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RESUMEN

Los eventos de hipoxia y acidificacion de los mares son procesos vinculados con el
cambio climatico. Sus efectos sinérgicos han sido poco estudiados, a pesar, de la frecuente
manifestacion combinada de estos factores. En la costa peruana los eventos de hipoxia y
acidificacion coexisten llegando a presentar valores criticos, sin embargo, son atribuidos
al afloramiento costero. Estos episodios de estrés pueden estar provocando rendimientos
fisiologicos deficientes en la concha de abanico (Argopecten purpuratus), el recurso
marino mas importante para la acuicultura en el Perd. En este contexto, este estudio
planteo evaluar el efecto del pH acido e hipoxia en juveniles de A. purpuratus de 12.69 +
1.57mm de altura. Para ello se uso un disefio factorial de cuatro tratamientos: Interaccion
acidez e hipoxia (20% + pH 7.4), solo hipoxia (20% + pH 7.8), solo acidez (100% + pH
7.4), y control (100% + pH 7.8) y se evalud la tasa de aclaramiento, crecimiento,
sobrevivencia y selectividad de microalgas. Las condiciones experimentales fueron
simuladas a nivel de laboratorio mediante la adicion de N2, para simular la hipoxia, y CO2
para simular la acidez. Las tasas de aclaramiento estandarizadas fueron 2.84 L.h" en el
tratamiento control, 2.17 L.h™ en hipoxia, 1.69 L.h™ en acidez y 1,48 L.h"! en interaccion,
encontrandose diferencias significativas (p<0.05); lo cual demuestra que existio un ajuste
fisiolégico en condiciones de estrés y estrés multiple. Por su parte, la tasa de crecimiento
fue significativamente menor (p<0.05) en los tratamientos que tenian la acidez como
variable estresora. En cuanto a la sobrevivencia, esta fue significativamente menor
(p<0.05) bajo condiciones de acidez. Nuestros resultados evidencian que el estrés por pH
acido tiene efectos mas perjudiciales que el estrés por hipoxia prolongada y dan una de
las primeras evidencias del efecto sinérgico negativo sobre la biologia de la concha de

abanico.

Palabras clave: Argopecten purpuratus, tasa de aclaramiento, crecimiento, acidez,

hipoxia.



ABSTRACT

Hypoxia and acidification on ecosystems along the coasts are events related to climate
change. Their synergistic effects have been little studied, despite of the frequent combined
manifestation of these factors. On the Peruvian coast, hypoxia and acidification events
coexist, reaching critical values, however, they are attributed to upwelling events. These
stress episodes may be causing poor physiological performance in peruvian scallops
(Argopecten purpuratus), the most important marine resource for aquaculture in Peru. In
this context, this study evaluated the effect of acidic pH and hypoxia in juveniles of A.
purpuratus 12.69 + 1.57 mm high. To do this, use a factorial design with four treatment:
Acidity and hypoxia interaction (20% + pH 7.4), hypoxia (20% + pH 7.8), acidity (100%
+ pH 7.4), and control (100% + pH 7.8) and estimate the clearance rate, growth rate,
survival and selectivity of microalgae. Experimental conditions were simulated under
laboratory conditions, adding N2, to simulate hypoxia, and CO> to simulate acidity. The
standardized clearance rates were 2.84 L.h! in the control treatment, 2.17 L.h* in
hypoxia, 1.69 L.h' in acidity and 1.48 L.h! in interaction, finding significant differences
(p<0.05); which shows that there was a physiological adjustment in stress and multiple
stress conditions. On the other hand, the growth rate was significantly lower (p <0.05) in
the treatments that had acidity as a stress variable. Regarding to survival, this was
significantly lower (p<0.05) under acidity conditions. Our results show that acid pH stress
has more damaging effects than prolonged hypoxia stress and gives one of the first

evidence of the negative synergistic effect on the biology of the peruvian scallop.

Keywords: Argopecten purpuratus, clearance rate, growth, acidity, hypoxia



l. INTRODUCCION

La concha de abanico (Argopecten purpuratus), es una especie de gran importancia
ecoldgica y econdmica en el Perl. Su extracciéon y cultivo sustenta toda una cadena
productiva de la cual dependen poblaciones costeras de pescadores artesanales y la
industria que lo procesa (Wolff y Mendo, 2000; Mendo et al., 2016).

Existen registros que en las zonas de su habitad y cultivo se producen eventos ambientales
que han causado mortalidad masiva, relacionados con eventos de hipoxia (Proledn y
Mendo, 2002; Aguirre et. al, 2015, Cueto, 2016) y acidez (Cordova, 2016; Merma, 2016).
Estos eventos no ocurren de manera aislada, por el contrario, son eventos que coexisten
y estan relacionados, por lo cual su interaccién produce un efecto sinérgico sobre la
biologia de los individuos (Pértner y Langenbuch,2005; Kim et al., 2013; Gobler et al.,
2014; Gobler y Baumann., 2016; Jansson et al., 2015; Steckbauer et al., 2015).

Desde el punto de vista ecoldgico el registro de los principales procesos fisioldgicos en
los organismos es un paso indispensable para entender las relaciones del organismo con
el medio cambiante. El estudio de los procesos fisioldgicos de esta especie ha sido
ampliamente estudiado en su habitat natural, en cultivo y en condiciones controladas
(Wolf, 1987; Mendo et al., 1989; Navarro et al., 2000; Rouillon et al., 2002; Aguirre et
al., 2015; Cueto, 2016; Cdrdava, 2016). Sin embargo, los efectos concurrentes y
sinérgicos del bajo nivel de oxigeno y la acidificacion en la concha de abanico son aun

en gran parte desconocidos.

Por su parte, la estimacion de la cantidad de alimento que ingiere una especie por unidad
de tiempo en una variable de gran interés ecoldgico. Debido a que es la forma en que los
organismos adquieren energia del medio para poder llevar a cabo todas sus funciones
bioldgicas y con ello su crecimiento (Lopez, 2003). Su conocimiento puede llegar a
optimizar densidades de siembra, optimizar la produccion y gasto de alimento en

laboratorio, entre otros.

Por tal motivo, este trabajo experimental pretende evaluar los efectos de la acidez y la

hipoxia, sobre la tasa de aclaramiento, crecimiento, sobrevivencia y selectividad de



alimento en A. purpuratus bajo condiciones simuladas en laboratorio; evaluando la

hipdtesis que la hipoxia y el pH acido reducen significativamente estas tasas fisiologicas.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar la tasa de aclaramiento y su relacion con el tamafio y peso de A.

purpuratus en condiciones de hipoxia y acidez.

e Determinar el consumo de particulas de dos especies de microalgas en

condiciones de estrés.

e Comparar la tasa de crecimiento en talla y peso de A. purpuratus sometidas a

condiciones de hipoxia y pH bajo.

e Evaluar la sobrevivencia de A. purpuratus en condiciones de hipoxia y acidez.

Estos resultados podrian prever futuros impactos negativos sobre la produccién de concha
de abanico, y aportarian a establecer planes de contingencia ante cambios ambientales
bruscos, lo cual dard mayores beneficios en términos productivos al maricultor, empresas

sector pesquero y a la economia del sector en general.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. BIOLOGIA DE LA CONCHA DE ABANICO
2.1.1. Aspectos generales

La concha de abanico (Argopecten purpuratus, Lamarck 1819) es un filtrador de
particulas en suspension (seston) principalmente de fitoplancton (Mendo et al., 2016), de
reproduccion externa y hermafroditismo funcional (Avendafio et al., 2001). Es una
especie con una maduracion sexual temprana y rapido crecimiento (Mendo et al. 1989)
lo cual le hace poseer una gran importancia comercial, siendo la Unica especie de

pectinido en el sistema de afloramiento del Pacifico Sur Este con este potencial.

La figura 1 muestra el ciclo de vida de la concha de abanico, la cual presenta dos fases
importantes: una larval peldgica que tiene una duracion aproximada de 30 dias desde la
fecundacién, la cual depende de variables ambientales, y una benténica que empieza
cuando la postlarva cae al fondo y busca un substrato para su fijacion mediante filamentos

Ilamados biso (Navarro, 2002).

Larva umbonal‘ia‘

(240-260 um) 10-12 d

Larva D-veliger ’ Larva pediveliger
(90 um) 24 h / (260 um) 15-20 d
,r Fase . !
plancténica )
’I
’
o /
; Q / Fase . Q 3
’ SR p
,/ bentonica R
Larva trocéfora /
(70 um) 16 h /
o Disconcha
/\ J (>260 um) 20-26 d
Fertilizacién o
Ovocito + espermatozoide,’
30-40 min J/ ./

’

’ Adulto (60 mm)
180d

Figura 1: Ciclo de crecimiento de la concha de abanico producida en hatchery en la bahia de Sechura.
Fuente: Tomado de Mendo et al. (2016).



2.1.2. Distribucién y habitat

Esta distribuida a lo largo de la costa del Pacifico tropical, encontrandose desde Corinto,
Nicaragua hasta la IV region en el norte de Chile. Los bancos méas importantes se
encuentran desde Paita, Peru (5°S, 81°W) hasta Valparaiso, Chile (33°S, 71°W) (Figura
2) (Pefia, 2001).

Peri

Océano
Pacifico |

Chile
Océano

Atlantico

Figura 2: Distribucion geogréafica de A. purpuratus. Fuente: Tomado de Gonzalez et al. (2002, citado por
Aguirre, 2016)

Este bivalvo se encuentra en bahias con temperaturas que varian entre los 12 y 20°C en
el transcurso del afio, fluctuaciones oxigeno de 0.2 a 8 ml/l (Bermldez et al., 2004), sin
embargo, durante eventos El Nifio, caracterizados por el incremento de temperatura,
puede llegar a soportar anomalias de temperaturas mayores a los 10°C, llegando a tolerar
niveles de hasta 25°C sin problema (Mendo et al.,2001).

A. purpuratus habita en zonas protegidas formando parte de la comunidad bentdnica, a
una profundidad comprendida entre los 5 a 40 metros (Mendo et al., 2011). Es posible
encontrarla principalmente en fondos arenosos de escasa corriente (Avendafio y
Cantillanez, 1996), sin embargo, también se puede encontrar sobre sustratos fangosos,
pedregosos o cubiertos de macroalgas (Mendo et al., 2016). Dentro de sus principales
predadores se encuentran los caracoles, pulpos, cangrejos, estrellas de mar y erizos
(Mendo et al., 2016).



2.2. ASPECTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS A LA ALIMENTACION
2.2.1. Estructuras de filtracion y mecanismos de ingestion

La concha de abanico posee branquias que ademas de la funcion respiratoria, han asumido
la funcion de atrapar material alimenticio. Cuando el agua ingresa a la cavidad paleal pasa
sobre la superficie de los ctenidios donde las sustancias alimenticias en suspensién son
cubiertas por un mucus y la masa viscosa formada es atraida hacia el palpo labial, donde

se selecciona el verdadero alimento (Mendo et al.,2001).

Su sistema digestivo de esta conformado por una boca que esta rodeada por los palpos
labiales, en la parte antero-dorsal del animal. Posteriormente hay un es6fago que
desemboca en un estomago complejo el cual esta dentro de una glandula digestiva grande
de color marrén. La parte anterior del intestino esta inmersa en la gonada mientras que el
intestino posterior atraviesa el pericardio y el ventriculo, y termina en el ano, el cual esta

ubicado en la parte posterior del musculo aductor (Puyana y Velasco, 2009).
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Figura 3: A) Morfologia de la valva de A. purpuratus. (E) Costillas radiales. (U) Umbo. B) Anatomia
interna de A. purpuratus. (MA) Musculo aductor. (M) Manto. (B) Branquias. (GD) Glandula digestiva. (T)
Teste. (O) Ovario. Fuente: Modificado de IMARPE (2015).



El manto es el tejido mas externo que recubre la superficie interna de la concha y envuelve
las partes blandas. El espacio que hay entre la pared del cuerpo y el manto se conoce
como cavidad paleal. EI manto presenta numerosos ojos en la capa media y en la capa
interior se observan numerosos tentaculos cuya funcion es tactil y quimioreceptora
(Alamo, 1981).

Las branquias son de color marron palido y estan soportadas por la membrana de fijacion
entre el punto de contacto del saco visceral y los musculos aductores. Las branquias
consisten en un par de ldminas cuya unién con la membrana de fijacién constituye el eje
branquial (Mendo et al., 2001).

El es6fago es corto y une la boca con el estbmago, que es un saco hueco con camaras y
varias aberturas. El estobmago se halla totalmente rodeado por el diverticulo digestivo
(glandula), una oscura masa de tejido que muchas veces se denomina higado (Arrieche,
2010).

