 2 of phase 1 and at the culmination of phase 2
for gene expression evaluation. The PNRso of 4. purpuratus against hypoxia plus
H>S was 2.5 and 2 days of exposure for large and small individuals respectively (p
> (.05), while against hypoxia the PNRso was 3 and 1.5 days of exposure for large
and small individuals (p < 0.05). Under hypoxia, genes related to catabolic
processes were identified, while under hypoxia plus H2S, genes associated with
apoptosis and necrosis were found. Finally, it was concluded that the combined
exposure to hypoxia and Ha2S affects the recovery capacity of A. purpuratus, as

evidenced by a lower PNR 5o than in hypoxia.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1. Argopecten purpuratus “concha de abanico”

Argopecten purpuratus es un molusco bivalvo de interés comercial que se
distribuye a lo largo de la costa peruana. Sus principales bancos naturales se ubican
en la Bahia de Sechura, Lobos de tierra y la Bahia de Independencia en Pisco
(Mendo et al, 2008). Estos ambientes son areas de asentamiento larval y
reclutamiento, usados como fuente de semillas para los cultivos de la especie,
principalmente en las zonas de Sechura (Mendo et al., 2016). La venta del musculo
y de las gonadas es el producto final de la concha abanico a nivel nacional e
internacional, lo que hace a esta especie un recurso demandado e importante para
el crecimiento econdmico del sector artesanal y de los acuicultores (Kluger et al.,
2019). Como muestra, se tiene registro de la exportacion realizada en los cinco

primeros meses del afio 2022, con un envio mayor a 50 millones de dolares

(PRODUCE, 2022).

1.1.2. Eventos y registros de hipoxia

El sistema de surgencia de Humboldt a lo largo de la costa peruana aporta una gran
concentraciéon de nutrientes (Graco et al., 2007) relevantes para la produccion
primaria, que sustenta el desarrollo de especies como A. purpuratus. No obstante,
la poca ventilacion, el exceso de materia organica y las altas tasas de respiracion

aerdbica (Ulloa etal.,, 2012) que ocurren en la columna de agua, conlleva el

agotamiento de oxigeno (O2) y produccion de la hipoxia.



Aguirre-Velarde et al. (2019b) realizaron registros de alta frecuencia de la
saturacion de oxigeno (SO) en la bahia de Paracas entre setiembre del2012 a marzo
del 2013 y evidencid que A. purpuratus esta expuesta continuamente a eventos de
hipoxia (<20%), e inclusive en mayor medida para aquellos organismos del fondo
en comparacion con individuos en suspension. Ademads, Aguirre-Velarde et al.
(2016) reportaron en la misma area de estudio entre enero y marzo del 2013, una

SO promedio de 18% y una variacion de 0 a 112% a 20 cm en cultivos de fondo.

Respecto al tiempo de exposicion, se ha reportado condiciones de hipoxia severa (~
5% saturacion de oxigeno) con una duracion de 2,4 y 4 dias; registrados para la
bahia de Sechura y Paracas respectivamente (Cueto-Vega et al., 2022). Por su parte,
Igarza et at. (2024) realizaron una evaluacion de alta frecuencia del OD al noreste
de la bahia de Paracas durante el 2015 al 2016, donde se evidenci® un mayor
porcentaje en la frecuencia de condiciones de hipoxia letales y severas, con
concentraciones de OD menor a 0.5 mg/L con duraciones de hipoxia mayor a 100

horas.

1.1.3 Respuesta fisiologica de A. purpuratus frente a la hipoxia

Hasta la actualidad, estudios experimentales sobre la respuesta fisiologica de A.
purpuratus frente a la hipoxia, demostraron que la exposicion a la hipoxia ciclica
puede reducir significativamente la tasa de crecimiento y el comportamiento
alimenticio (tasa de aclaramiento) en individuos de 30 mm (Aguirre-Velarde et al.,
2018), ademas de la actividad reproductiva, el crecimiento somatico y gonadal
(Aguirre-Velarde et al., 2019b). Por otro lado, a partir de un modelo bioenergético

se ha propuesto una posible explicacion de la respuesta de la especie frente a la



hipoxia, donde se considera que el uso de energia se direcciona prioritariamente a

procesos de mantenimiento (Aguirre-Velarde et al., 2019a).
1.1.4. Eventos y registros de hipoxia mas sulfuro de hidréogeno (H,S)

El H2S es un compuesto toxico que forma parte del ciclo de azufre, el cual se genera
a partir de la reduccion del sulfato (SO427) por la actividad de bacterias reductoras
de SO4?~(Callbeck et al., 2021). La formacion de este compuesto ocurre con el
descenso de la temperatura y del OD (Solis et al., 2012; Chauca, 2018), ademas de
la disminucion de la concentracion de nitratos y sulfuros asociados al hierro, el
incremento de materia organica en el fondo y la atenuacion de la velocidad del

viento (Flores et al., 2023).

Frente a la costa peruana se han realizado diversos estudios sobre la presencia y
cuantificacion del H2S. Los reportes rondan desde el 1977, con el estudio realizado
por Dugdale et al. (1977) frente a Pisco, donde se reconocio el olor caracteristico
del H2S en muestras de agua extraidas con botellas Nansen a mas de 100 m de
profundidad, y el trabajo de Fossing (1990) quien reportd concentraciones de H2S
de hasta 6 mMolar a 150 m. Solis et al. (2012), reportaron frente al Callao
concentraciones de 4 uM a 50 m, mientras que Schunck et al. (2013) realizaron una

evaluacion entre Callao y Pisco a 100 m, reportando una concentracion maxima de

6 uM.

La presencia de H2S en el ecosistema marino frente a la costa peruana se ha
relacionado en la superficie con los eventos de plumas de azufre. Schunck et al.
(2013) reportaron la presencia de estos eventos frente a la ciudad de Pisco a partir

de una imagen satelital (MODIS). Del mismo modo, Ohde (2018) report6 en las



zonas de afloramiento de Pisco y Callao, plumas de agua de coloracion lechosa o
turquesa. Por otro lado, Chauca (2018), a partir de una evaluacion de imagenes
satelitales del 2000 al 2016 entre los 13°-15°S y el uso de un algoritmo, evidencid
que los eventos de agua blancas (aguas con H2S) son mas frecuentes en el otofo, y

que el mes de mayo es el periodo en el cual ocurren mas eventos de aguas blancas

con un desarrollo espacial superficial de 3 a 4000 km? aproximadamente.

Las aguas blancas, lechosas o también llamadas aguas turquesas se han relacionado
con los eventos de hipoxia en areas de cultivo de la A. purpuratus. Aguirre-Velarde
et al. (2019b), observaron la decoloracion del agua con una tonalidad turquesa
lechosa en la bahia de Paracas durante el mes de febrero del 2013 y asocié con
registros de SO menor a 20% durante tres dias, y la reduccion de la supervivencia
de organismos ubicados en el fondo. Con ello, se asume que, 4. purpuratus es una
especie que se encuentra eventualmente coexpuesta al H2S como a la hipoxia. En
el afo 2024 se comprobd esta hipotesis, con el registrd de una concentracion de
6,79 umol/L de H2S en la columna de agua en la bahia de Paracas, el cual se asoci6

con una duracion de hipoxia del18 h (Rioual et al., 2025).

1. 1.5. Respuesta fisiologica de A. purpuratus frente a la hipoxia mas el H,S

Existen pocos recursos bibliograficos y trabajos en desarrollo sobre los efectos de
la hipoxia mas el H2S en la respuesta fisioloégica de A. purpuratus. No obstante,
estudios en otros bivalvos, se describen una serie de efectos negativos que
experimentan los organismos. Nagasoe et al. (2011) evidenciaron en la almeja de
Manila Ruditapes philippinarum, danos en el epitelio ciliar y una menor tasa de
aclaramiento a causa de la exposicion de altas concentraciones de H2S. Por su parte

Zhang et al. (2024) reportd en Mercenaria mercenaria la reduccion en la capacidad



alimentaria, respiratoria y de excrecion. A nivel celular, el trabajo de Liu et al.
(2022), reportd que el H2S puede afectar el sistema inmunoldgico a partir de la
reduccion de la fagocitosis en la sangre. Por otro lado, respecto al efecto letal del
H>S, Vaquer-Sunyer y Duarte (2010) menciona que la exposicion de organismos

bentonicos al H2S puede reducir la probabilidad de supervivencia hasta en un 30%

mas que frente a la hipoxia.