Los palpos labiales son érganos especializados encargados de controlar la cantidad de
alimento a ingerir, en los cuales se lleva a cabo procesos de seleccion de particulas. Esta
seleccion podria basarse en el didmetro de la particula, composicion quimica, densidad o
carga electrostatica (Beninger et al., 1999, Filgueira, 2007). El resultado del proceso
selectivo es la expulsion de las particulas rechazadas embebidas en una matriz de
mucopolisacaridos que recibe el nombre de pseudoheces (Ward y Shumway,2004). Un
analisis del contenido estomacal de A. purpuratus realizado por Rouillon y Mendo (2002)
en la bahia de Independencia, sugiere que esta especie presentaria algin mecanismo de
seleccidn preingestiva, el cual le haria ingerir alimento con algun criterio selectivo o

digiriendo con preferencia, alguna especie con respecto a otra.
2.2.2. Proceso alimenticio

El proceso de alimentacion se inicia con el ingreso del agua a la cavidad del manto a lo
largo del borde ventral anterior y es expulsada a través de la abertura exhalante posterior
(Hartnoll,1967). Un proceso mas detallado es descrito por Arrieche (2010), quien
manifiesta que el proceso de alimentacion de un molusco filtrador comienza por la
seleccion pre-ingestiva de las particulas, seguida de la ingestion, digestion, absorcion y
finalmente la excrecion de desechos.



La captacion de particulas del entorno es el primer paso en una secuencia de eventos que
finalmente conduce a la ingestion de alimentos (Figura 4). En general, la alimentacion de
particulas se caracteriza por la absorcion eficiente, la ingestion y la asimilacion de

material particulado (Shimeta y Jumars, 1991).
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Figura 4: Diagrama de la recoleccién de alimento suspendido por bivalvos filtradores, a través de una

abertura de inhalacion o sifon y ctenidios. Fuente: Modificado de Ward y Shumway (2004)

Riisgard et al. (2006) afirman que las diferencias en la capacidad de seleccion pre-
ingestiva estan relacionadas con la anatomia branquial, siendo los pectinidos los més

afectados por altas concentraciones de particulas inertes.

Cuando la concentracion de seston es alta, la tasa de ingestion es regulada reduciendo la
tasa de filtracion, o rechazando el material en los filamentos branquiales antes de ser
ingeridos (seleccion pre-ingestiva) a través de la produccion de pseudoheces. La
produccion de pseudoheces es un mecanismo para tolerar la carga de particulas en
suspension, atrapandolas con el mucus para que no pasen al tracto digestivo (Sobral y
Widdowns, 2000).

El umbral de produccion de pseudoheces es expresado como la cantidad de particulas en
suspension para que el organismo empiece a producir pseudoheces. Segun Brilliant y
MacDonald (2002) y Fernandez et.al (2004) A. purpuratus selecciona las particulas
organicas sobre las inertes de caracteristicas similares, de modo de preferencia por las de

buena calidad alimenticia, frente a variaciones de calidad y cantidad de seston.
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Figura 5: Diagrama que muestra las oportunidades para la seleccion de particulas en bivalvos
lamelibranquio como la concha de abanico. Las flechas indican el movimiento general de material
particulado del entorno (izquierda) a través de los organos digestivos y de alimentacién. (1) Captura
preferencial por el ctenidio que da como resultado que algunas particulas no se retengan (NR); (2) seleccion
y transporte diferencial por los ctenidios, lo que provoca que algunas particulas se rechacen como
pseudoheces (PS); (3) seleccion por los palpos labiales que resulta en la ingestion preferencial de algunas
particulas y la produccion de PS; y (4) seleccidn en el estdbmago y transporte preferencial de algunas
particulas a los diverticulos digestivos. Material no absorbido excretado como heces (F). Fuente:
Modificado de Ward y Shumway (2004)

Autores como Jargensen et al. (1986), afirman que los bivalvos pueden regular su
actividad alimentaria en funcién de las condiciones troficas. En tanto, admiten la
existencia de estados de transicion en los procesos de filtracion entre los valores maximos
observados bajo condiciones dptimas y la ausencia total de filtracion bajo condiciones
totalmente adversas. Segun, Bayne y Newell (1983) esta respuesta se puede llevar a cabo
mediante la regulacion de procesos como la seleccion del alimento, digestion y absorcion
de nutrientes. Ademas, afirma que los cambios ambientales pueden implicar una
regulacion fisioldgica encargada de maximizar la ganancia neta de energia. Es decir,
existe una respuesta fisioldgica ante cambios ambientales, y no un simple ajuste debido
al cambio de las propiedades fisicas del medio.



2.3. ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD ALIMENTICIA

2.3.1. Unidades de medicién de la actividad alimenticia

Existen diversas investigaciones en las que la actividad alimenticia de los bivalvos
filtradores ha sido objeto de estudio (Bamber, 1990; Wang y Widdows,1993; Sobral y
Widdows, 1997; Rouillon y Mendo, 2002; Norkko et al.,2006; Liuy He, 2012; Vargas et
al., 2014; Aguirre et al., 2017). Sin embargo, no existe un consenso ni estandarizacién
especifica de las unidades a ser utilizadas para su medicion (Lopez, 2003). De modo que,
es comun encontrar en la literatura diversas unidades de medida para la actividad
alimenticia, por lo cual, a continuacion, se definen las diferentes unidades de medicion

existentes, sus diferencias y conceptos.

Tasa de aclaramiento: Volumen de agua liberada de particulas por unidad de tiempo
(litros/hora) que se ha estimado midiendo la remocion de particulas suspendidas del agua
en circulacion a través de camaras experimentales que contienen bivalvos individuales.
(Widdows y Johnson, 1988; Hawkins et al., 2001; Larsen y Riisgard, 2011).

Tasa de filtracion: Cantidad de material colectado por un organismo filtrador, por unidad
de tiempo (Wong et al., 1997; Perez et al.,2002).

Tasa de bombeo: Volumen total de agua que es transportada a traves de las branquias

por un organismo filtrador, por unidad de tiempo (Shumway, 1991).

Tasa de ingestion: Cantidad de material que es ingerido al tracto digestivo por un
organismo filtrador, por unidad de tiempo (Navarro et al., 1982; Brilliant y
MacDonald,2002).

En la presente investigacion, se opt6 por cuantificar la actividad alimenticia mediante la
tasa de aclaramiento, la cual puede ser estimada mediante diversas metodologias que

seran descritas a continuacion.



2.3.2. Métodos para la estimacion de la tasa de aclaramiento

Existen dos clases de métodos que se usan comunmente para medir la tasa de
aclaramiento (TA) (Petersen, 2004). Por un lado, pueden hacerse mediciones en sistemas
cerrados o estaticos, que se basan en la tasa de agotamiento en concentracion de particulas
causada por la actividad de filtracion en una camara cerrada. Por otro lado, existen
metodologias que permiten la medicion de la TA en sistemas abiertos o de flujo continuo.
Se basan principalmente en la determinacion del porcentaje de reduccion en la
concentracion de particulas que se produce en una masa de agua cuando fluye a través de

una camara abierta con uno o mas bivalvos adentro (Larsen y Riisgard, 2011).

Metodologias como el “Suction Method” y el “Clearance Method”, se basan en sistemas
estaticos. El “Suction Method” consiste en aspirar el agua expulsada por el sifon exhalante
y el agua que circunda al sifon inhalante en ciertos organismos filtradores, calculando la
TA a partir de ambas concentraciones y el flujo de agua aspirada. Este método puede ser
utilizado directamente en el medio natural, sin embargo, exige una manipulacién muy

proxima al individuo, que puede ocasionar estrés y alteraciones de la actividad filtradora.

Por su parte, el “Clearance Method” se basa en el estudio de la reduccion de la
concentracion de particulas en el tiempo en un sistema cerrado en el cual se sitta el
filtrador. La principal ventaja es la sencillez del sistema experimental, sin embargo,
presenta como desventaja el descenso de la concentracion de particulas durante el
experimento, provocando que el individuo esté expuesto a concentraciones cambiantes

de alimento (Filgueira, 2007).

El “Flow-Through Chamber” y “Steady State Method”, son aplicables en sistemas
abiertos, en donde se sitlan los bivalvos filtradores, calculandose la TA a partir de la
diferencia de concentraciones entre entrada y salida y el flujo de entrada en la camara
(Figura 6). La ecuacion para la estimacion proviene de un balance de masa (Larsen y
Riisgard,2011). La gran ventaja de este método es que permite que los individuos
permanezcan expuestos a una concentracion constante de alimento, por el contrario, los

requerimientos del disefio de la cdmara experimental constituyen su principal desventaja.
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Figura 6: Diagrama del “Steady State Method”. (M) denota el punto de mezcla perfecta. C; y C, denotan
la concentracién de entrada y salida de la cAmara, respectivamente, Cin (= Co) ¥ Cout (= @ Cero para una
retencion del 100%) la concentracidn de los flujos de inhalantes y gases de extraccidn, respectivamente, Fl

através del flujo de la camara, y TA la tasa de aclaramiento. Fuente: Tomado de Larsen y Riisgard (2011).

Cabe decir que para la aplicacién de este método hay que tener en cuenta ciertos
supuestos: (i) no hay recirculacion de agua ya filtrada por el organismo, (ii) solo el flujo
de la camara completamente mezclada debe ingresar en los organismos filtradores, y (iii)
el flujo de salida del bivalvo filtrador se mezcla completamente con el flujo de entrada en
el punto (M).
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2.4. ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS

2.4.1. Tasa de aclaramiento

SegUn Riisgard (1988), la tasa de aclaramiento (TA), es un proceso dependiente del efecto
que ejercen factores endogenos, como el tamafio, indice de condicién y ciclo reproductivo
de los individuos; asi como factores exdgenos, dentro de los cuales destacan
principalmente la temperatura del medio, salinidad, pH, oxigeno, las caracteristicas del
seston disponible, estrés quimico, entre otras (Sobral y Widdows, 1997; Denis et al.,
1999; Blackmore y Wang,2003; Filgueira, 2007; Liuy He, 2012; Loncon,2014; Aguirre,
2017). Por lo tanto, representa un proceso clave para evaluar la condicion fisioldgica del

individuo.

Autores como Navarro y Winter (1982) indican que los individuos de mayor peso y talla
aclaran mayores volimenes de agua frente a los individuos de menor tamafo. El efecto
del tamafio del individuo sobre la TA se rige por una relacion alométrica (TA = a.X?
donde a y b son los parametros de las ecuaciones alométricas, denominados
respectivamente constante de normalizacién (CN) y exponente alométrico (EA) y X es la
talla o el peso corporal del individuo (Filgueira, 2007). Mientras que MacDonald y
Thompson (1986) afirman que hay una reduccion de la TA durante la época de
reproduccion en bivalvos, puede ser interpretado como un mecanismo adaptativo para

evitar la ingestion de los gametos expulsados al medio.

Por su parte, Jergensen (1986) sostiene que la TA puede reducirse como el resultado de
un cierre valvar, con el fin de proteger al individuo ante condiciones adversas. Sin
embargo, cuando la actividad alimenticia de reanuda y las condiciones adversas persisten,
existen ajustes que involucran mecanismos de regulacion, previos a la ingesta, como la
seleccidn y el rechazo de material alimenticio a nivel del ctenidio y palpos labiales (Bayne
et al. 1982, Ward y Shumway 2004). Ademas, Bayne et al. (1987) afirman que la TA'y
la calidad en contenido organico de la dieta presentan una relacion inversa que se ha
interpretado como una respuesta fisiol6gica para mantener una tasa constante de ingestion

organica durante periodos de baja concentracion de seston total.
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2.4.2. Eficiencia de retencién de particulas

La eficiencia de retencion puede ser definida como el porcentaje de microalga de alguna
especie determinada que el organismo remueve del medio (Lopez,2003). Segln
Mohlenberg y Riisgard (1978), la gran mayoria de bivalvos son capaces de filtrar
particulas por sobre los 3 a 4um con una eficiencia del 100%, disminuyendo esta
eficiencia a 35-90% frente a particulas de 2um de didmetro. En el caso de los pectinidos
se han descrito distintos resultados al respecto, dependiendo de la especie
(Riisgard,1988).

Los bivalvos poseen tres tipos de extensiones ciliares en sus filamentos branquiales: cilios
laterales, cilios frontales, y cilios latero-frontales, todos ellos desempefian un papel en la
retencion de particulas (Owen y McCrae 1976). Cuando los cilios latero-frontales, se
superponen al flujo captado a través del ctenidio (branquia), generan zonas de
amortiguamiento del flujo directamente sobre los espacios inter filamentos branquiales y
zonas de flujo continuo. Lo cual traen consigo la formacion de vortices que favorecen la

captacion de alimento (Figura 7a).

Una menor eficiencia de retencién se relaciona cominmente con el menor desarrollo de
los ciliares latero-frontales, que son justamente los encargados de cumplir con esta
funcién (Figura 7b). Por el contrario, una estructura latero-frontal mas desarrollada
proporcionara mayor eficiencia de retencién (Figura 7c) (Mohlenberg y Riisgard ,1978).
Por su parte, Shimeta y Jumars (1991) afirman que la anatomia, ubicacién y el tamafio de
las estructuras de alimentacion varian considerablemente entre los taxones. Sin embargo,
los mecanismos fisicos e hidrodindmicos involucrados en la captura de particulas, a

menudo son similares.