1.1.6. Respuesta molecular (transcriptoma) de A. purpuratus frente a la hipoxia

e hipoxia mas H,S

El andlisis molecular a nivel genes como es el caso del estudio del transcriptoma,
permite conocer el conjunto de mecanismos bioldgicos o respuestas que realiza una
especie en un momento especifico a partir del analisis del ARN. Para el caso de 4.
purpuratus se ha evaluado el transcriptoma para el ensamblaje del genoma (Li et
al., 2018) y genes relacionados a la respuesta frente al cobre (Zapata et al., 2009),
coloracion del musculo aduptor ( Song y Wang, 2019), células germinales ( 6vulo
y espermatozoide) (Hidalgo-Cabrera et al., 2022), disminucion del pH y aumento
de temperatura ( Benites et al., 2022), resistencia frente a infecciones virales (Jeria
et al.,, 2023) y al envejecimiento ( Zhao et al., 2025). Sin embargo, hasta la fecha
de este documento no se ha evaluado la expresion de genes de A. purpuratus frente

a la exposicion de la hipoxia e hipoxia méas HzS.

En otras especies de bivalvos, existe una serie de estudios sobre el transcriptoma
frente a la hipoxia. En la almeja Anadara kagoshimensis, se report6 el gen HIF-1a
como regulador principal en la respuesta frentea la hipoxia y ademads de otros genes
asociados a la respiracion anaerdbica (Hatano et al., 2025). Por su parte, en el

Mejillon Mytilus chilensis se ha identificado genes asociados al ciclo de citrato y



apoptosis, como evidencia de la alteracion metabolica e inmunologica de los
individuos bajo hipoxia (Montufar-Romero et al., 2024). Por ultimo, en la ostra
Tegillarca granosa en esta misma condicion se han reportado genes como los GPx
que participan en la sintesis de proteinas antioxidantes y otros asociados al uso

activo de la glucosa y sefalizacion de calcio (Cheng et al., 2024).

Por otro lado, referente a la exposicion dehipoxia mas H2S en Anadara broughtonii
se ha reportado la expresion de genes asociados al sistema inmunologico,
inflamacion, reparacion del ADN y activacion de vias metabdlicas (Wang et al.,
2019), mientras que en Tegillarca granosa se identificaron genes relacionados a la
apoptosis y activacion de la via MPAK (sefalizacion celular) (Yang et al., 2023).
Esta respuesta delos organismos frentea la hipoxia mas H2S representa el deterioro
de la fisiologia y la viabilidad de la especie en el ecosistema, lo que conlleva en
corto o largo plazo a la muerte del organismo (Cheng et al., 2024). No obstante, en
bivalvos adaptados que viven en ambientes ricos en sulfuro como Gigantidas
platifrons ( mejillon) se ha identificado genes encargados de metabolizar el azufre
y sulfuros a partir de la sintesis de enzimas como la mercaptopiruvato
sulfurtransferasa, quinona oxidorreductasa, tiosulfato sulfurtransferasa y persulfuro

dioxigenasa (Sun et al., 2022).

La solubilidad del H2S en los lipidos permite que este compuesto traspase las
membranas bioldgicas y pueda actuar como un agente toxico a nivel molecular
(Riesch et al., 2015). Concapacidad deunirse al anillo de porfirina dela mioglobina
y hemoglobina, y formar a la sulfahemoglobina y a la sulfamioglobina (estados de
oxidacion irreversible), compuestos que no son funcionales para el transporte de Oz

(Bagarinao, 1992). EI H2S se relaciona al bloqueo de la actividad de la proteina



transmembranal citocromo c¢ oxidasa, lo que afecta el proceso de transporte de
electrones y la produccion de ATP (Cooper & Brown, 2008). Esto genera impactos
metabolicos a razén de los cambios de las funciones enzimaticas, produccion de
metabolitos y cofactores, ademas de la alteracion dela permeabilidad de membrana

y el desarrollo de radicales libres (Bagarinao, 1992).

1.1.7. Evaluacion en la recuperacion posterior a la hipoxia e hipoxia mas H,S

en bivalvos

Posterior a una exposicion de condicion estresante, como la hipoxia o el H2S, los
organismos pueden desarrollar secuelas temporales o permanentes. En Anadara
bringonii, se ha evidenciado que en la reoxigenacion se produce el dafio oxidativo
y se atenla mds aln en organismos expuestos previamente al H2S, ademas se
reportd que, en la reoxigenacion se incrementd la produccion de peroxidos (Wang
etal., 2021). También se ha reportado en Crassostrea virginica durante la
reoxigenacion, dafios a nivel del ADN con un niumero mayor de sitios apurinicos
(pérdida de bases) (Kurochkin et al., 2009). Estos pocos reportes son solo una
muestra de la condicidon que experimentan los organismos posteriores a la
exposicion y la evidencia de dafios prevalentes durante la recuperacion

(reoxigenacion).

1.1.8. Evaluacion del punto de no retorno (PNRsy)

La evaluacion de la tolerancia en A. purpuratus frente a una condicion letal se ha
desarrollado comtinmente con el uso del Tiempo letal medio (TLso0). Cueto-Vega
et al. (2022) determinaron que el TLso frente a la hipoxia es de 3,9 + 0,25 dias para

individuos de 33 mm de longitud y 2,7 £+ 0,35 dias para individuos de 80 mm de



longitud. Respecto al H2S, no existe informacion disponible sobre la tolerancia de
la especie; no obstante, se consideraron evaluaciones en curso sobre la tematica

para la eleccion de las concentraciones del H2S para el presente trabajo.

Evaluar la capacidad de recuperacion de los organismos posterior a la exposicion y
comprobar la probabilidad de la supervivencia que sefala el TLso no ha sido
desarrollado hasta el momento. Considerar los posibles dafos irreparables o letales
que pueden generarse durante la exposicion a la hipoxia y el H2S en bivalvos podria
ser relevante para disefiar medidas de mitigacion a estresores. Esta capacidad de
recuperacion puede aproximarse mediante el concepto del PNRso. En los inicios del
uso del concepto del PNR s se realizaron trabajos de evaluacion sobre la inanicion.
Blaxter y Hempel (1963) definieron al PNRso como la pérdida de la capacidad de
recuperacion de una especie posterior a la inanicion a pesar de tener alimento. Este
indicador se ha utilizado en peces, como el lenguado japonés Paralichthys
olivaceus y el cangrejo braquiuros, con el objetivo de determinar el tiempo en donde
el 50% de las larvas hambrientas no tengan la probabilidad de sobrevivir al agregar
el alimento (PNRso) (Anger et al., 1981; Dou et al., 2005). Sin embargo, hasta el

momento no se ha evaluado el PNR 5o con factores ambientales como el O2y el HaS.

1.1.9. Influencia del calentamiento global en la desoxigenacion de los océanos

El cambio climatico y la pérdida de la calidad del agua generan cambios
considerables sobre las propiedades fisicoquimicas de los cuerpos de agua marina
a nivel global. Los océanos mas calidos son mas propensos a perder el O2, ademas
al ser menos densos tienen mayor facilidad de estratificarse y reducir la ventilacion
en la columna de agua (Limburg et al., 2020). Tal como se menciond en secciones

anteriores, este escenario es propicio para el desarrollo de eventos mas frecuentes



de hipoxia y mayor exposicion al H»S. Si bien esta problematica del calentamiento
se evalua a nivel global, en zonas locales muy costeras, como bahias, el efecto del
calentamiento del mar puede magnificar y esto, ain mas, si se agrega el impacto
que genera la carga organica que producen los cultivos de moluscos como la de A.

purpuratus (Bakit et al., 2022).



1.2. Planteamiento del problema

A. purpuratus es una especie de interés comercial de la macrofauna bentonica del
litoral peruano que se encuentra eventualmente expuesta a la hipoxia (Cueto-Vega
et al., 2022) y aguas lechosas o turquesas que se asocian a la presencia de H2S
(Aguirre-Velarde et al., 2019b). El desarrollo de las condiciones sulfurosas sucede
episddicamente, sin embargo se espera que estos eventos sean mas frecuentes,
debido a la desoxigenacion (Espinoza-Morriberon et al., 2021), calentamiento
global y eutrofizacion del ecosistema marino (Schunck et al., 2013; Naumov et al.,
2023). A. purpuratus es tolerante bajo concentraciones minimas de oxigeno; no
obstante, eventos prolongados de hipoxia pueden afectar negativamente la
condicién del organismo y su capacidad de recuperacion hasta un punto de no
retorno. Una exposicion conjunta de hipoxia mas H2S puede ser ain mas critico y
desarrollar un efecto magnificado. Esto resulta contraproducente para las
poblaciones de A. purpuratus de bancos naturales y zonas de cultivo y en
consecuencia, a los productores del recurso, debido a la disminucion del stock,

Comercio € ingresos econdmicos.

Por otro lado, respecto a la respuesta transcriptomica, hasta la actualidad se
desconoce la expresion de genes frente a la exposicion y recuperacion a la hipoxia
e hipoxia méas H2S de la especie. Esto evidencia un vacio de informacion y el estado

del estudio de genes potenciales como marcadores moleculares.
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1.3. Justificacion

Los eventos de hipoxia e hipoxia mas H2S son una amenaza creciente para los
ecosistemas marinos costeros, especialmente en zonas de afloramiento y
productividad primaria donde se desarrolla la especie A. purpuratus. Comprender
la capacidad de recuperacion y expresion de genes a partir del PNRsoy el
transcriptoma respectivamente en este bivalvo de interés comercial (Mendo et al.,
2008; Kluger etal., 2019) es fundamental para predecir potenciales tiempos de
rescate para la hipoxia e hipoxia mas H2S. La presente investigacion se daen el
marco de la ecofisiologia y la biologia molecular de 4. purpuratus cuyos resultados
brindan una herramienta tedrica para el sector acuicola y el manejo sostenible los

ecosistemas costeros.
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1.4. Pregunta de investigacion

En este contexto, la pregunta cientifica de esta investigacion es ;Cual es el efecto
de la exposicion a la hipoxia e hipoxia mas sulfuro de hidrogeno sobre la
supervivencia, capacidad de recuperacion y la expresion de genes en dos tamafios

de A. purpuratus (Lamarck, 1819)?

12



2. OBJETIVOS

2.1. General

Determinar el efecto de la exposicion de la hipoxia e hipoxia mas sulfuro de
hidrégeno sobre la supervivencia, capacidad de recuperacion y la expresion de

genes en dos tamafos de A. purpuratus.

2.2. Especificos
e Evaluar la supervivencia a diferentes tiempos de exposicion y en la
recuperacion de dos tamainos de A. purpuratus en condiciones de hipoxia e

hipoxia mas sulfuro de hidrégeno.

e Determinar el PNRso de dos tamanos de 4. purpuratus frente a la hipoxia e

hipoxia mas sulfuro de hidrogeno.

e Evaluar y comparar la expresion de genes de un solo tamafio de 4.
purpuratus bajo normoxia, hipoxia, hipoxia mas sulfuro de hidrégeno y en
el proceso de la recuperacion posterior a la exposicion de la hipoxia e

hipoxia mas sulfuro de hidrogeno.
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3. HIPOTESIS

Se plantea la hipdtesis de que la supervivencia disminuird en el proceso de
recuperacion y que a un mayor tiempo de exposicion a la hipoxia e hipoxia
mas HzS el organismo presentara una menor capacidad de recuperacion o
hasta un PNR5so.

Se espera que el PNRso sea menor bajo la hipoxia mas H2S que solo a la
hipoxia.

Por ultimo, la expresion de genes serd temporalmente diferencial, en la fase
de exposicion se expresaran genes relacionados a mecanismos de
adaptacion o muerte celular frente a la hipoxia e hipoxia mas H2S, mientras
que en la fase de recuperacion los organismos expresaran genes asociados

al estrés o reparacion celular.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Argopecten purpuratus
La clasificacion taxondmica de la especie es:

e Filo: Molusco.

e (lase: Bivalve.

e Orden: Pectinido.

e (Género: Argopecten.

e Especie: Argopecten purpuratus (Lamarck, 1819).
Esta especie de bivalvo es llamada también “concha de abanico”, un recurso de
interés comercial y ecoldgico que se encuentra en las costas del Pacifico de Pera y
Chile (Wolff y Mendo, 2000). Su rol ecologico conlleva a remover particulas en
suspension, control de las poblaciones de microalgas y ser una fuente de alimento
para otras especies de depredadores. Suimportancia comercial se debe a que es un
recurso pesquero con un alto valor en el mercado nacional e internacional y por su
industria acuicola (Mendo et al., 2016).
La concha de abanico habita en la zona submareal en un rango de profundidad y
temperatura de3 a 30 my de 12 a22 °C respectivamente, con una distribucion entre
5° y 40°S, concentrada en zonas de alta productividad primaria como las zonas de
afloramiento (Wolff, 1988; Brand, 2006).
Esta especie presenta un manto que secreta la concha, dos valvas convexas con
crestas radiales, un cuerpo blando y un pie muscular (musculo aductor) bien
desarrollado que le permite desplazarse y escapar de sus depredadores (Mendo et

al., 2016).
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La alimentacion de la concha de abanico se basa en la filtracion, basicamente de
microalgas y particulas en suspension (Navarro et al.,, 2000), lo que permite el
aclaramiento de aguay reciclaje de nutrientes. Su actividad alimentaria puede verse
afectada por el cambio de las variables ambientales como la temperatura y la
concentracion del alimento (Riascos et al., 2009 ; Mendo et al., 2016).

Este bivalvo es una especie hermafrodita, es decir cuenta con dos sexos. Presenta
una reproduccion externa y la liberacion de sus células germinales son estimuladas
por los cambios de las condiciones ambientales como las mareas y la temperatura
(Loor y Sonnenholzner, 2014). Su ciclo de vida inicia en la columna de agua con
una fase de vida planctonica para luego pasar al fondo marino a través de una
metamorfosis a la fase bentonica donde se desarrolla como juvenil (10 mm) y logra

su madurez sexual (15-30 mm).

4.2 Sulfuro de hidrogeno (H,S)

El ciclo del azufre es un proceso biogeoquimico importante que ocurre activamente
en las zonas de minimas de oxigeno (ZMO). Como parte de este ciclo, se produce
el H2S a partir de la reduccion del sulfato SO472 en ausencia o concentraciones muy
bajas de OD (Callbeck et al., 2021). El H2S es un compuesto toxico e inestable que
puede ser oxidado con el nitrato a partir de bacterias reductoras de nitrato (NO37),y
producir azufre elemental (Schunck et al., 2013; Dale et al., 2019). El ascenso del
SY por medio del afloramiento hacen posible el acoplamiento bentopelagico y la

extension de las plumas de sulfuro o manchas blancas (Figura 1) desde la costa al

mar abierto (Ohde, 2018; Ohde et al., 2007).
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Figura 1. Plumas de azufre identificados a partir de imagenes satelitales en la costa

de Pisco y Callao (Tomado de Ohde, 2018).