Ward et al. (1998) describi6 en funcionamiento de los tres tipos de cilios en el proceso
de captura de alimento. Los cilios latero-frontales inducen flujos laterales que reducen o
excluyen el flujo directo a través de los espacios inter filamentarios de las branquias y,
por lo tanto, aumentan la eficiencia del encuentro de particulas con las superficies
frontales. Las particulas se retienen en superficie frontal de filamento branquial por una

combinacién de moco secretado.
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Figura 7: Diagramas de cortes transversales de filamentos branquiales que muestran patrones de flujo y
eficiencias de captura. Las lineas indican el flujo a través de ctenidios, y las zonas de vortice se muestra
mediante puntos suspensivos discontinuos. Los circulos blancos y negros indican particulas antes y después
del encuentro, respectivamente. (A) formacion de vortices, (B) version del modelo en el que los filamentos
poseen cilios latero-frontales simples, (C) version del modelo en el que los filamentos poseen cilios latero-

frontales grandes. Fuente: Tomado de Ward et al. (1998).

Otro factor, aunque ya no estructural, que juega un papel importante en la eficiencia de
retencidn es la concentracion de alimento disponible. Esta ha sido estudiada en numerosas
especies de pectinidos, relacionando este factor a la actividad alimenticia y crecimiento
(Cahalan et al. 1989). Palmer y Williams (1980) encontraron que ejemplares de
Argopecten irradians fueron significativamente més eficaz en la retencion de particulas
pequeiias (menores a 3,4 um) en altas concentraciones de fitoplancton, que a bajas
concentraciones por debajo del umbral para produccién pseudoheces; sin embargo,

observo un efecto inverso en la ostra Crassostrea virginica.
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2.4.3. Tasa de ingestion

La determinacion experimental de la tasa de ingestion de los organismos filtradores
generalmente se puede realizar midiendo la tasa de aclaramiento, y multiplicAndolo por
la concentracion de particulas. En términos estrictos el valor asi obtenido es la tasa de
filtracion, pero cuando se ingiere toda la materia filtrada, es decir, no se producen

pseudoheces, las tasas de filtracion e ingestion son coincidentes (Fragoso, 2012).

Araya et al. (1993), evaluaron la dinamica de alimentacion de individuos de A. purpuratus
a condiciones de laboratorio. Encontrando un punto de saturacion de alimento a partir del
cual la tasa de ingestion resulto constante. Sin embargo, este punto resulto diferente para
los intervalos de talla analizados, siendo de 10.2x 10°Cel.mint.ind? para semillas y 24x

10°Cel.min.ind™ para juveniles.
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2.5. CRECIMIENTO Y MORTALIDAD

La concha de abanico es una especie de rapido crecimiento, pudiendo alcanzar alturas
méaximas de hasta 160 mm (Di Salvo et al., 1984). El crecimiento y la mortalidad de la
concha de abanico estan influenciados por varios factores como la densidad, la predacion,
la disponibilidad y calidad del alimento, la temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto

en el agua, entre otros (Mendo et al., 2016).

La tasa de crecimiento de A. purpuratus ha sido estudiada en el Pert y Chile por diversos
autores en distintas condiciones y en un amplio rango detallas, ya sea en su ambiente

natural, zonas de cultivo o en experimentos controlados.

Wolff (1987) reporto tasas de crecimiento (individuos de 15-45mm de altura) de 0.4y 0.5
mm/dia, en la Bahia Independencia (14°S) durante el fendmeno del Nifio 1983. Alcazar
y Mendo (2008) reportaron tasas de crecimiento (individuos de 10-30mm de altura) de
0.33mm/dia para el cultivo suspendido y 0.21 mm/dia para el cultivo de fondo en un
experimento realizado en Casma (9°S) que consistia en comparaciones en el desempefio
de cultivos suspendido y de fondo. Cisneros et al. (2008) reportaron tasas de crecimiento
(individuos de 50-60mm de altura) entre 0.2 y 0.3 mm/dia en un experimento en cultivo
suspendido en Pucusana (12°S). Por su parte, Aguirre et al. (2015) reportaron una tasa de
crecimiento (individuos de 30-40mm de altura) entre 0.25 y 0.39 mm/dia para cultivo en
la Bahia de Paracas (13°S).

En Chile, en la Bahia La Rinconada (23°S) y Cantillanez et. al (2005) durante EI Nifio
reportaron tasas de crecimiento de 0.175 mm/dia, de 0.143 mm/dia durante un afio normal
y de 0.082 mm/dia durante un verano frio (La Nifia). Al sur de Chile (41°S) en una zona
de cultivo Lépez et al. (2000) realizaron un estudio de crecimiento en concha de abanico
(10-40mm de altura) estimando tasas de crecimiento entre 0.27 y 0.5 mm/dia.

Investigaciones realizadas en condiciones de laboratorio como las de Cdrdova (2016)
quien trabaj6 con juveniles de A purpuratus (10-30 mm de altura) en condiciones de
controladas reportd tasas de crecimiento de 0.30 mm.diat y 0.33 mm.dia® para

condiciones control y &cidas (a un pH de 7.4) respectivamente.
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2.6. ESTRES EN BASE A FACTORES AMBIENTALES

Segun, Chrousos 'y Gold (1992) el estrés es un término muy amplio que se podria definir
como un estado en el cual el equilibrio dinamico de los seres vivos, llamado homeostasis,
es amenazado o alterado frente a un estimulo extrinseco o intrinseco denominado agente
estresante. Este término ha sido usado ampliamente en el campo de la fisiologia para

denotar lo contrario a bienestar (Bayne, 1975 citado por Akberali y Trueman, 1985).

El estrés se manifiesta cuando los factores fisicos, quimicos y/o bidticos del entorno
llevan a un organismo mas alla de los limites de su nicho fundamental (Eckert, 1990).
Cuando el factor estresante se prolonga puede haber resistencia al estrés o adaptacion
(Bell y Green, 1982) o una respuesta no adaptativa (cuando los mecanismos se fuerzan
maés alla de sus limites empeorando el bienestar animal) (Barton e lwama, 1991). Para
Reeve (1993), la adaptacién es la mayor eficiencia ecoldgico-fisioldgica alcanzada por
algunos individuos de una poblacion (capacidad para poder responder a situaciones
adversas). El ajuste al estrés induce un amplio rango de cambios metabdlicos, fisioldgicos
y de comportamiento, que permiten una rapida recuperacion o adaptacién al cambio
(Akberali y Trueman, 1985).

El termino tiene una gran importancia ya que al igual que los seres humanos, la vida
marina esta expuesta a un estrés constante que puede estar relacionado al aumento de
temperaturas oceénicas, incremento de contaminacion, variacion de la salinidad,
acidificacion de los océanos, hipoxia, entre otras (Bamber, 1990; Wang y Widdows,
1993; Sobral y Widdows, 1997; Laudien et al., 2002; Norkko et al.,2006; Michaelidis et
al., 2005; Gazeau et al., 2010; Vargas et al., 2014).

Akberali y Trueman (1985) han estudiado ampliamente el efecto del estrés ambiental
sobre moluscos bivalvos marinos. Actualmente, se suman a sus esfuerzos investigaciones
mas recientes sobre dichos aspectos. En el Perl, Mendoza et al. (2017) analizaron el
efecto del estrés en Anadara tuberculosa frente a cambios bruscos de salinidad evaluando
su respuesta a nivel molecular; por otro lado, Cordova (2016) estudio el efecto del pH
bajo sobre A. purpuratus evaluando su respuesta fisioldgica. En otras latitudes, Savina y
Pouvreau (2004) evaluardn el estrés térmico en Paphia rhomboides y Glycymeris

glycymeris analizando tasas aclaramiento y las tasas de respiracion.
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2.7. EVENTOS DE HIPOXIA'Y SUS EFECTOS EN BIVALVOS

Los niveles de oxigeno disponible en el medio son el resultado de un balance entre la
produccion natural de oxigeno (producido por organismos fotosintéticos), consumo
(respiracion aerdbica y otras reacciones quimicas) y su la interaccién con la atmosfera
(Merma, 2016). En cuanto a las zonas hipoxicas o zonas de bajo contenido de oxigeno,
son caracteristicas omnipresentes en entornos costeros y de mar abierto (Gobler, et al.,
2014). Podemos decir que la disminucién del oxigeno en el medio marino puede

corresponder a causas naturales o antropogeénicas.

El sistema de afloramiento, corresponde a una de las causas naturales. Ya que es
responsable de una alta produccion primaria que favorece la disponibilidad continua de
alimento para grandes poblaciones de organismos (Levin, 2003, citado por Aguirre et al.,
2017). Sin embargo, el hundimiento y la degradacion de las particulas de materia organica
en las zonas costeras produce un alto consumo de oxigeno que induce la aparicion de
zonas minimas oxigeno (ZMO) en aguas de profundidad media (Bakun y Weeks, 2008;
Diaz y Rosenberg, 2008). Estas zonas con baja saturacién de oxigeno pueden ir a
superficie convirtiéndose en zonas costeras hipoxicas menos profundas (Diaz y
Rosenberg, 2008; Monteiro et al., 2008) con lo cual, afectan a las comunidades bentdnicas
con movilidad limitada o nula, como bivalvos, quienes son particularmente vulnerables
(Zhang et al., 2010; Villnas et al., 2012).Por otro lado, la eutrofizacion causada por la
descarga de desechos orgéanicos urbanos e industriales en los ambientes marinos son los
factores antropogénicos mas importantes en la generacion de la hipoxia costera. La
eutrofizacidn en aumento esta generando también el aumento en la ocurrencia, intensidad

y duracion de la hipoxia en areas costeras (Diaz y Rosenberg, 2008).

La extension y duracion de los eventos de hipoxia puede variar. En cuanto a duracion, la
hipoxia puede tener una persistencia de horas (ciclo diario), semanas (episodios), meses
(ciclo estacional) o ser permanente (desde afios hasta siglos). En cuanto a su extension
espacial, la hipoxia puede desarrollarse a nivel de estuarios y bahias, de toda la plataforma
continental y hasta ser de dimensiones oceanicas; y en profundidades que van desde 1 a
2 metros hasta 600 o 700 metros (Diaz y Rosenberg 2008; Rabalais et al., 2010).

Rabalais et al. (2010) sugieren que la influencia relativa de factores naturales es mas

importante en escalas mayores de tiempo y espacio que la influencia de las actividades
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humanas que son mas importantes a menores escalas (Figura 6). En ese sentido, los
factores antropogeénicos son responsables de la mayoria de casos de hipoxia de ciclo diario
y estacional en estuarios y plataformas continentales internas, y han empeorado las
condiciones naturales de bajo oxigeno de algunas bahias. La hipoxia de las plataformas
externas y zonas batiales es generada y controlada por factores naturales en ciclos
interanuales y decenales (Levin et al. 2009). Esta diversidad de escalas espaciales y
temporales ayuda a comprender la dindmica bésica de la hipoxia y sus posibles fuentes
(Rabalais et al. 2010).

Horas s Ciclos diarios
M Factores antopogénicos
Dias I Factores naturales
Episodio/Periodo

S

2 somn —
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[="

=

- Estacional

~
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'S Anualmente

g (No todos los

it afios) ZMO
a

Aidios
Pequeiios Rios Bahias Plataformas Plataformas  Taludes
afluentes Estunarios internas externas continentales
<1 Km® » =100 000 Kn®

Tamano del sistema

Figura 8: Variabilidad espacial y temporal de los ambientes hipdxicos. Fuente: Tomado y modificado de
Rabalais et al. (2010).

Las escalas presentadas en la figura 8, no poseen unidades, pero van de menor a mayor.
A medida que las influencias humanas aumentan en aguas menos profundas hasta Océano

costero, hay mas efectos en el ecosistema (Rabalais et al. 2010).

Cabe decir que muchas veces los eventos de hipoxia estan asociada a la aparicién aguas
blancas o “milk waters”, la cual aparece como consecuencia de la formacion de azufre
(S°) coloidal, producto de la oxidacion del H2S en la columna de agua. Esto puede ser
causas de mortalidad en las zonas afectadas (Chavez, 2014; Aguirre et al.; 2014, Merma,
2016; Chauca, 2018).
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En Perd, Aguirre et al. (2015) monitored la bahia de Paracas, demostrando que la concha
de abanico enfrenta fuertes variaciones diarias en la saturacion de oxigeno. Durante el dia
las condiciones generalmente son cercanas a la normoxia, mientras que de noche las
condiciones de hipoxia son severas y pueden superar los valores de punto critico de
oxigenacion (PcO.) para A. purpuratus (24% a 16°C) (Aguirre et al., 2016). En la misma
bahia, Merma (2016) encontrd que la hipoxia se presenta estacionalmente en los meses
de verano en el agua de fondo. Sin embargo, el agua suprayacente al sedimento esta sujeta
a una hipoxia méas prolongada e intensa debido a que, en el sedimento superficial, la
degradacion aerodbica de la materia organica y la reoxidacion de compuestos reducidos

consumen el poco oxigeno disponible del agua suprayacente (Merma, 2016).