La presencia del H2S ambiental generalmente es producida por la degradacion
bacteriana de la materia organica en condiciones anodxicas, en ambientes con
depdsitos de petroleo, actividad geotérmica (Riesch et al., 2015), deposito continuo
del carbono orgénico en el fondo marino, biomasa microbiana y el aumento del
consumo de Oz heterdtrofo (Rabalais et al., 2014). Por otro lado, el incremento de
la temperatura generada por el cambio climatico y la eutrofizacion producen
ambientes pobres en O2y condiciones mas frecuentes para la presencia del H2S
(Groteet al.,2012). A una temperatura y presion ambiental, el H2S es un compuesto

gaseoso incoloro con un aroma olor a huevos podridos, es téxico, inflamable,

soluble en agua y lipofilico (Li & Lancaster, 2013).
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4.3. Hipoxia

El O2 disuelto en el ecosistema marino es un compuesto demandado por la
respiracion (metabolismo heterotrofo), degradacion de la materia organica, los
procesos de re-oxidacion (metano y sulfuro) y la quimioautotrofia (oxidacion del
amonio) que ocurren en la columna de agua (Zhang et al., 2010) (Figura 2). La
disminucion de este compuesto por debajo dela capacidad detolerancia y desarrollo
de la asfixia en los organismos es conocido como la hipoxia (Diaz, 2001). Esta
condicién ocurre a una concentracion de Oz < 1.4ml/L, < 60um/L, < 2mg/L o
<30% (Ekau et al., 2010). Cabe precisar que este valor no estd generalizado, debido
a que la hipoxia puede empezar en otras especies a concentraciones mayores a la

sefialada (Vaquer-Sunyer y Duarte, 2010).
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Figura 2. Procesos de produccion y consumo de oxigeno en la columna de agua.

(Tomado de Zhang et al., 2010).
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4.4. Punto de no retorno (PNRsy)

El PNRso es usado comunmente para la evaluacion del efecto de la inanicion
(prohibicion de alimento) sobre la supervivencia (Paschke et al., 2004). Bajo esta
tematica se entiende por PNRso, como el tiempo en donde el 50% de individuos en
inanicion no logran recuperarse a pesar de otorgarle el alimento posterior al periodo
de inanicion (Anger et al., 1981). La aplicacion de este indicador también es usado
generalmente en estudios con estadios larvarios, y no solo se evalia la
supervivencia larval si no también el punto o el umbral en donde las larvas (e.g.
equinodermos) no son capaces de asentarse a pesar de proporcionar alimento
(Steinberg, 2018). El concepto del PNRso podria aplicarse también para el estudio
de otras condiciones letales como la hipoxia y H2S (Figura 5). Tal como se ha
descrito anteriormente estos factores pueden generar dafios considerables a los

organismos durante los eventos de exposicion; sin embargo, aun se desconoce qué

sucede posteriormente con la supervivencia y la capacidad de recuperacion.
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Figura 5. Representacion esquematica de la estimacion del punto de no retorno
(PNRso). (a) La linea roja continua representa el tiempo de exposicion y la linea
discontinua azul el tiempo de recuperacion. Los puntos verdes redondosindican los
valores finales de la supervivencia al término de la recuperacion. (b) Estos datos

son usados para la elaboracion de la curva de supervivencia acumulada o final y

estimar el PNRso representado por la linea amarilla (Elaboracion propia).

4.6. Transcriptoma

Mide la totalidad de transcripciones de ARN generadas en un tiempo o célula
especifica para determinar genes funcionales, procesos bioldgicos y caracteristicas
celulares de una especie (Wang y Huo, 2022). Las moléculas de ARN que incluye
la muestra para el andlisis del transcriptoma son el ARN mensajero, ARN
ribosémico, ARN de transferencia y ARN no codificante (Heux et al., 2015), no
obstante para la secuenciacion se realiza la técnica ARN-seq, la cual toma en cuenta
solo el ARN mensajero para la formacion del AND complementario (Tebani y
Bekri, 2020). En estudios experimentales, la evaluacion del transcriptoma por
tratamientos permite comparar que grupos de genes se activan o se reprimen en

ciertas condiciones y cuantificar la expresion diferencial (Chavan-Guatam et al.,

2017).
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5. METODOLOGIA

5.1 Procedimientos y técnicas para la determinacion del PNRs,

5.1.1 Aclimatacion de los organismos

Se transportaron 1200 conchas de A. purpuratus (600 de 63 +0.91 mm y 600 de 45
+ 1.92 mm) provenientes de la playa el dorado (Chimbote) hacia el Laboratorio de
Ecofisiologia Acudtica del Instituto del mar del Pera-IMARPE (La Punta-Callao).
Posteriormente, los organismos se aclimataron en un sistema de acondicionamiento
(Figura 6) que disponia de alimento y aireacion permanente (96.61 + 1.40 % de

saturacion de O2) a una temperatura de 16.42 + 0.11 °C y un pH de 7.7 £ 0.06.

4

Figura 6. Esquema delsistema deaclimatacion. (a) Cilindro verde con la microalga
Isochrysis galbana y chaetoceros calcitrans las cuales eran transportadas (conducto
verde) al sistema de recirculacion a través de una (h) bomba peristaltica. (g) El
enfriador (chiller) estuvo configurado para que mantenga la temperatura del sistema

a 16°C. (d) El conducto celeste representa el envio de agua hacia los (b) tanques
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por accion dela (c) bomba de agua sumergible y el () conducto amarillo representa

el retorno del agua hacia (f) tanque azul (tanque de depdsito).

5.1.2. Diseiio experimental para la evaluacion del PNR5

Se prepararon 10 canastas de malla plastica en la cual se distribuyeron 15 conchas
de45mm y 15 conchas de 63 mm en cadauna. Cada canasta represent6 un tiempo
de exposicion (dias) (0.5d,1d,1.5d,2d,2.5d,3d,3.5d,4d,4.5d,5d) (Figura
7). Los organismos (cada canasta) se mantuvieron en condiciones combinadas de
hipoxia mas H2S segtn su tiempo de exposicion (E) y luego fueron transportados a
una fase de recuperacion. Esto mismo proceso de desarrolld para la exposicion a la

hipoxia. La fase de recuperacion culmin6 cuando ya no se registraron mortalidades.
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Figura 7. Esquema de los tiempos de exposicion de Argopecten purpuratus.

5.1.3. Fase de exposicion.

5.1.3.1. Exposicion a la hipoxia mas H,S

Se utilizdé un tanque cuadrangular (tanque de exposicion) con un volumen de agua

de mar de 320 L con 10 unidades experimentales (n=15 por tamafio) y un envase
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adicional de 60 L (tanque matriz) para la dilucién del H2S al tanque de exposicion.
Se colocaron tres sensores de O2 y un sensor de pH en el tanque de exposicion,
ademas de un sensor de Oz en el tanque matriz conectados a un multipardmetro de
la marca WTW. Luego, se inyectd N2 gaseoso en ambos tanques para mantener la
condicion de hipoxia (OD = 2.5%). Posteriormente, se agregd 5 y 1.5 g de sulfuro
de sodio monohidratado al 98% - S2006-500G (An et al., 2020) en el tanque matriz
y en el tanque de exposicion respectivamente. Para mas especificaciones revisar el
protocolo de la preparacion y recambio delH2S (Anexo 1). El periodo de exposicion
al H2S inicié con el encendido de la bomba peristaltica programada a 49 RPM
(revoluciones por minuto), encargada de mantener el flujo continuo de H2S del
tanque matriz al tanque de exposicion por dos dias (Figura 5). Posterior a este
periodo el flujo de agua solo fue de agua de mar hipoxica hasta el dia cuatro. Para

mas especificaciones revisar el protocolo de la medicion del H2S (Anexo 1).
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Figura 5. Diagrama del sistema de exposicion al H2S. (a) Bomba peristaltica, (b)

multiparametro WTW, (c¢) tanque matriz , (d) sensor de oxigeno, (¢) bomba deagua,
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(f) tanque de nitréogeno, (g) , canastas de malla plastica, (h) sensor de pH, (i) chiller
y (j) controlador de temperatura del chiller. El agua de mar es enviada por el
conducto celeste y retorna por la via azul al tanque de exposicion. La linea amarilla
representa el transporte del agua de mar con H2S hacia el tanque de exposicion. La
linea gris continua y discontinua representa el flujo del gas N2 hacia el tanque

matriz y al tanque de exposicion respectivamente.