La hipoxia aumenta el estrés y la mortalidad en los bivalvos y otros organismos (Diaz y
Rosenberg, 2008; Laudien et al., 2002; Breitburg et al., 2009). Sin embargo, la tolerancia
a la hipoxia puede variar entre las especies de moluscos, la edad y puede interactuar con
otros factores de estrés (Wu, 2002; Zhang et al., 2010). Investigaciones como las de
Narvarte et al. (2001), afirman que una deficiencia en el oxigeno disuelto disponible en
las zonas de cultivo podria ocasionar condiciones adversas para el crecimiento y
supervivencia de postlarvas de pectinidos, ya que éstas, son sensibles a los bajos niveles

de oxigeno.

La siguiente tabla describe algunos resultados de investigaciones que han estudiado los

efectos de la hipoxia sobre moluscos bivalvos.
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Tabla 1: Efectos de la hipoxia en moluscos bivalvos seguln literatura

Nivel oxigeno (%

Especie saturacion, KPA, Efectos en la especie Autor
uM)
Mytilus edulis 1.0 kPa Disminucion de tasa de Wang y
aclaramiento y tasa de ingestion ~ Widdows
(1993)
Ruditapes Menor a 25% Disminucion del metabolismo, Sobral y
decussatus menor tasa de aclaramiento y Widdows
tasas de crecimiento positivas (1997)
Donax serra 0.337 ml.L? Menor sobrevivencia Laudien
etal.
(2002)
Paphies australis 40% Disminucion tasa de respiracion,  Norkko
tasa de absorcion y et
aclaramiento. al.(2006)
Mercenaria 30-50 uM Menor metamorfosis en larvas Gobler et
mercenaria 'y de A. irradians y menor al.
Argopecten sobrevivencia de M. mercenaria  (2014)
irradians
Argopecten Hipoxia Captacion eficiente de oxigeno Aguirre
purpuratus progresiva hasta  en un amplio rango de 5% a et al.
5% 100% (2015)
Argopecten Hipoxia ciclica  Disminucién de la tasa de Aguirre
purpuratus 12h:12h aclaramiento, indice de et al.
(normoxia:hipoxia condicion, altura de la concha 'y (2017)
al 5%) ~ peso glandula digestiva,
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2.8. EVENTOS DE ACIDIFICACION Y SUS EFECTOS EN BIVALVOS

El aumento de dioxido de carbono (CO2) antropogénico en la atmosfera, el cual aumentd
su produccion desde hace mas de 200 afios por la revolucién industrial, ha determinado
que los océanos cambien su estado natural, provocando un aumento de la acidez de los
ambientes marinos (Caldeira y Wickett, 2003; Castillo, 2015). A raiz de este aumento de
COy, existe el problema del cambio quimico del agua de mar, debido a que el CO2 cuando
ingresa al océano, se transforma en carbono inorganico disuelto (CID) (Borges et al.,
2010). Segun el IPPC (2013) las condiciones del mar en términos del estrés por
disminucion del pH se incrementaran dado que consideran que el pH para el afio 2100
podria disminuir en 0.3 a 0.4 unidades. Para, Doney et at., (2009) la acidificacién es uno

de los mayores desafios que enfrentan los cientificos, legisladores y la sociedad.

Segun Copin-Montégut,1995 el pH de aguas marinas normales varia entre 7.8 y 8.3 con
un valor promedio de 8.1. A diferencia del océano abierto, donde el pH permanece
relativamente constante, los sistemas costeros suelen estar menos amortiguados (Merma,
2016) y la actividad bioldgica, combinada con otras variables, puede impulsar las
fluctuaciones del pH en escalas de tiempo diurnas y/o estacionales (Ringwood & Keppler
2002; Wootton et al. 2008, Waldbusser y Salisbury 2014). Comdnmente, durante el dia
la actividad fotosintética produce oxigeno, consume CO; y aumenta el pH, mientras que,
en la noche, la reaccion metabolica dominante consume oxigeno, produce CO. y
disminuye el pH (Yates et al. 2007, Wootton et al. 2008). Los sistemas costeros, al estar
menos amortiguados, pueden experimentar cambios en la acidificacion del océano antes

de que se observen cambios en el océano abierto (Waldbusser et al. 2010).

El CO2 producido por los eventos ya mencionados (causas antropogénicas, respiracion
aerobica, eutrofizacion) reacciona quimicamente en el agua generando el aumento de la
concentracion de ion biocarbonato (HCOs™?), lo cual también conduce a la disminucion
del pH debido al aumento de protones (H+) (ver reaccion de equilibrio 1). Con el
incremento de los protones, el ion carbonato (COs2) pasa a formar ion HCOs (Libes,
2009) (ver reaccion de equilibrio 2). Como puede verse, uno de los resultados del
incremento del CO> es la disminucion el pH, sin embargo, adicionalmente se produce una

reduccién de la concentracién del ion carbonato.
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CO; (aq) + H20 (aq) <> HCOs}(aq) + H*(aq) .. (D)
HCOs(aq) «» COs?(aq) + H(aq) ... (2)

El sistema de afloramiento del mar peruano es una zona en la que ocurre una
desgasificacion o liberacion de CO2 naturalmente y presenta valores de pH bajos entre 7.1
y 8 (Graco, 2011) debido al alto contenido de CO2 de las aguas advectadas (Friederich et
al. 2008). Existe una relacion entre los episodios de hipoxia con las bajas de pH, con lo
cual podemos decir que son procesos relacionados y que guardan cierto grado de sinergia.
El desarrollo de la hipoxia produce CO2 como resultado del metabolismo aerébico, y que
esto a su vez disminuye el pH. Los ambientes marino costeros que presentan condiciones
hipdxicas, como la Bahia de Paracas, también presentan condiciones de bajo pH (Aguire
et al., 2016; Merma, 2016; Chauca, 2018). Merma (2016) evalué el pH en el puerto San
Martin registrando valores de bajo pH en los meses de marzo, julio y enero. Siendo el
promedio de pH entre 2014 y 2015 de 7.77 con un amplio rango de 7.35 a 8.40.

Los moluscos presentan respuestas especie-especificas respecto a un incremento de CO>
en el agua de mar segun la recopilacion que hizo Parker et al. (2013, citado por Cérdova,
2016), donde mostré que mas del 60% de las especies que han sido objeto de estudios en
acidificacién muestran respuestas negativas frente al incremento de presion de COz y al
bajo pH. En tanto, en relacion a los pectinidos el 100% de los estudios recopilados en la
revision de Parker et al. (2013) mostraron efectos negativos frente a la acidificacion. En
una revision hecha por Gazeau et al. (2013), respecto a los estudios realizados en estadios
larvales de los moluscos, un gran porcentaje de estos muestran respuestas negativas, un
menor porcentaje muestran respuestas neutras frente a la acidificacion del océano en
relacion a las siguientes variables: la fertilizacion, el éxito larval temprano, la
sobrevivencia, la talla, la tasa de desarrollo, la normalidad de la concha y el asentamiento

larval.

Gazeau et al. (2013) realizaron estudios con adultos y los juveniles de moluscos y
presentaron respuestas mixtas (positivas, negativas y neutras) bajo altas presiones
parciales de CO, cuando se evaluo las siguientes caracteristicas: sobrevivencia,
crecimiento de concha, tasas de respiracion y tasas de aclaramiento. Bajo las
caracteristicas del agua naturalmente acidificada donde vive la concha de abanico, existe

un vacio de conocimiento de lo que sucede con sus procesos fisioldgicos (Cérdova, 2016).
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Por su parte, existen otras investigaciones que han analizado el efecto del pH sobre

moluscos bivalvos. Dichos efectos pueden verse en la tabla 2.

Tabla 2: Efectos del pH acido en moluscos bivalvos segun literatura

Especie pH Efectos en la especie Autor
Mytilus edulis,  Menor Supresion del crecimiento, pérdida de Bamber
Crassostreagigas 7.0  peso, reduccion de tamafio de concha, (1990)
y Ostrea edulis. disminucion actividad de alimentacién
Mytilus 7.3 Disminucién en la tasa de respiracion y Michaelidis
galloprovincialis cambios en pH de la hemolinfa etal.
(2005)
Mytilus edulis Disminucion de las tasas de eclosion y Gazeau et
7.6 aumento mortalidad al. (2010)
a’.8
Crassostreagigas 7.1  Disminucién del pH de la hemolinfa Lannig et
al., (2010)
Chlamys nobilisy 7.4y Disminucion de tasa de aclaramiento, tasa ~ Liuy He
Perna viridis 7.7  de respiracion y tasa de excrecion (2012)
Mytilus chilensis 7.6 Disminucion capacidad de alimentacion, Navarro et
a7.8 respiraciony crecimiento al. (2013)
Perumytilus 7.6 Disminucion de la tasa de aclaramiento Vargas et
purpuratus al. (2014)
Argopecten 7.4 Disminucion tasa de crecimiento, Cordova
purpuratus disminucion tasa de calcificacion, No se (2016)
encontro un efecto negativo sobre el
crecimiento del tejido somatico
Argopecten 7.6 Atrofia de la glandula digestiva, efectos Lagos et al.
purpuratus en la salud, sin embargo, una potencial de (2016)

adaptacion a las condiciones
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO
La investigacion se llevd a cabo, en el Laboratorio de Ecofisiologia Acuética del Instituto
del Mar del Perd (IMARPE), Chucuito, Callao. Consistié principalmente en someter
juveniles conchas de abanico de 12.69 = 1.57mm a condiciones simuladas de hipoxia
(20%) y pH é&cido (7.4) durante el periodo de dos meses. Las condiciones de hipoxia y

pH acido se lograron mediante la inyeccion regulada de gas N2y CO; respectivamente.

Las conchas fueron alimentadas de forma continua, durante las 24 horas del dia, mediante
tres bombas peristéalticas que transportaban un mix de microalgas compuesto de
Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans a una concentracion promedio 1.45 x 10°
Cel.mL™,

3.1.1. Disefio experimental

Para el disefio experimental se utilizo un disefio factorial 22. Consideramos dos factores:
saturacion de oxigeno (niveles 20% y 100%) y pH (niveles 7.4 y 7.8) (Tabla 3). Como
resultado, se obtuvieron cuatro tratamientos que fueron nombrados de la siguiente
manera: control (sin estrés) (C), estrés por hipoxia (H), estrés por acidez (A) y estrés
multiple (1) (combinacion de hipoxia + acidez). Los cuatro tratamientos se realizaron por
triplicado, sumando un total de 12 unidades experimentales, para lo cual se utilizaron 12

tanques.

Tabla 3: Disefio experimental

pH=78 pH=7.4

100% Control (Sin Estrés por

saturacién estrés) (C) acidez (A)
20% Estrés por Estrés multiple

saturacion hipoxia (H) 0]




3.1.2. Instalacién del sistema

Se instald un sistema de flujo abierto de agua de mar compuesto por 12 tanques de 44 L
cada uno, donde se colocaron 90 individuos de A. purpuratus por tanque. El agua de mar
utilizada era previamente filtrada gracias a tres filtros de cartucho colocados en serie
(100um, 50um y 10um). Adicionalmente, se utiliz6 un décimo tercer tanque, que no

contenia individuos, el cual sirvié como blanco para el calculo de la tasa de aclaramiento.

Cada tanque tuvo un mezclador de gases, compuesto por una bomba de acuario de 1200
L/h. Lainyeccion de gas N2 y CO- se hizo hacia dichos mezcladores, mediante mangueras
neumaticas de poliuretano de 4x6mm. El mezclador presente en cada tanque hizo que
dichos gases se distribuyan homogéneamente dentro ellos. Adicionalmente, para evitar el
intercambio de gases, todos los tanques se cubrieron en la superficie con planchas de

poliestireno (tecnopor) de 8mm de espesor.
3.1.3. Toma de muestras

Para la estimacion de la tasa de aclaramiento (TA), se tomé una muestra diaria, a las 2:00
pm, de 15ml de agua en la salida de los 12 tanques experimentales y en el tanque blanco
para cuantificar la clorofila a través de fluorescencia con ayuda del fluorémetro Hoefer
DQ300. Las muestras eran tomadas en tubos tipo falcdn de polipropileno. Las mediciones
de clorofila en la salida de cada tanque se hicieron por triplicado, calculando de tal forma
un promedio de clorofila en cada salida. Asimismo, se midieron los caudales, por

triplicado, en la entrada de los tanques.

Por su parte, para el célculo de la selectividad entre las dos microalgas, se tomaron
muestras de 15ml de agua en la salida de los tanques. Posteriormente las muestras fueron
fijadas con aproximadamente 0.2 ml de solucion de lugol para facilitar el conteo de
microalgas. EIl conteo se realizé por quintuplicado, con la ayuda de un microscopio de

contraste de fases y una cAmara de Neubauer.

Mientras que, para la estimacion de la tasa de crecimiento se hicieron biometrias cada 15
dias, que consistian en la extraccion de 10 individuos al azar de cada tanque, a fin de
realizar mediciones de talla, peso y un posterior secado en la estufa a 60°C por 48 horas.
Las mediciones de talla y peso se hicieron con ayuda de un vernier de 0.0lmm de
precision y una balanza de precision Sartorius® con exactitud 0.0001g, respectivamente.
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En cuanto a la sobrevivencia, esta fue calculada diariamente contabilizando los individuos
muertos que eran extraidos de cada tanque de experimentacion horas antes de hacer la
toma de muestra para la estimacion de la TA. Dado que para la estimacion de la TA era

necesario tener el nimero exacto de individuos presentes en cada tanque.
3.1.4. Procedencia de semilla y aclimatacion

Los individuos utilizados fueron provistos por la Hatchery de la empresa privada
Agromar (Organos, Pert). Se transportaron en un cooler, usando esponjas humedecidas
con agua de mar y gel packs para disminuir la temperatura durante el viaje.
Posteriormente, los individuos se aclimataron durante una semana para reducir el estrés
generado por la manipulacién y el transporte. Para lo cual fueron colocados en un tanque

de 210 L a 17°C con agua de mar filtrada y alimento a flujo continuo, manteniendo la

saturacion de oxigeno del 100% hasta el inicio del experimento de estres maltiple (Figura
9).

Figura 9: Tanque de aclimatacidon de individuos
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3.2. SISTEMA DE SIMULACION Y REGULACION DE CONDICIONES
AMBIENTALES

3.2.1. Regulacidn de gas nitrégeno (N2)

El agua de los tanques de los tratamientos de estrés por hipoxia (H) y estrés maltiple (1),
compuesto por tres tanques cada uno, se hicieron hipoxicos mediante la inyeccién
controlada de gas N2. Disminuyendo progresivamente la saturacion de O hasta alcanzar

un valor constante de 20%.

Para ello se instal6 un balén de nitrogeno de 10 m® que fue conectado a un sistema
regulador del paso de gases. Dicho sistema de regulacion estaba compuesto por valvulas
solenoides controladas por un software programado y un computador. Al mismo tiempo,
el sistema regulador de paso de gases estuvo conectado a dos multipardmetros WTW
3430 Set G que utilizaban seis sensores (FDO® 925) para el registro del porcentaje de
saturacion de oxigeno. Los sensores de oxigeno (FDO® 925) estuvieron
permanentemente sumergidos en los tanques y registraban la saturacion de oxigeno del
agua a intervalos de dos segundos. Cuando el agua de un tanque alcanzaba niveles de
oxigeno mayores a 20% de saturacion (programados en el software) el sensor lo detectaba
y mandaba una sefial al software que hacia que las valvulas solenoides se encendian y
hagan una inyeccion controlada de gas N2 hasta que los niveles de saturacion regresaran
a 20%.

3.2.2. Regulacion de didxido de carbono (COz2)

En los tratamientos que requerian de pH bajo como estrés por acidez (A) y estrés multiple
(1), se utiliz6 un tanque adicional de 210L al cual se le inyectd de manera constate y
controlada COg, hasta obtener un pH controlado de 7,4. Para ello se instal6 un balén de
CO2 de 40 Kg el cual estaba conectado a un sistema controlador del paso de gases que

funcionaba a través de una valvula solenoide.

Para regular la entrada de CO., el sistema controlador del paso de gases estaba conectado
a un electrodo de pH (Sentix® 940-3) el cual estuvo sumergido permanentemente en el
tanque de 210 L. Cuando el pH del agua del tanque alcanzaba niveles de pH mayores a
7.4 (programados en el controlador) el sensor lo detectaba y mandaba una sefial al
controlador que hacia que las valvulas solenoides se encendian y hagan una inyeccion de

gas CO; hasta que los niveles de saturacion regresaran a 7.4%. En este caso, la dosis de
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gas necesaria era regulada a través de un regulador de flujo neumaético y contador de
burbujas previa entrada al tanque de 210L. Finalmente, para que el agua a pH 7.4 llegara
a los tanques experimentales que requerian pH bajo (A y I) se utiliz6 una bomba
sumergible de 1/3 HP.

3.2.3. Regulacién de temperatura

Para que no existieran cambios bruscos de temperatura a lo largo del experimento, esta
fue controlada gracias a un sistema regulador de temperatura. El sistema consistio en un
chiller que fue programado para que mantenga la temperatura a 17°C. El intercambio de
calor se hacia a través de un serpentin de titanio sumergido en el tanque de 210L, lo cual
hizo que los tratamientos de acidez (A y I) mantuvieran la temperatura deseada. Mientras
que los tanques de los tratamientos H y C mantuvieron la temperatura deseada a través de
otros serpentines de titanio huecos sumergidos en el tanque de 210L por los cuales
transcurria el agua filtrada que gracias al intercambio de calor adquiria la temperatura de
17°C.

Figura 10: Experimento de estrés multiple
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Figura 11: Esquema del experimento multiestrés. (1) Tanque de alimento, (2) bombas peristalticas, (3) controlador de paso de nitrogeno, (4) pantalla, (5) enfriador de agua, (6)
bomba centrifuga, (7) mezclador de gas de CO,, (8) contador de burbujas, (9) regulador de paso de CO; y (10) cartuchos de filtros de agua.



3.2.4. Medicion de parametros ambientales

Se hizo un control de parametros fisico-quimicos continuamente, dos veces al dia (9:00
amy 4:00 pm) en los 12 tanques experimentales. Por un lado, el pH se midio con la ayuda
de un electrodo de pH (Sentix® 940-3), que fue calibrado semanalmente. Mientras que
la saturacion de O, y temperatura fueron registrados gracias a un sensor optico de oxigeno
y temperatura (FDO® 925). Ambos sensores fueron conectados a un multiparametro
WTW 3430 Set G.

3.2.5. Regulacién de flujos de agua y alimento

Los individuos fueron alimentados continuamente las 24 h del dia, con una mezcla de
fitoplancton de proporciones similares, compuesta por Isochrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans. ElI mix de microalgas fue suministrado hacia los 13 tanques (incluyendo el
tanque blanco) por mangueras flexibles de PVC de 1/8 de pulgada que estuvieron
conectadas a 3 bombas peristalticas (Figura 11).

Mientras que en cada tanque, el agua a 17°C ingresé por mangueras flexibles de PVC de

1/2" a un flujo (1.5 ml.s?). Su flujo era regulado gracias a llaves de paso (Figura 12).

Los flujos de entrada de alimento como de agua, fueron regulados y equilibrados a diario
a fin de mantener un mismo flujo promedio de ingreso. De tal forma que el nimero de

recambios en cada tanque o unidad experimental sea igual.

Cada tanque poseia una salida de agua, conformada por un reboce de una tuberia de 1/2"
de PVC (Figura 12).
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Entrada de N2

Salida por rebose

“**““Entrada alimento
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Entrada de N2

Figura 12: Vista lateral y superior de los tanques. (1): Mezclador de gases, (2) malla de plastico de /4" de

cocada, (3): regulador de flujo de nitrégeno y (4) llave de paso de agua.

3.2.6. Limpieza y mantenimiento
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La limpieza de los tanques se hizo de manera diaria y consistia en el sifoneo de las heces
producidas por los individuos. El porcentaje de agua extraida por el sifoneo fue minima
y menor al 15% del volumen de cada tanque. A fin de la cuarta semana se hizo una

limpieza total de los tanques.



3.3. DETERMINACION DE LA TASA DE ACLARAMIENTO

El célculo de la tasa de aclaramiento fue medida con la expresion de Crisp (Crisp, 1971),

que se describe a continuacion:

TA =

F (Fluoent — Fluosal>
n Fluogy;

En donde:

e TA: Tasa de aclaramiento (L.h™%)

e F:Flujo (L.h?

e n: Numero de individuos

e  Fluoen: Fluorometria de la camara en blanco

e Fluosa: Fluorometria en los flujos de salida del tanque
3.3.1. Estandarizacion de la TA

Dado que la tasa de aclaramiento (TA) varia de acuerdo con el tamafio del individuo
(Pouvreau et al., 1999), lo cual complica cualquier comparacion entre tratamientos y
repeticiones, se estandarizaron a una altura de valva de 30 mm y a 1g de peso seco. Para

lo cual se utilizé la formula de Bayne et al. (1987):

En donde TAsw es la tasa de aclaramiento estandarizada, TAexp €S la tasa de aclaramiento
experimental, Xsd s la longitud o peso de estandarizacion, Xexp €s la longitud o peso del
individuo experimental y b es el exponente que relaciona la TA con la longitud. Se utilizé
un valor de 2 como exponente de estandarizacion respecto a la longitud y 2/3 para la

estandarizacion con respecto a peso (Aguirre et al.,2017).
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3.3.2. Conteo de microalgas para la preferencia relativa

En el conteo se identific cada una de las 2 distintas especies a fin de determinar, por
diferencia entre el tanque blanco y la salida de los tanques, la cantidad y proporcion

consumida de cada una. En tanto, la formula empleada para el conteo de microalgas fue

la siguiente:

B Y Celulas

Concentraci6n (Cel/ml) ==X 10*

En donde:

e Y cel =Suma de células de los cuadrantes extremos de la camara Neubauer
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3.4. REGISTRO DEL CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA

3.4.1. Tasa de crecimiento
La tasa de crecimiento (TC) en talla y peso fue estimada mediante la siguiente ecuacion:

Alturas — Altura;
mm — i
TC ( / dla) ATiempo

Pesos — Peso;
g — f i
TC ( /dia) ATiempo

3.4.2. Sobrevivencia
La sobrevivencia fue determinada mediante la expresion:

Ind iz, — Ind my;
Sobrevivencia (%) = dlalr;d dian o 100%
dian

En donde:

e Ind 4i, ,= Nimero de individuos totales en el dia “n”

¢ Ind mgj, ,= Numero de individuos muertos en el dia “n”
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3.5. ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

El procesamiento de datos y analisis estadistico se realiz6 con el software R version 3.6.1.
R es un software de libre acceso que provee una gran variedad de técnicas estadisticas
clasicas y multivariadas (R Core Team, 2018). Utiliza un lenguaje y entorno de

programacion para andlisis estadistico y grafico.

Antes de hacer uso de las pruebas no paramétricas, se hizo un ANOVA para evaluar las
varianzas de las variables analizadas. Seguidamente, de una prueba de Shapiro-Wilk para
analizar la distribucion de los datos, y una prueba de Levene para analizar la
homogeneidad de la varianza. El nivel de significacion (a)) fue establecido en 0.05 para
todos los andlisis. Para determinar si existian diferencias entre los tratamientos se realizo

la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, seguidamente de la prueba Dunnett.

Para la modelacion de la tasa de aclaramiento (TA) en funcion de la altura valvar y peso
de A. purpuratus, se utilizé la funcion “predict” del software R, la cual predice modelos

ajustando funciones.

Mientras que para modelar las curvas de crecimiento en cada tratamiento se uso la funcién
“nls” del software R, que crea un modelo de regresion no lineal. La funcion exige que se
asignen unos valores iniciales a los pardmetros Beta (K y to) de la ecuacion a estimar
(Curva de Von Bertalanffy). Partiendo de los parametros de crecimiento iniciales,
estimados por Aguirre et al. (2014), (K= 1.42, t, =0.083), la funcién model6 y mediante
un proceso de optimizacion numérica se aproximaron los parametros seleccionados a los

valores 6ptimos.

Asimismo, se hizo un andlisis de componentes principales (PCA), con ayuda de la

funcione “prcomp”.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONDICIONES AMBIENTALES

Durante el experimento la temperatura en el tratamiento control (C) se mantuvo en un
promedio de 16.97°C. Mientras que en los tratamientos de estrés mantuvieron un
promedio de 16.88 °C, 16.93°C y 16.89°C en estrés por acidez (A), estrés por hipoxia (H)
y estrés multiple (1), respectivamente (Tabla 4). Al inicio de la cuarta semana se
experimentd una tendencia a una baja de temperatura en todos los tratamientos (Figura
13a). La cual fue causada por errores de calibracion del equipo enfriador de agua, ademas
de la una baja de temperatura en las condiciones del laboratorio. Al inicio de la quinta
semana la temperatura tuvo una tendencia a estabilizarse a la propuesta para la
experimentacion. A pesar de los cambios registrados entre tratamientos, el test de Kruskal
Wallis indicé que no se registraron diferencias significativas en las temperaturas (p >
0.05). Por lo cual podemos decir, que todos los tratamientos fueron sometidos a las

mismas condiciones de temperatura.

Por otro lado, el pH registrado indicd promedios de 7.76 en el tratamiento control, 7.39
en el tratamiento de estrés por acidez, 7.63 en estrés por hipoxia y 7.34 en estrés maltiple
(Tabla 4). En la Figura 13b, se observa una disminucion brusca de pH Unicamente en el
tratamiento de estrés por hipoxia (H) en la cuarta semana, debido probablemente a un
aumento en la respiracién de las conchas, microorganismos y materia organica presente
en los tanques de ese tratamiento. A pesar de ello, el test de Kruskal Wallis indicé que no
se registraron diferencias significativas (p > 0.05) entre el tratamiento control, con el cual
comparte los mismos niveles de pH (7.8) para la experimentacion, lo cual indicaria que
fueron sometidos a las mismas condiciones de pH. Asimismo, el test de Kruskal Wallis
registro que no existieron diferencias significativas (p > 0.05) entre los tratamientos que
tenian al pH bajo (7.4) como factor de estrés (estrés por acidez y estrés multiple), lo cual

indicaria que estos tratamientos también sometidos a las mismas condiciones de pH.