5.1.3.2. Exposicion a la hipoxia

Una vez culminado el experimento dela exposicion combinada de la hipoxia mas
el HaS se realizd la exposicion unica de la hipoxia. Se lavo el tanque de exposicion,
se acondiciono a 16 °C y se redujo la saturacion de oxigeno con el mismo método
utilizado en la exposicion anterior. Asimismo, se utilizo el mismo nimero de
organismos por tamano. Para mantener la hipoxia se utiliz6 una computadora
Raspberry con un software que registraba y regulaba la concentracion de la
saturacion de Oz a partir de la informacion registrada por los sensores WTW. El
programa se configurd para la apertura automatica de las llaves peristalticas que

transportaban N2 al tanque de exposicion en caso la saturacion de O2 sea mayor a

2% (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama del sistema de exposicion a la hipoxia. (a) Computadora

Raspberry, (b) multiparametro WTW, (c) tanque de N2, (d) valvulas solenoide, (e)
canastas de malla plastica, (f) sensor de oxigeno, (g) bomba de agua, (h) sensor de
pH, (i) chiller (enfriador) y (j) controlador de temperatura del chiller. El conducto
celeste representa el transporte del agua de mar hacia el chiller mientras que el
conducto azul representa el retorno hacia el tanque de exposicion. La linea roja

representa el flujo de N2 hacia el tanque de exposicion.

5.1.4. Fase de recuperacion

Para ambas condiciones de exposicion y tamafio, los organismos fueron retirados
en sus canastas segun su tiempo de exposicion. Luego se trasladaron al sistema de
aclimatacion para su recuperacion. En esta fase se registro la supervivencia cada
doce horas. La muerte se confirmé cuando el organismo no juntaba las valvas ante
las pulsaciones que se realizaban con una bagueta sobre las conchas. A cada

organismo muerto, se realizd la medicion de la altura valvar, diseccion y registro
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delpeso de la gonada y el soma. Estas muestras fueron rotuladas y almacenadas en

una congeladora para posteriores analisis.

5.1.5. Determinacion del PNRs5

En la presente investigacion, se definio el concepto de PNRso como el tiempo de
exposicion limite frentea la hipoxia y al H2S, donde posteriormente los organismos
pierden la capacidad de recuperarse a pesar de encontrarse en un medio con
normoxia (Yan et al, 2009). El PNRso se determind con los datos de la
supervivencia final registrada en la fase de recuperacion de cada tiempo de

exposicion para hipoxia e hipoxia mas H2S segun el tamafio (Paschke et al 2004)

5.2. Determinacion del factor de estado energético (FEE)

Se disecciond y se peso el soma y las gonadas de todos los organismos evaluados
para cada condicion (control (normoxia), hipoxia e hipoxia mas H2S). Se ubicaron
por separado las gonadas y el soma en un papel aluminio y se secaron en una estufa
a 60°C por 72h. Luego, se peso el tejido seco en una balanza analitica y registraron

los pesos para el calculo del factor de estado a partir de la siguiente férmula.

peso seco de la gonada

FEE=< )*100

peso seco del soma
5.3. Analisis estadistico:

5.3.1. PNRs

Se utiliz6 el modelo no paramétrico de Kaplan Meier del paquete estadistico

survival para la elaboracion de la curva de supervivencia (Therneau, 2023) y la
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prueba de chi-cuadrado para la evaluacion de las diferencias significativas entre

los PNRso con el programa R-studio (R Core Team, 2020).

5.3.2. Factor de estado energético

Se analiz6 la distribucion normal con la prueba de Shapiro-Wilks y las diferencias
de medias de los grupos de datos de facto de estado energético por tamano para el

control (normoxia), la hipoxia e hipoxia mas el H2S con la prueba de Mann Whitney

en el R-studio (R Core Team, 2020).

5.4. Procedimientos y técnicas para el analisis molecular

5.4.1. Obtencion d°fluorometro Qubit 4 (Invitrogen). Para evaluar el nivel de
integridad del ARN, se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa al 1% en
buffer TBE (1X). La visualizacion del ARN se realiz6 con GelRed en un

transiluminador UV-VIS.

5.4.4. Preparacion de muestras para secuenciacion y procesamiento de lecturas

De las cincos muestras procesadas por tratamiento se seleccionaron 3 de cada una
(control, exposicion a la hipoxia, exposicion al H2S, recuperacion a la hipoxia y
recuperacion al H2S), con el mayor indice de calidad y cantidad del ARN. Un total
de 15 muestras, fueron construidas las librerias TruSeq Stranded mRNA y
secuenciadas en la plataforma NovaSeq 6000 150PE (2x150bp) de Illumina,

considerando aproximadamente 20M de reads, en Macrogen (Korea).

A partir de los transcriptomas secuenciados, el primer paso consistio en evaluar la

calidad de las lecturas con el software FastQC (Andrews, 2010). Las lecturas de
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baja calidad se eliminaron y se filtraron las secuencias de adaptadores de las

librerias, con el programa Trimmomatic v0.40 (Bolger et al., 2014).

5.4.5. Analisis de anotacion y enriquecimiento y expresion diferencial

Se generd un ensamble de novo con Trinity (Grabherr et al., 2011), el cual fue
optimizado con la eliminacion de las redundancias a partir del programa cd-hit. El
mapeo de lecturas se realizé con Kallisto v0.44.0, se cuantificaron los transcritos y
se identificaron los genes expresados diferencialmente. Los valores de fold-change
positivos y negativos fueron considerados como sobre y sub expresion. La
anotacion y el enriqueciendo se realizo en el programa OmicsBox 3.3
(https://www.biobam.com/omicsbox/), y se evaluaron Blast, GO Mapping, GO

annotation, Combined Pathway Analysis.

Finalmente, se elaboraron los mapas de calor para determinar los grupos de genes
encendidos y apagados entre el control (normoxia) y la hipoxia, la hipoxia mas el
H2S, asi como entre recuperaciones de la hipoxia e hipoxia mas H2S a partir de la

funcion heatmap del paquete dplyr (Wickham et al., 2023) en el programa R-studio

(R Core Team, 2020).
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6. RESULTADOS

6.1. Supervivencia

Durante la fase de exposicion a la hipoxia mas el H2S las conchas de 63 y 45 mm
mostraron una supervivencia menor al 50% a partir del dia 3 de exposicion,
mientras que frente a la hipoxia en conchas de 63 mm y 45 mm fue a partir de los

3.5 y 2.5 dias de exposicion respectivamente.

Al culminar la fase de recuperacion para los organismos expuestos previamente a
la hipoxia mas el H2S se observd una supervivencia del 100 % en conchas de 63 y
45 mm derivados de 0.5 y 1 dia de exposicion, mientras que en la hipoxia solo se

evidencid esta condicion para los organismos de 63 mm que estuvieron expuestos

a 0.5y 1.5 dias.

Frente a la hipoxia mas H2S al terminar la fase de recuperacion la supervivencia
fue menor al 50% para conchas de 63 mm a partir de 2.5 diasy de 45 mm fue a los
2 dias de exposicion, mientras que para los individuos expuestos previamente a la
hipoxia la supervivencia fue menor a un 50% para conchas de 63 y 45 mm a partir

del dia 3 y 1.5 respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Supervivencia de 4. purpuratus en funcion al tiempo derecuperacion para

cada tiempo de exposicion frente a la hipoxia e hipoxia mas sulfuro segiin tamao.
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6.2. PNRs

Se determino que el PNRso de 4. purpuratus frente a la hipoxia mas H2S fue 2.5 y
2 dias de exposicion para conchas 63 y 45 mm, respectivamente (p > 0.05) (Figura
8), mientras que frente a la hipoxia el PNRso fuede 3y 1.5 dias de exposicion para
conchas de 63 y 45 mm (p < 0.05) (Figura 9). Los PNRso de las curvas de
supervivencia para las conchas de 63 mm frente a la hipoxia e hipoxia mas H2S,
no presentaron diferencias significativas (p >0.05) (Figura 10). Caso contrario se

observo para las conchas de 45 mm, donde los PNRso si presentaron diferencias --

significativas (p < 0.05) (Figura 11).
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Figura 8. Curva de supervivencia de Kaplan Meier para dos tamaios de A.

purpuratus frente a la exposicion a la hipoxia mas el HaS.
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Figura 9. Curva de supervivencia de Kaplan Meier para dos tamafios de A.

purpuratus frente a la exposicion a la hipoxia.
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Figura 10. Curva de supervivencia de Kaplan Meier para organismos de 63 mm de

A. purpuratus frente a la exposicion a la hipoxia e hipoxia mas H2S.
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Figura 11. Curva de supervivencia de Kaplan Meier para organismos de 45 mm de

A. purpuratus frente a la exposicion a la hipoxia e hipoxia mas H»S.

6.3. Expresion génica a partir de transcriptoma

6.3.1. Lecturas y transcritos

Como resultado del analisis de la expresion de genes del transcriptoma de A.
pupuratus se obtuvo un nimero total de reads (lecturas) de 497, del mismo modo
se determino este valor para los reads limpios (lecturas finales). Respecto al nimero

de contings (transcritos) este fue de 300624 y los contigs optimizados (cluster)

fueron un total de 186264.