Por su parte, la saturacion de oxigeno entre el tratamiento control y estrés por acidez, se
mantuvieron en un promedio 99.31% y 98.16%, mientras que entre los tratamientos de



estrés maltiple e hipoxia un promedio de 19.93% y 19.77%. No se detectaron diferencias
significativas (p > 0.05) segun el test de Kruskal Wallis, entre los tratamientos de Avs C
y H vs I, lo cual indicaria que estos tratamientos fueron sometidos a las mismas

condiciones de saturacién de oxigeno (Figura 13c).
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Figura 13: Variaciéon semanal de pardmetros ambientales a) temperatura promedio (°C), b) pH y c)

saturacion de oxigeno (%). Las barras verticales indican intervalos de confianza al 95%
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Tabla 4: Parametros ambientales durante el experimento. Se muestra el promedio y la

desviacion estandar (entre paréntesis)

Tratamiento  Temperatura pH Saturacion OD
Control (C) 16.97 7.76 99.31
(0.61) (0.12) (3.34)
Estrés por 16.88 7.39 98.16
acidez (A) (0.50) (0.13) (2.85)
Estrés por 16.93 7.63 19.77
hipoxia (H) (0.59) (0.18) (2.83)
Estres 16.89 7.34 19.93
Multiple (I) (0.13) (0.13) (3.31)
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4.2. TASA DE ACLARAMIENTO

4.2.1. Tasa de aclaramiento en el tiempo

En la figura 14, se muestra la evolucion de la TA (Lh™* indv™) en los cuatro tratamientos
a lo largo de los dos meses de experimentacion. El analisis de regresion correspondiente
a cada tratamiento mostr6 pendientes positivas. Los valores de las tasas de aclaramiento
iniciales fluctuaron en los rangos de 0.06-0.38 Lh* en los tratamientos, mientras que los
finales en 0.92-3.01 Lh™, mostrandose un aumento de 89%. Este aumento de la TA a lo
largo del tiempo, esté relacionado con el aumento de la altura promedio (12.69 a 28.67

mm) y el peso somético de los individuos (0.092 a 1.38 g).
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o Contrel{02=100% + pH=7.8) * .: o Estrés por Acidez (02=100% + pH=7.4)
*
-
] .s ]
. . A
R * o * o
= "0 ! >
= . ¥ H
5 » o . *
ot} - ’.k :’ -
q_ = :0. .o ‘ '.. =
= — —_
te 3 *
$3°
o o
= T T T T T = T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

= o

o Estrés por Hipoxia (02=20% + pH=7.8) ™ Estrés multiple (02=20% + pH=7.4)
= o =
2 o I .
= * - -
< oo ey
= pe o 2 o &
i o o AN * *
e - 3ot et %

AR L
EARS T
= = L ) M
= T T | T T = T T | | T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

Figura 14: Tasa de aclaramiento (Lhindv) de la concha de abanico, por tratamiento, durante el periodo

de experimentacion

Por un lado, graficamente se aprecian menores TA en todos los tratamientos de estrés
(estrés por hipoxia, estrés por acidez y estrées multiple) en comparacion al tratamiento
control. Esto podria ser consecuencia de un ajuste fisioldgico relacionado a la regulacién
de su alimentacion en funcion a sus necesidades fisioldgicas y energéticas (Norkko, 2006;
Navarro, 2002).
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Por otro lado, la presencia de pseudoheces observada en los tratamientos de estrés por
acidez, estrés por hipoxia y estrés multiple puede deberse a que la concha de abanico se
encontraba en situaciones poca demanda energética. Al respecto, Ho Kang et al. (2008),
afirman que la tasa de aclaramiento en el mejillon se reduce al disminuir la demanda
metabdlica. Mientras que, Bayne et al. (1982) y Ward y Shumway (2004) afirman que
este ajuste ante condiciones adversas involucra mecanismos de regulacion previos a la
ingesta, como la seleccion y el rechazo de material alimenticio (produccion de

pseudoheces) a nivel del ctenidio y palpos labiales.

Por su parte, Jargensen (1986) afirma que la filtracion es una actividad de bajo costo
energético, lo cual explicaria que la TA en la presente investigacion no disminuyera

abruptamente ni llegara a niveles criticos, a pesar de las condiciones de estrés multiple.
4.2.2. Modelo de ajuste entre las tasas de aclaramiento en talla 'y peso

La figura 15 y 16 muestran la relacion entre la TA (Lht) vs la talla (mm) y la TA (Lh?)
vs el peso somatico (g) de A. purpuratus respectivamente para cada tratamiento. Se puede
observar que la TA presento una relacién alométrica en funcion a la talla y peso. Las
curvas de ajuste obtenidas de los tratamientos de estrés (por acidez, por hipoxia y
multiple) mostraron tener diferencias significativas (p<0.05) con respecto a la curva del
tratamiento control. Sin embargo, no existio diferencia significativa (p>0.05) entre la

curva de estrés por acidez y estrés maltiple.
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Figura 15: Relacion alométrica de la tasa de aclaramiento (Lhtindv) y la altura valvar (mm) de A.
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Figura 16: Relacion alométrica de la tasa de aclaramiento (Lh™indv?) y peso (g) de A. purpuratus segun

tratamiento
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La tabla 5 muestra los pardmetros de las regresiones que se obtuvieron para el ajuste en
talla por tratamiento. El rango en el que se encontro la constante de normalizacion (a) fue
de 0.17-0.43, mientras que el valor del exponente alométrico (b) entre 1.41-1.98 para el
rango de tallas trabajadas. Asimismo, el valor la constante de normalizacién del
tratamiento control versus el de estrés multiple fue significativamente mayor. Segun,
Winter (1976) y Bernard (1983), citados por Filgueira (2007), un menor indice de
condicién, puede ser explicado como una respuesta a condiciones ambientales
desfavorables, por lo cual, el tratamiento de estrés multiple tiene una menor constante de

normalizacion.

Tabla 5: Coeficientes alométricos y limites de confianza (en paréntesis) del modelo tasa

de aclaramiento en funcion a la altura valvar de A. purpuratus segun tratamiento

Tratamiento

a b R? N

0.430 1.59
Control (C) (0.305-0.860)  (1.229-1984) 084 &

. . 0.290 141
Estrés por acidez (A) (0.207-0.407)  (1.036-1.834) 0.58 77
Estrés por hipoxia 0.296 1.74 0.49 50

(H) (0.144-0.523)  (1.048-2.563) '

Estres maltiple (1) 0.177 1.99 0.73 79

(0.118-0.252)

~ (1.570-2.430)

Mientras que, la tabla 6 muestra las variables alométricas en el ajuste en peso por
tratamiento. Los rangos en que se encontraron (a) y (b) fuero 0.59- 1.127 y 0.48-0.677
respectivamente. Asimismo, el valor la constante de normalizacion del tratamiento

control fue superior al de los tratamientos de estrés por acidez y estrés multiple.
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de aclaramiento en funcion al peso de A. purpuratus segun tratamiento

Tabla 6: Coeficientes alométricos y limites de confianza (en paréntesis) del modelo tasa

(0.507-0.667)

(0.537-0.832)

Tratamiento a b R? N
1.127 0.543
Control (C) (0.997-1.254)  (0.419-0677) 0% 8
. . 0.699 0.484
Estreés por acidez (A) (0.615-0.781) (0.354-0.626) 0.47 77
Estrés por hipoxia 0.848 0.594 0.47 50
(H) (0.667-1.021)  (0.358-0.875)
Estrés mltiple (1) 0.587 0.677 067 79

Los valores b obtenidos para el ajuste de la TA vs peso (Tabla 6) fueron similares a los
reportados por Navarro y Gonzales (1998) en A. purpuratus en Chile (b=0.44) y a los de
Cabezas (2016) en la Bahia de Paracas (b=0.223-0.586). Asi como también, a los
reportados para especies similares; Pinctada margarifera (b= 0.573) (Povreau et
al.,1999), M. chilensis b= 0.38-0.74 (Winter, 1976 citado por Povreau et al., 1999).

Segun Filgueira (2007), las diferencias tan acusadas entre los modelos de ajuste TA vs
talla y peso para una misma especie pueden evidenciar una elevada variacion en la
estimacion de los parametros alométricos, lo cual afirma el rechazo la hipétesis de
existencia de una relacién alométrica universal. Cabe decir que los exponen alométricos
hallados en esta investigacion, corresponden a un ajuste de TA vs peso y talla de un rango

reducido de tallas y pesos.
4.2.3. Tasa de aclaramiento especifica

Es conocido que en los seres vivos las tasas fisioldgicas son mas elevadas en estadios
tempranos del desarrollo. En la presente investigacion, las tasas de aclaramiento
especificas (L.ht.g) fueron mayores al inicio del experimento en comparacion al final
(Figura 17). Esto pudo deberse al mayor requerimiento energético por unidad de peso de
individuos de menor tamafio (Resgalla et al., 2004). Las diferencias de las tasas de

aclaramiento especificas entre tratamientos, por semana, estan detalladas en el Anexo 7.

La tasa de aclaramiento especifica en nuestros tratamientos de estrés (I, H y A) estuvo
entre los valores de 0.49-0.99 L.h't.g! para un rango de tallas de 12 a 31mm. Estos estan
dentro de los rangos reportados por Cabezas (2016) para A. purpuratus (0.448 - 3.046
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L.h't.g?) en un rango de tallas de 25 a 55 mm en la bahia de Sechura. Asi mismo, valores
de 0.68 L.h™.g! para individuos de 45 a 55mm, fueron reportados por Balducci y Mendo
(2011) en la misma bahia, valor que se encuentra en el rango obtenido en el presente

estudio.
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Figura 17: Tasas de aclaramiento especificas (L.h™.g?) en el tiempo (Semanas)

La semana uno, al inicio del experimento, las TA especificas (L.h™.g™) en los tratamiento
de estrés por acidez y estrés multiple fueron significativamente menores (p<0.05) que en
el tratamiento control. Asimismo, se observo una TA especifica significativamente menor
en el tratamiento de estrés multiple en comparacion al tratamiento de estrés por hipoxia
en la primera semana (p<0.05). Al finalizar el experimento, en la semana siete, las TA
especificas continuaron siendo significativamente menores (p<0.05) en los tratamientos
de estrés multiple y estrés por acidez, en comparacion al tratamiento control, ademas de
ser significativamente menores al tratamiento de estrés por hipoxia. Lo cual mostro que
la demanda energética por unidad de peso en los tratamientos que tenian a la acidez como

variable estresora (A y I) fue menor.

45



Owen (1974), indica que las tasas de alimentacion especificas en bivalvos decrecen con
el incremento del tamario. Por su parte, Bayne (1976) explica que esto puede ser causa de
una reduccion en la relacion del area de las branquias-peso de tejido. Ya que existe una

reduccion en la relacion del area branquial-peso tejido conforme crece el organismo.
4.2.4. Tasa de aclaramiento estandarizadas

La figura 18a y 18b, muestran la TA estandarizada para un individuo de una talla de
30mm (TAstiomm) Y la TA estandarizada para un individuo de un 1g de peso seco (TAstig),
respectivamente, en todos los tratamientos. Los resultados obtenidos en la TAsizomm

indicaron las mismas tendencias que la TAstg.

La mayor TAstzomm Se registro en el tratamiento que no poseia ninguna variable estresora
(control) (2.84 L.hY), seguida por el tratamiento de estrés por hipoxia (2.17 Lh™ Lh™),
estrés por acidez (1.69 Lh™) y estrés maltiple (1.48 Lh™). Mientras que, TAstig mostraron
las mismas tendencias siendo mayor en el tratamiento control (6.319 Lh™), seguido de
estrés por hipoxia (4.837 Lh™), estrés por acidez (3.767 Lh™t) y estrés maltiple (3.302 Lh-
1y (Tabla 7). Los resultados muestran una reduccion de un 48%, 40% y 24% en las tasas
de aclaramiento de los tratamientos de estrés multiple (1), estrés por acidez (A) y estrés
por hipoxia (H) respectivamente, con respecto al tratamiento control.

El andlisis estadistico de Kruskal Wallis, aplicado a ambos casos, indicd que existieron
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos de estrés (H y A) y estrés
maltiple (1) con respecto al control (C), sin embargo, no existieron diferencias

significativas (p>0.05) entre el tratamiento de estrés por acidez y estrés maltiple.
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Figura 18 : Tasa de aclaramiento estandarizada promedio (L.h™.ind™) a) estandarizada a una talla de 30mm

b) estandarizada para un individuo de 1g de peso seco, por tratamiento: C) Control, A) Estrés por acidez,

H) Estrés por hipoxia, I) Estrés maltiple. Las barras verticales indican intervalos de confianza al 95%

Tabla 7: Promedio de tasa de aclaramiento estandarizada a 30mm (TAstomm) Y tasa de

aclaramiento estandarizada a 1g de peso seco (TAstg), desviacion estdndar (entre

paréntesis)

. T.Ast3omm T.Astlg
Tratamiento | p1jngly  (LhLind?)