6.3.2. Anotacion funcional

El nimero de términos GO fue mayor en comparacion a los términos KEGG en la

exposicion y recuperacion a la hipoxia. Se observaron dos categorias para la
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exposicion a la hipoxia con un mayor porcentaje de secuencias y numero de
términos GO para la categoria de funcidon molecular, mientras que en la
recuperacion a la hipoxia las tres categorias (funcion molecular, componente celular
y procesos biologicos) presentaron altos porcentajes de secuencias pero un mayor
nimero de términos GO relacionados a funciones moleculares (Figura 12). Frente
a la exposicion de la hipoxia mas el H2S se observo de la misma manera un mayor
numero de términos GO en comparacion a los KEGG pero no mas que lo observado
en la exposicion y recuperacion a la hipoxia. En esta oportunidad solo se
encontraron las categorias para la exposicion a la hipoxia mas el H2S y no en la

recuperacion (Figura 13).
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Figura 12. Numero de genes con expresion diferencial (DEG), términos totales y

enriquecidos (E) de GO y KEGG subestimados (UP-GO y UP-KEGGQG), entre la

exposicion a la hipoxia y el control, asi mismo entre la recuperacion a la hipoxia y

el control.
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Figura 13. Numero de genes con expresion diferencial (DEG), términos totales y
enriquecidos (E) de GO y KEGG subestimados (UP-GO y UP-KEGG), entre la

exposicion al H2S y el control, asi mismo entre la recuperacion al H2S y el control.

6.3.3. Expresion diferencial

Se encontrd un mayor nimero de genes con expresion diferencial comunes entre el
grupo de organismos de la exposicion y de la recuperacion, tanto para la hipoxia (n
= 416) como en la hipoxia mas el H2S (n=131). Ademas, se observo que los
individuos de la exposicion (n=318) y recuperacion (n=823) de la hipoxia,
presentaron un mayor nimero de genes con expresion diferencial con respecto al
grupo dela exposicion (n=157) y la recuperacion (n=307) de la hipoxia mas el H2S.
Por otro lado, el enriquecimiento de categorias GO fue mayor en la exposicion a la
hipoxia (n=34) y solo 5 de estas categorias fueron comunes para la exposicion a la

hipoxia mas el H2S (Figura 14).
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Figura 14. (a) Diagrama de Venn sobre el nimero de genes con expresion
diferencial totales (en negrita), comunes y Unicos entre el control y la exposicion a

la hipoxia (C vs EH), entre la exposicion y la recuperacion a la hipoxia (EH vs RH)
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y entre el control y la recuperacion a la hipoxia (C vs RH). (b) Numero de genes
con expresion diferencial totales (en negrita), comunes y unicos entre el control y
la exposicion a la hipoxia méas el H2S (C vs ES), entre la exposicion y la
recuperacion a la hipoxia mas el H2S (ES vs RS) y entre el control y la recuperacion
a la hipoxia mas el H2S (C vs RS). (c) Numero de términos ontologicos GO
enriquecidos Unicos entre la exposicion a la hipoxia y el control (C vs EH), entre la

hipoxia mas el H2S y el control (C vs ES) y los términos GO que compartes ambos

grupo.

En los mapas de calor se observo para cadacomparacion (control vs hipoxia, control
vs hipoxia mas H2S, control vs recuperacion a la hipoxia y el control vs
recuperacion a la hipoxia mas H2S) dos grupos (clados) de genes encendidos y
apagados segun la condicion (Anexo 3, figura 1 al 4). De este grupo de genes
encendidos con expresion diferencial para la exposicion a la hipoxia se identificd
una lista de genes asociados al metabolismo del piruvato, metabolismo del
glucdégeno, metabolismo de pirimidina, actividad de la hidrolasa, fosforilasa,
monoxigenasa, oxidorreductasa y quinasa (Figura 15). En la exposiciéon a la
hipoxia mas el H2S la lista de genes se centrd6 en su mayoria a procesos de
regulacion a la apoptosis y necrosis (Figura 16). En la recuperacion a la hipoxia se
encontraron genes de respuesta al estrés como la Hsp70 y en la recuperacion al HzS

genes de reparacion celular (Figura 17 y 18).
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Figura 15. Genes con expresion diferencial por cada funcion de A. purpuratus de
63 mm frente a la hipoxia. Los procesos biologicos de color rojo contienen genes
con mayor expresion, amarillo mediamente y verde en menor medida.
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Figura 16. Genes con expresion diferencial por cada funcion de A. purpuratus de
63 mm frente a la hipoxia mas H2S. . Los procesos biologicos de color rojo
contienen genes con mayor expresion, amarillo mediamente y verde en menor
medida.
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40



A partir del analisis de grupos de genes se determinaron funciones comunes y
unicas para la exposicion y recuperacion. En la exposicion a la hipoxia se observo
que los organismos buscan el equilibrio para hacer frente a la ausencia de oxigeno,
con el uso de energia a partir del metabolismo e inhibicion de la muerte celular. Al
terminar la exposicion y pasar a la fase de recuperacion los organismos presentaron
aln estos dos ultimos procesos, pero con un estrés permanente. En la exposicion a
la hipoxia mas H>S los organismos mostraron una actividad metabolica activa,
regulacion de la apoptosis y una experimentacion de estrés por efecto del proceso
de inflamacion frente a esta condicion. Por su parte durante la fase de recuperacion

predomind la homeostasis proceso encargado de la posible desintoxicacion que

desarrollaron los individuos (Figura 19).
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Figura 19. Esquema sobre el grupo de funciones determinadas segin la
composicion de genes para la exposicion a la hipoxia, hipoxia mas H2S y en la
recuperacion de 4. purpuratus de 63 mm.
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7. DISCUSION

7. 1. PNR5

La supervivencia determinada de A. purpuratus durante la exposicion combinada
de la hipoxia mas el H2S es una evidencia novedosa y aproximada sobre la
tolerancia de la especie; no obstante, existen investigaciones en curso que buscan
determinar la tolerancia media, a partir del célculo del TLso. Respecto al efecto
unico de la hipoxia en los organismos de 63 mm es cercano al valor del LTso (2.7
dias) reportado para la especie (Cueto-Vega et al., 2022). Sin embargo para el caso
de los organismos de 45 mm se observd un efecto contrario. Los organismos de 63
mm durante la exposicion presentaron mayor capacidad para hacer frente a la
hipoxia e hipoxia mas H>S a diferencia de los de 45 mm, lo cual se contradice con
lo reportado por Cueto-Vega et al (2022) y Vaquer-Sunyer y Duarte (2010). Una
explicacion frente a este resultado podria basarse en el estado o condicion que
presentaron los individuos de 45 mm, debido a que el factor de estado energético

de este grupo de individuos de fue menor a la de los de 63 mm (p < 0.05).

La evaluacién de una fase de recuperacion posterior a la exposicion de la hipoxia e
hipoxia mas H2S permitié observar como la supervivencia continu6 reduciéndose a
pesar de que los organismos se encontraban en condicion de normoxia y con
alimento. Este resultado es relevante, debido a que demuestra como el organismo
pierde la capacidad de recuperarse segiin el tiempo de exposicion previo que
experimenta. Los resultados demuestran que en un menor tiempo de exposicion en
comparacion con lo que sefiala el LTso, se puedenalcanzar valores de supervivencia
por debajo del 50% tanto para la hipoxia como en la hipoxia mas sulfuro. Esto

indicaria que no s6lo se deberia determinar la tolerancia media de una poblacion a
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partir de la evaluacion de la supervivencia durante la exposicion, sino que, se debe
tener en cuenta el monitoreo y viabilidad dela especie en el ecosistema durante la
recuperacion. Los reportes sefialan que la exposicion a la hipoxia mas el H2S pueden
reducir la tasa de respiracion, la tasa de excrecion y posibles dafios a nivel del
epitelio ciliar en las estructuras branquiales (Nagasoe et al., 2011, Zhang et al.,
2024). Es posible que estos efectos puedan haber ocurrido e influido
desfavorablemente en la actividad alimenticia y en la obtencion de energia de A.
purpuratus (63 mm) durante la fase de recuperacion, lo que explicaria la pérdida de
la capacidad de recuperacion y en consecuencia el incremento de la probabilidad de

muerte.

El presente trabajo es el primer reporte que se utiliza el concepto del PNR 50, como
un indicador sobre el limite de la capacidad de recuperacion de un organismo, en
funcion a un tiempo de exposicion frente a la hipoxia e hipoxia mas H2S. No
obstante este indicador se ha aplicado en estudios sobre la tolerancia a la inanicion
y la evaluacion en la capacidad derecuperacion en fase larval en moluscos posterior
a la privacion del alimento. En larvas del gasteropodo Babilonia habei el PNRso
frente a la inanicion es de 2 dias (Zheng et al., 2005), sin embargo el PNRso varia

ampliamente en bivalvos y puede extenderse inclusive a mas de dos semanas sin

alimento y no llegar a su PNRso (Moran y Manahan, 2004).

Alinicio dela investigacion se presumiod que existia un tiempo de exposicion para
la hipoxia e hipoxia mas H>2S, en el cual, la mitad de los organismos perdian la
capacidad de recuperarse posterior a la exposicion. A partir de la evaluacion de la
supervivencia durante la fase de recuperacion se logrd evidenciar este supuesto, con

registros de supervivencias menores al 50 % tal como se mencion6 anteriormente.
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Ademas, se comprobd sélo en organismos de 63 mm, que la capacidad de
recuperacion se vio mas comprometida cuando los organismos se encontraron en

condiciones combinadas de hipoxia mas H2S que s6lo a la hipoxia.

Este indicador de supervivencia propone una nueva manera de comprender la
posible respuesta de A. purpuratus en el medio natural frente a eventos de hipoxia
y H2S. Su aplicacion traeria consigo un mejor entendimiento del efecto separado y
conjunto de la hipoxia y el H2S sobre las poblaciones de cultivo de la especie. Por
otro lado, dicha informacién es una herramienta potencial para la elaboracion de
futuros métodos de rescate de cultivos de A. purpuratus. Se espera que el uso de los
PNRs¢ determinados sean aplicados como limites de tiempos de exposicion frente
a la hipoxia e hipoxia mas H»S, con el objetivo de evitar pérdidas economicas. No
obstante, mediciones de las concentraciones de hipoxia y H2S de alta frecuencia y
en tiempo real son fortalezas que pueden aun optimizar el manejo del recurso frente

a estas condiciones.

7.2. Expresion génica

El andlisis transcriptomico reveld un mayor nimero de genes con expresion
diferencial, y categorias enriquecidas en la exposicion a la hipoxia que a la hipoxia
mas el H2S. Esto quizas esta asociado a que pocas rutas relacionadas al sulfuro han
sido estudiadas. Los resultados mostraron que A. purpuratus activa procesos
biologicos y moleculares para hacer frente a la hipoxia. El gen CDC42SE2-like
(CDK small effector protein 2-like) y el gen GRHPR-like (glyoxylate
reductase/hydroxypyruvate reductase-like) identificados en la exposicion a la
hipoxia estan relacionados a procesos de regulacion de la transduccion de sefiales

de la proteina Rho, uniéon de GTPasa (citoesqueleto) y metabolismo del piruvato.
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Lacal (1997) menciona que la GTPasa regula la proliferacion celular y la apoptosis,
lo cual concuerda con otras funciones de genes encontrados en los resultados, como
es el caso del gen BIRC7-like (baculoviral IAP repeat-containing protein 7-like) y
baculoviral IAP repeat-containing protein 2/3 y 7/8. Carroll y Well (1995) senalan
que el metabolismo del piruvato en bivalvos se basa en la conversion del piruvato
alactato a través de la piruvato sintasa. Este proceso esta relacionado con la funcion
del gen glycogen-binding subunit 76A-like descrito en el presente trabajo, por la
relacion en la union al glucogeno y la proteina fosfatasa que son esenciales para la
obtencion de glucosa y piruvato a partir del glucdégeno. Esto podria explicar como
A. purpuratus tolera la condicion de hipoxia y activa estas herramientas
moleculares para mantener la supervivencia, asi mismo como este influye sobre el

PNRso.

Durante la fase de recuperacion a la hipoxia, la expresion diferencial sefiala un
conjunto de genes asociados a procesos de reparacion, plegamiento de proteinas y
la actividad dela Hsp 70. Elreporte de esta chaperona en el proceso de recuperacion
es comparable con lo obtenido por Giannetto et al., (2017), quien report6 este tipo
de chaperona en el mejillon Mytilus galloprovincialis con una expresion de once
veces mayor en comparacion al control. Esta tendencia puede deberse a la respuesta
de la chaperona frente al estrés producto de la una acumulacion de especies
reactivas de oxigeno ocurridas en la reoxigenacion (Kregel 2002). La presencia de
Hsp70 en la fase de recuperacion, demuestra que los organismos siguen
presentando signos de estrés o dafios permanentes por la exposicion previa a la
hipoxia y que pueda seguir viéndose comprometida la capacidad de recuperacion

de la especie. Esta interpretacion permite comprender, no solo la respuesta
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molecular que experimenta la especie durante la recuperacion, sino también para
no considerar Unicamente la ausencia de muertes para culminar la fase de

recuperacion.

Por otro lado, los genes con expresion diferencial identificados en la exposicion a
la hipoxia mas el H2S demuestran que A. purpuratus intensifica la activacion de la
via de senalizacion de VEGF y MAPK, responsables de la apoptosis, necrosis o
inflamacion, ademas de proteinas encargadas dela prevencion dela apoptosis. Cabe
mencionar que durante la exposicion a la hipoxia e hipoxia mas el H2S estd presente
el gen del tipo BIRC encargado de la prevencion de la apoptosis y necrosis, no
obstante, este gen esta sobre expresado en mayor medida frente a la exposicion en
condiciones combinadas de hipoxia mas H2S que solo en la hipoxia. El efecto de
necrosis e inflamacion identificado frente a ambos estresores puede confirmarse a
partir de la observacion de ampollas y tejido inflamado que se encontrados en los
organismos muertos. La sobre expresion del gen BIRC ha sido reportada también
en otros bivalvos frente al H2S, como es el caso de Anadara broughtonii y
Tegillarca granosa (Wang et al., 2019; Yang et al., 2023). Por otro lado, Lin et al.,
(2019) reportaron que las vias de sefalizacion de MAPK se pueden activar como

respuesta al alto nivel de produccion de ROS en el interior de la célula provocando

la apoptosis y el efecto letal sobre el individuo.

En la recuperacion posterior a la exposicion a hipoxia mas el H2S el gen que
codifica a la proteina BTB/POZ domain-containing protein 2-like fue el que
presentd mayor expresion. Esta proteina presenta un dominio relacionado a la
apoptosis, el crecimiento celular, la migraciéon y diferenciacion celular (Liu et al.,

2011). Del mismo modo que se observd en la recuperacion posterior a la hipoxia,
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A. purpuratus aunque no presentd mortalidades posterior a los 7 dias de
recuperacion, a nivel molecular los organismos presentan rezagos de la exposicion,

que pueden afectar comprometer aun mas la supervivencia en un largo periodo.
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8. CONCLUSIONES

Se cumpli6 la hipdtesis respecto a que la supervivencia de Argopecten purpuratus
frente a la hipoxia e hipoxia mas H2S, disminuye durantey después dela exposicion

a estos estresores, tanto en organismos de 63 mm como de 45 mm.