Control 2.836 6.319

©) (0.952) (2.126)

Estrés por acidez 1.689 3.767

(A) (0.632) (1.413)

Estrés por 2.169 4.837

hipoxia (H) (0.899) (2.011)

Estrés maltiple 1.480 3.302

m (0.609) (1.367)
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Con respecto a las condiciones libres de estrés, la TA estandarizada para un individuo de
19 de peso seco (T.Astg) en el tratamiento control (6.31 L h™) fue similar a la reportada
por Aguirre et al. (2017) (5.05 L.hY) quien trabajo con A. pupuratus a una temperatura
de 16°C y a un porcentaje de saturacion de saturacion mayor al 90%, similar al usado en
esta investigacion. Asimismo, nuestros resultados se asemejan a los reportados para
especies similares, tales como Chlamys Ferrari, 5.95 L.h™ a 15.4 °C (Zhou et al. 2006) y
6.2 L.h"t a 18°C para Argopecten irradians (Riisgard et al., 1988).

Por otro lado, nuestros resultados difieren de los reportados por Dionicio y Flores (2015),
quienes reportaron una TA de 0.24 L h*t para A. purpuratus de una talla promedio de 37
mm en condiciones de laboratorio a temperatura y saturacion de Oz similares a los
nuestros. Estas diferencias pueden deberse al uso de un sistema cerrado para la estimacion
de la TA, en el cual no interviene un flujo de corriente de agua (“Clearance Method”).
Ademas, en nuestro tratamiento la cantidad promedio de fitoplancton en nuestros tanques
se mantuvo en un promedio de 20 000 cel.ml, mientras que en el tratamiento de Dionicio
y Flores (2015) tuvo un promedio de 1x10° cel mI. Al respecto, Bayne et al., (1987)
muestra una relacion inversa entre la concentracion de fitoplancton y la TA, que podria

explicar las diferencias entre el trabajo de Dionicio y Flores (2015) y el presente estudio.

La TA de A. purpuratus bajo condiciones de hipoxia fue significativamente menor con
respecto al control (p<0.05). Resultados similares en la misma especie fueron encontrados
por Aguirre et al. (2017) bajo condiciones de hipoxia ciclica diaria (12h:12h
normoxia:hipoxia), concluyendo que en periodos de hipoxia ciclica la TA puede
reducirse en un 30%. En el presente estudio hubo una reduccion del 24% de la TA, valor
muy cercano a lo reportado por estos autores. Es importante mencionar que niveles de
oxigeno por debajo de 24.4 % de saturacion de oxigeno pueden afectar la respuesta
metabolica de la especie (Aguirre et al., 2016).

Las TA estandarizadas a 30 mm (TAstomm: 2.17 £ 0.89) obtenidas en el presente estudio
estuvieron dentro del rango de valores reportados por Aguirre et al. (2017) bajo
condiciones de hipoxia (TAsgomm: 1.84-2.08 L.h). Estas similitudes serian podrian
deberse a que en ambos experimentos se empled el método de “Steady State Method”
para la estimacion de la TA ademas de haber sido realizado en un laboratorio a
condiciones simuladas y controladas. Investigaciones con otros bivalvos, Paphies

australis, Ruditapes decussatus, Perna viridis, también reportaron una disminucion de la
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TA por stress causado por hipoxia (Sobral y Widdows 1997; Norkko et al., 2006; Wang
y Widdows, 1993).

La TA en los tratamientos que tenian a la acidez como variable estresora (A y I) fue
significativamente menor (p<0.05) en comparacion a los demas tratamientos. Esto pudo
deberse a dafios mecanicos en las estructuras de filtracion causado por la prolongada
exposicion a pH acido. Existen varios estudios que muestran efectos negativos sobre las
tasas de aclaramiento e ingestion en bivalvos, posiblemente debido a deficiencias en el
funcionamiento de los sistemas digestivo y de filtrado (Lardies et al., 2017; Navarro et
al., 2013; Vargas et al., 2014). En China, Liu y He, 2012, reportaron una disminucién en
la tasa de aclaramiento de los bivalvos Chlamys nobilis y Perna viridis a niveles de pH
bajos de 7.7 y 7.4; mientras en Pinctada fucata, a los mismos niveles de pH, la TA
aumenta. En Chile, Lardies et al. (2017) reportaron que el pH bajo (es decir alta pCOy)
en el agua de mar afecta la salud de A. purpuratus a través de la atrofia de la glandula
digestiva y de organos que encargados de la filtracion. Por su parte una exposicién
prolongada (mayor a 35 dias) a pH bajo de 7.6, produjo una disminucién en la tasa de
aclaramiento en individuos juveniles de Mytilus chilensis y Perumytilus purpuratus
(Navarro et al. 2013; Vargas et al., 2014).

En el presente trabajo se encontrd que el pH bajo afecta la TA en mayor medida que la
hipoxia. Se sabe que, en condiciones de pH bajo, los bivalvos aplican mecanismos
similares a los aplicados cuando se encuentran en condiciones de bajo oxigeno; como la
depresion metabdlica (Jansson et al., 2015). Sin embargo, en condiciones de pH acido la
hipercapnia, 0 no compensacion de pH intra-extra celular puede representar un costo
energético adicional lo cual puede estar relacionada a la reduccion mayor de la TA

(Cummmings et al., 2011 y Stumpp et al., 2011, citados por Vargas et al., 2014).

Roney et al., 2009 afirma que una disminucion en la TA puede explicar una disminucion
del gasto energético para otros procesos fisiologicos. Con lo cual, las diferencias
significativas entre las TA entre el tratamiento de control (C) y los tratamientos de estrés
y estrés multiple (H, A y I) pueden explicar los efectos en reduccion en parametros de

crecimiento y sobrevivencia encontrados.
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Cabe decir que las condiciones simuladas a nivel de laboratorio nunca son idénticas a las
del ambiente natural, dado a que, en este ultimo, existen una decena de variables
adicionales. Por lo cual, la extrapolacion de las tasas de aclaramiento obtenidas puede ser
arriesgada, por lo tanto, debe subrayarse la necesidad de "intercalibrar" con los estudios
in situ. A pesar de ello, los datos obtenidos dan una nocion de lo que ocurre en el medio

natural.
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4.3. SELECTIVIDAD DE PARTICULAS

La selectividad por I. galbana fue mayor en el tratamiento control (58.41%) y menor en
el tratamiento de estrés por hipoxia (45.8%.), mientras que en el tratamiento de acidez e
hipoxia se obtuvieron consumos de 55.0% y 47.8% respectivamente. En cuanto a
consumo de C. calcitrans, fue mayor en el tratamiento de estrés por hipoxia (54.2%) y
menor en el tratamiento control (41.6%), mientras que el tratamiento de estrés maltiple y
estrés por acidez de 52.23% y 45%, respectivamente (Figura 19). Sin embargo, la prueba
de Kruskal Wallis arrojo que no existieron diferencias significativas (p<0.05) en la
selectividad de I. galbana y C. calcitrans en los tratamientos. Esto pudo ocurrir porque

ambas microalgas poseen caracteristicas similares que favorecen su facil seleccion.

B Bochrysis galbana
- B Chaestoceras calcitrans

Consumo (%)

C A H I

Figura 19: Selectividad de particulas por tratamiento: C) Control, A) Estrés por acidez, H) Estrés por

hipoxia, I) Estrés maltiple. Las barras verticales indican intervalos de confianza al 95%

Segun Foighil et al. (1990), la capacidad de retencidn de las particulas alimenticias esta
en funcién de su tamafio y es un aspecto fundamental de la biologia y ecologia de los
organismos filtradores. Lora Vilchis et al. (2004), indican que las dimensiones de C.
calcitrans (3-7 um) e I. galbana (5-6 um) se encuentran en el umbral de eficiencia de
retencion. Por lo cual la selectividad de estas dos especies, para este rango de tallas de A.

purpuratus pareceria no estar relacionada al tamafio de microalgas.

Por su parte, Bricelj y Shumway (1991) indican que los miembros de la familia Pectinidae
pueden retener con eficiencia particulas que tienen de 5 a 7 um. Mientras que, la
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capacidad de retener particulas de menor dimension varia de especie a especie y los

microorganismos menores de 1 um no pueden ser retenidos por estos filtradores.

Helm et al. (2006), afirman que I. galbana se caracteriza por no poseer pared celular, ser
flagelada y con movilidad; mientras que C. calcitrans se caracteriza por no presentar
movilidad y poseer setas largas y delgadas conformadas de silicio. Su composicion
energética ha sido descrita por Lora Vilchis et al. (2001) mostrando valores similares
entre ambas microalgas, alcanzando valores de 19.8 mJ.mg? en I. galbana y 19.1 mJ.mg"
L en C. calcitrans. Por lo cual, un mayor consumo de una con respecto a la otra, no
representaria diferencias significativas en la captacion de energia. Aun asi, es necesario
mencionar que los perfiles de EPA y DHA son mayores en I. galbana (Napolitano,1990),
lo cual hace probable a que el tratamiento control haya experimentado un mejor

crecimiento por su mayor consumo.

Rouillon et al. (2002) report6 en un experimento realizado en la bahia de Independencia
que la concha de abanico poseia un criterio selectivo con preferencia a algunas especies.
Sin embargo, este comportamiento se debié a que la oferta alimentaria in situ es muy
amplia a diferencia de nuestras condiciones experimentales. Encontrandose en el medio
natural decenas de microalgas ademas de otros componentes particulados caracteristicos

de un seston rico en términos productividad.
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4.4. TASA DE CRECIMIENTO

La figura 20a y 20b muestra la evolucion temporal del crecimiento en altura y peso,
respectivamente. En ellas se evidencias que a partir de la segunda semana de
experimentacion comenzaron a observarse diferencias significativas (p<0.05) en el las
alturas y pesos entre los tratamientos. Siendo las evidencias mas apreciables las

observadas entre los tratamientos C vs A, Cvs I, Hvs Ay H vs | tanto en talla y peso.

Altura (mm)
20

Control (C)
Estrés por acidez (A)
Estrés por hipoxia (H)
—  Estrés multiple (1)

b)

Peso total (g)

| | | | | |
0 10 20 30 40 50

Tiempo (Dias)

Figura 20: Evolucién temporal del crecimiento por tratamiento. a) crecimiento en altura (mm), b)

crecimiento en peso (g). Las barras verticales indican intervalos de confianza al 95%
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Las tasas de crecimiento en altura demostraron presentar diferencias significativas
(p<0.05) segun el test de Kruskal Wallis, siendo mayor en el tratamiento control 0.332
mm.dia! y menor en el tratamiento de estrés maltiple (1) 0.298 mm.dia™*. En cuanto a los
tratamientos de estrés por hipoxia y estrés por acidez las tasas de crecimiento fueron 0.31
mm.dia® y 0.30 mm.dia?® respectivamente, entre ellas no existieron diferencias
significativas (p>0.05) (Figura 21). Con lo cual el mayor promedio de alturas finales
alcanzadas fue el tratamiento control (29.26+2.62mm) y el menor en el tratamiento de
estrés mudltiple (27.6+3.32mm). Las alturas minimas y maximas alcanzadas por
tratamiento fueron respectivamente de 24.4 y 33.4 en el control, 22.1 y 32.2 en estrés por
acidez, 22.25 y 32.8 en estrés por hipoxiay 22.1 y 38.55 en estrés por multiple.

El test de Kruskal Wallis aplicado para comparar la altura valvar al final del experimento
mostro diferencias significativas (p<0.05) entre el control y los tratamientos de estrés

multiple (1) y estrés por acidez (A).

Crecimiento (mm/dia)
020 025 030 035 040
|

Tratamientos

Figura 21: Tasas de crecimiento en talla (mm.dia) final, segin tratamiento: C) Control, A) Estrés por
acidez, H) Estrés por hipoxia, I) Estrés multiple. Las barras verticales indican intervalos de confianza al
95%.

La tasa de crecimiento en peso fue significativamente menor en el tratamiento de estrés
multiple (1), mostrando valores de 0.0424 g.dia™ (Figura 22) y siendo significativamente

inferior (p<0.05) con respecto al tratamiento control, segun el test de Kruskal Wallis. La
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misma prueba estadistica, mostro que no existieron diferencias significativas (p>0.05) en
la tasa de crecimiento en peso entre los tratamientos de hipoxia, acidez y el control. En
relacion al peso final se registraron diferencias significativas entre el tratamiento de

interaccion y control.
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Figura 22: Tasas de crecimiento en peso (g.dia) final, segiin tratamiento: C) Control, A) Estrés por acidez,

H) Estrés por hipoxia, I) Estrés maltiple. Las barras verticales indican intervalos de confianza al 95%.