Respecto a la capacidad de recuperacion, se cumplio la hipotesis de que el PNRso
fue menor frente a la exposicion a la hipoxia mas H2S que solo a la hipoxia. Esto
solo se cumplié en organismos de 63 mm aunque no se utilizaron replicas por cada
tiempo de exposicion. Respecto a los organismos de 45 mm no se logré comparar
y evidenciar el efecto de ambas condiciones debido a que el factor de condicion
energética fue muy bajo, es decir los organismos presentaron un masa gonadica

(energia disponible) menor en funcion al soma.

Se identifico que solamente en organismos de 63 mm expuestos a la hipoxia se
expresd un grupo de genes relacionados principalmente a la homeostasis y al
metabolismo, y en menor medida a la inhibicién dela apoptosis, mientras que frente
a la exposicion combinada de la hipoxia y el H2S se expresaron genes asociados
principalmente a la regulacion de la apoptosis, necrosis y el metabolismo, y en
menor grado al estrés. Finalmente, en la fase de recuperacion posterior a la hipoxia
los organismos expresaron diferencialmente genes de estrés, mientras que en la fase
de recuperacion posterior a la hipoxia mas H2S se identificaron solo genes

encargados de la homeostasis.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuros estudios considerar parametros fisiolégicos como la
tasa de aclaramiento o filtracion, tasa de excrecion y tasa de respiracion como
variables que expliquen la recuperacion de los organismos. Ademas, se recomienda
desarrollar andlisis complementarios de histologia de los tejidos gonadales y el
hepatopancreas que permitan corroborar los dafios fisicos observados durante la

exposicion a la hipoxia mas el H2S

En el presente estudio se recomienda desarrollar un sistema de monitoreo en tiempo
real de las concentraciones de oxigeno disuelto y monitoreo diario del H2Sy a partir
de los PNR5so calculados elaborar un sistema de método de rescate de cultivos e

identificacion de areas no adecuadas para la produccion de A. purpuratus.

Respecto a la parte molecular se recomienda evaluar en futuros trabajos desarrollar
estudios moleculares sobre la validacion de los genes identificados para mejorar la
compresion de la respuesta del transcriptoma de la especie y proponer indicadores
moleculares que permitan identificar el estado de los organismos durante y después

de una exposicion frente a la hipoxia e hipoxia mas el H»S.

Por otro lado se recomienda conocer el PNR5so en diferentes tamafios o etapas de
vida de 4. purpuratus y comparar la capacidad de recuperacion y respuesta del

transcriptoma. Por ultimo, es de suma importancia tener en cuenta la condicion del
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organismo para este tipo de estudios experimentales con el objetivo de evidenciar

el efecto unico del factor de exposicion.
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11.

ANEXOS

12.1Anexo 1

PROTOCOLO PARA LA PREPRACION DEL H,S EN EL TACHO

10.

Botar el agua del tacho (abrir /desenroscar la salida de la toma de muestra

de agua).

Llenar el tacho con agua de mar hasta el nivel marcado (linea blanca).

. Prender la bomba.

. Abrir la llave general del tanque de Nitrogeno, luego abrir la llave pequefia

solo hasta obtener burbujas pequeias.

Colocar la tapa de foam dentro del tanque que encaje con el espacio para los
cables.

Colocar la tapa plastica propia del tacho logrando que el tubo ingrese dentro
del agujero del foam.

Esperar que el WTW registre 2.5% de saturacion de oxigeno para cerrar el
flujo de nitrégeno (cerrar todas las llaves).

Pesar 5 g de sulfuro de sodio monohidratado en una ldmina de papel
aluminio

Extraer 50 ml de agua en un beaker del tacho por la salida
inferior(manguera pegada al beaker- inclinado)

Agregar los 5 g de sulfuro de sodio monohidratado al beaker (con agua
hipoxica) y mezclar con una bagueta lentamente hasta eliminar todo los

cristales del fondo.



11. Agregar la mezcla con un embudo por el tubo transparente.

12. Esperar 2 minutos

13. Luego apagar la bomba

PROTOCOLO DE PREPARACION DE VIALES PARA LA FIJACION

DE H,S

. Agregar acetato de zinc en un beaker pequefio segun la cantidad a utilizar.

Agregar en cada vial (limpio) 2.5 ml (2500 u/l) de acetato de zinc con la
micropipeta.

Rotular

PROTOCOLO PARA TOMAR MUESTRA DE AGUA CON SULFURO

1.

2.

Tener listo los viales con 2.5 ml de acetato de zinc.

Lavar la pipeta de vidrio con agua destilada.

Levantar la tapa pequefia de cada cuadrante 1 y hundir la pipeta hasta el
nimero 0 ml (dibujado en la pipeta).

Tomar la primera muestra de agua (10ml) y luego eliminarla

. Volver a tomar la muestra por segunda vez (10ml) y agregar en los viales

7.5 ml (con la punta de pipeta pegada a la pared del vial sin tocar el acetato
de zinc y dejar caer el agua suavemente para evitar el burbujeo).

Hacer lo mismo para cada cuadrante pequefio (2,3 y 4).



PROTOCOLO DEL MANEJO DE REACTIVOS PARA LA LECTURA

DE H,S

1. Colocar papel doble en el area de trabajo (mesa de trabajo).

2. Usar guantes y mandil

3. Abrir el reactivo 1 (color azul oscuro / negro)

4. Tomar con la micropipeta 250 uL

5. Agregar en cada vial.

6. Luego de a ver usado el reactivo 1, se debe cerrar y guardar el envase.
7. Posteriormente, se debe abrir ¢l envase del reactivo 2.

8. Tomar con la micropipeta 250 uL.

9. Agregar en cada vial.

10. Luego esperar 1 hora para leer la muestras en el espectrofotometro.

4.5 2.5 15 3.5 0.5

Figura 1. Distribucion aleatoria de las canastas en el tanque de exposicion para el

H>S.



Figura 2. Distribucion aleatoria de las canastas en el tanque de exposicion para la

hipoxia.



11.2.Anexo 2

Tabla 1. Resultado del procesamiento de las muestras en el Nanodrop respecto al
control, exposicion al sulfuro de hidrogeno (ES), exposicion a la hipoxia (EH),

recuperacion al sulfuro de hidrégeno (RS) y recuperacion a la hipoxia.

Condicion Nanodrop (ng/ul) A260/A280 A260/A230 Qubit (ng/ul)

Control 639.5 1.93 1.87 56.8

Control 12523 1.94 2.02 37

Control 1301.4 1.93 1.91 87.4
ES 1856.1 1.94 1.67 52.6
ES 1856.1 1.94 1.67 52.6
ES 1856.1 1.94 1.67 52.6
EH 2048.7 1.95 1.85 192
EH 1402.4 1.94 2.07 51
EH 975.1 1.96 2.26 50
RS 1709.4 1.96 1.97 200
RS 13342 1.93 1.89 324
RS 1631.2 2.01 1.8 82
RH 1429 2 2.11 44 .4
RH 1518 2.03 1.72 448

RH 16754 1.95 2.24 110




11.3. Anexo 3:

Tabla 1. Valores promedio de las condiciones fisicoquimicas del agua.

Eventos 02 (%) pH T° C

Exposicion al H2S 041+0.62 7.77+0.42 15.81+0.71
Exposicion a la Hipoxia 044 +£047 7.61 +£0.16 15.93+£0.08
Recuperacion 100.56 £3.03 7.86+0.07 16.32+0.13

Tabla 2. Valores promedios de la altura valvar (Av), y factor de estado (FEE).

Tratamiento Av (mm) Factor de estado energético
(mediazds)
Control 62.53+1.41 7.21+£2.82
47.13+£0.83 7.03+4.29
H:S 62.14+£1.78 8.83 £3.64%
4339+7.21 8.05+4.26%
Hipoxia 63.88 £3.81 927 +£521%
4448 £4.07 5.68£5.91%

*Presentan diferencias significativas (p < 0.05).
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