Las tasas de crecimiento (0.29 a 0.33 mm.dia) en esta investigacion (Tabla 8), fueron
similares a las encontradas en otras investigaciones realizadas en la misma especie en el
medio natural. Alcazar y Mendo (2008) reportaron crecimiento en altura valvar de
0.33mm.dia* para el cultivo suspendido en juveniles de A. purpuratus (10mm de altura
valvar) en Samanco (9°S) y un crecimiento en peso de que vario de 0.009 y 0.100 g. dia”
. Asimismo, Cisneros et al. (2008) reportaron tasas de crecimiento entre 0.26 y 0.34
mm.dia en un experimento de cultivo suspendido en Pucusana (13°S) en su rango de
tallas de 18.1 a 33.1 mm. Por su parte, Aguirre et al. (2015) reportaron para el cultivo de
fondo (25mm) en la Bahia de Paracas (13°S) una tasa de crecimiento entre 0.25 y 0.39

mm.dia.
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Tabla 8: Tasas de crecimiento final por tratamiento

Tratamiento TC altura TC peso
(mm.dia?) somatico (g.dia™)
Control (C) 0.3315 0.074
Estrés por acidez (A) 0.3009 0.070
Estreés por hipoxia (H) 0.3107 0.069
Estrés multiple (1) 0.2906 0.062

Ademas, nuestros resultados son similares a los presentados por Cordova (2016), quien
trabajo un experimento en juveniles de A purpuratus de 14 mm en condiciones de
controladas. Report6 las mismas tasas de crecimiento encontradas en esta investigacion
0.33 mm.dia! y 0.30 mm.dia! para su tratamiento control y tratamiento de estrés por
acidez (a un pH de 7.4) respectivamente.

La exposicion prolongada al estrés causado por hipoxia (20% saturacion) mostro ejercer
un efecto negativo en tasas de crecimiento en peso y talla en comparacion al control
(reduccidn del 6% y 3% en crecimiento en talla y peso respectivamente), sin embargo,
las diferencias no fueron significativas (p>0.05). Esto pudo haber ocurrido porque la
concha de abanico presenta adaptaciones metabolicas eficientes para enfrentar
condiciones hipoxicas que comunmente ocurren en la costa peruana (Aguirre et al., 2017).
Tal estrategia consistiria en disminuir su metabolismo y a su vez la demanda de energia
para lograr un bajo equilibrio entre la oferta y la demanda de energia (Hochachka y Buck,
1996, citado por Aguirre et al., 2017). Un estudio reportado por Sobral y Widdows (1997)
en R. decussatus afirma que en condiciones de baja pO2 (0.9KPa) obtuvieron tasas de
crecimiento positivas. Demostrando que estos individuos tienen la capacidad de reducir
los costos metabdlicos, pero aun asi pueden cumplir con los costos de mantenimiento, lo
cual le permitia a la especie tolerar la hipoxia. Este mecanismo de ahorro de energia es
comun en los bivalvos y podriamos decir que también ocurrié para A. purpuratus en el
presente estudio. Ademas, Grieshaber et al., 1994 y Isani et al., 1995, citados por Aguirre

etal., (2017) afirman que estas adaptaciones estan relacionadas al hecho que los bivalvos
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son capaces de usar una variedad de vias metabdlicas anaerdbicas para la obtencién de

energia.

Aunqgue se observ6 un crecimiento positivo en los tratamientos que tenian al pH bajo
como variable estresora (A y 1), tales variables afectaron significativamente el
crecimiento en talla (p<0.05). Esto pudo ocurrir ya que la altura valvar, con la cual
estimamos la tasa de crecimiento (TC), esta directamente relacionada con la tasa de
calcificacion. Findlay et al. (2009), citado por Cérdova (2016) afirman que frente a
condiciones acidas el gasto de energia para producir material calcificado se incrementa y
esto puede hacer que el organismo crezca menos. Asimismo, la formacion de las valvas
€S un proceso energéticamente costoso y requiere un aporte energético mayor cuando el
CO:> elevado crea condiciones desfavorables para la precipitacion del carbonato de calcio
(Palmer, 1992; Portner 2008; Waldbusser et al. 2013, citados por Clark et al., 2016).
Cordova (2016) reportd una reduccion de 9.9 % de la calcificacion neta de A. purpuratus
y reduccion de 8.5% de la tasa de crecimiento en talla a un de pH de 7.4. Al mismo tiempo
existen reportes que confirman una de reducciéon de la tasa de calcificacion y crecimiento
en larvas A. purpuratus y especies similares (Hans et al., 2005; Duarte et al., 2013; Gobler
etal., 2014).

Resultados similares a los de esta investigacion fueron reportados por Lagos et al., (2016),
quien encontré menores tasas de crecimiento en A. purpuratus en Tongoy, bajo pH de
7.6. Michaelidis et al., (2005), citado por Wenguang, (2011) reportd que en Mytilus
galloprovincialis un periodo de exposicion de 90 dias a pH 7.3 hubo disminucion en las
tasas metabdlicas (tasa de respiracion) y cambios en pH de la hemolinfa. Por su parte
Berge et al. (2006) detecto reduccion en la tasa de crecimiento de M. edulis durante la
exposicién a agua de mar (pH =7.1) por 44 dias. Otros estudios describen que el
crecimiento puede ser significativamente reducido bajo medios y prolongadas
condiciones de altas pCO2 (Duarte et al.,2013, Beniash et al.,2010).

Por su parte, la tasa de crecimiento en peso, fue significativamente menor en el
tratamiento de estres multiple (1). Lo cual demuestra el efecto aditivo del pH bajo e
hipoxia sobre la ganancia de peso. Resultados similares fueron reportados por Kim et al.,
(2013), quienes encontraron un crecimiento negativo producido por un efecto aditivo de
pH bajo (7.65) y baja concentracion de O, (5mg.L™) en el abalén (Haliotis rufescens).

Por el contrario, Jansson et al. (2015) no encontrd relacion sinérgica negativa entre pH
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bajo (7.35) y oxigeno bajo (3mg.L?) en Macoma baltica, lo cual es atribuido a una
tolerancia producto a un comportamiento adaptativo, ya que en condiciones naturales

dicho recurso esta expuesto a condiciones de hipoxia y pH acido desde estadios larvarios.

En general, podemos afirmar que el crecimiento significativamente menor (p<0.05), visto
de los tratamientos de A y | puede deberse a que la actividad alimenticia (TA) llego a
valores significativamente menores (reduccion de la TA en un 40 y 48%
respectivamente), sin embargo, la TA no lleg6 a valores criticos. Lardies et al. (2017)
demostraron que el rendimiento del organismo podria mantenerse cuando la ingesta alta
de alimentos compensa los costos de energia adicionales asociados con la disminucion
del pH.

Adicionalmente podriamos proponer algunas hipdtesis con las cuales podemos explicar

el efecto negativo en los tratamientos de pH acido (A y I):

1) Disminucion de eficiencia de absorcion: aunque esta tasa fisiolégica no fue
cuantificada, investigaciones como la de Vargas et al., (2014) afirman que la
eficiencia de absorcion en bivalvos disminuye a pH bajo debido a posibles
deficiencias en el funcionamiento del sistema digestivo. Por lo cual, las tasas de
crecimiento menores, en comparacion al tratamiento control, pueden haberse
debido a que, a ademas de una significativa reduccion en la TA, la eficiencia de
absorcion de nutrientes fue menor. Navarro et al., (2013) reporto una reduccion
en la tasa de ingestion (TI) y la eficiencia de absorcion (EA) bajo un stress por
pH de 7.6 en M. chilensis.

i) Aumento del costo energético destinado a la calcificacién y homeostasis: Lardies
et al., (2014) afirman que el pH bajo demanda un mayor costo energético para la
homeostasis. Asimismo, existen impactos negativos en el aumento de tejidos
metabolicamente activos a causa de que la energia que va a otros procesos

fisiolégicos como la calcificacion y el equilibrio osmético acido-base.
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i)

Supresién metabolica: existen registros de que el pectinido C.nubilis, ante
condiciones de stress por acides (pH=7.7-7.4) redujo su tasa de respiracion (TR)
y tasa de excrecion (TE) . La disminucidn en la tasa de excrecién puede indicar
una reduccion drastica en el catabolismo de los aminoécidos. La tasa de excrecion
de los individuos disminuye porque no pueden compensar por completo las
perturbaciones en su equilibrio acido-base cuando se exponen a condiciones de
pH bajo y esto puede conducir a una depresion metabodlica. La supresion
metabolica es, en muchos casos, una estrategia adaptativa para la supervivencia

en condiciones estresantes (Michaelidis et al.,2005).
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4.4. SOBREVIVENCIA

Se encontrd sobrevivencia significativamente menor (p<0,05) segun el test de Kruskal
Wallis en el tratamiento de estrés por acidez (40.83%) con respecto al resto de
tratamientos. En tanto, la sobrevivencia tratamiento de estrés maultiple fue 57.42%,
mientras que en estrés por hipoxia fue 65.81%, EIl tratamiento control presento una
sobrevivencia de 80.51% (Figura 23).

Al inicio de la cuarta semana de experimentacion, empez6 a observarse la ruptura de
ligamento que unia las valvas de los individuos presentes en los tratamientos de estrés y
estrés multiple. Individuos con dicha ruptura continuaron apareciendo hasta el final del
experimento, ocasionando en ellos una desviacion entre la valva izquierda y derecha. Los
individuos que presentaron estas anomalias fueron retirados de los tanques

inmediatamente.
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Figura 23: Sobrevivencia (%) por tratamiento
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La aparicion de individuos con una desviacién valvar a nivel del umbo (Véase anexo 10),
puede estar explicada por la disolucion de aragonita presente en esta estructura (Kikuchi
& Tamiya 1987). Dichos niveles de aragonita no fueron cuantificados en nuestra
investigacion, sin embargo, es comun observar una disminucion en su disolucién en
experimentos que contemplan al pH &cido como variable estresora (Vargas et al., 2014;
Navarro et al., 2013; Jansson et al., 2015 y Cordova, 2016). Experiencias similares las
tuvieron Broadaway (2012) con Argopecten irradians y Cérdova (2016) con Argopecten
purpuratus. Broadaway (2012) observo que la sobrevivencia de A. irradians no era mayor

a 2 dias cuando se observaba esta condicién de valvas separadas.

Existen investigaciones que afirman que condiciones de pH &cido, causan mayor
mortalidad que condiciones de hipoxia. Sin embargo, segun Lardies et al. (2017),
reportaron que en condiciones de pH acido, los dafios causados en estructuras digestivas

por de altos niveles de pCO- no necesariamente causan mortalidad en A. purpuratus.

El motivo de que las condiciones de solo acidez hayan presentado mayor mortalidad que
condiciones multiestrés (acidez + hipoxia) puede deberse a que la concha de abanico se
encontraba en situacion de poca demanda energética por efecto de la hipoxia y acidez
(Hochachka y Buck, 1996, citado por Aguirre et al., 2017). Las condiciones de
hipercapnia (elevada pCO- a niveles de emolinfa) eran las mimas en Ay I, sin embargo,
en condiciones de unicamente estrés por acidez (A) la concha de abanico tenia mas vias
metabolicas activas que en condiciones de estrés multiple (1), lo cual tuvo impacto en su
mortalidad. Resultados simulares fueron reportados por Jansson et al., (2015) quienes
trabajaron con Macoma baltica y reportaron menor sobrevivencia a condiciones de pH
acido de 6.35 (60%), seguido de hipoxia a 3 mg.L™* (72%) y mayor sobrevivencia en su

tratamiento de estrés maltiple (85%), inclusive menor al control (64%).

El no haber experimentado niveles de mortalidad abruptos, podria ser evidencia de que la
supresion del metabolismo habria sido una estrategia eficiente para la sobrevivencia.
Segun, Sobral y Widdows (1997) esta es una estrategia comun en bivalvos, la cual les

permite sobrevivir.

Segun, Breitburg et al. (2009), citado por Clark (2016) afirman que la hipoxia aumenta
el estrés y la mortalidad en los moluscos. La tolerancia a la hipoxia puede variar entre las

especies de bivalvos y la edad, y puede interactuar con otros factores de estrés (Wu 2002,
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Zhang et al. 2010). En nuestra experiencia, la falta de sedimento pudo haber mitigado los
efectos negativos de la hipoxia en la mortalidad. Dado que las condiciones de hipoxia del
medio natural, estan relacionados con aparicion de H>S que comunmente ocurren en
ambientes costeros con alta cantidad de materia organica como bahias y estuarios
(Bruchert et al., 2003, citado por Chauca, 2018). Reportes de mortalidades masivas por
hipoxia severa han sido reportadas por Aguirre et al., (2016), en tanto ellos afirman que

los eventos de aguas sulfurosas también estarian relacionados.

Cabe mencionar gque es bien sabido que los estudios sobre el crecimiento y otras variables
fisiolégicas como la TA y Tl en molusco bivalvos tienen un grado de variabilidad
intraespecifica a escalas espaciales. Esto fue demostrado por Vargas et al. (2014) quienes
afirmaron que la TA y Tl en juveniles de P. purpuratus eran Unicamente afectada en
individuos provenientes del litoral sur chileno (Calfuco) en comparacion a individuos de
latitudes menores (Antofagasta). Por lo cual seria interesante evaluar posteriormente a
diferentes stocks de A. purpuratus de nuestro litoral a nuestras condicione experimentales

propuestas.
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4.5. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

La figura 24, es el resultado del grafico del analisis de componentes principales de tres
variables analizadas (tasa de aclaramiento, sobrevivencia y crecimiento en talla). La
primera componente explica el 72.6% de la varianza, mientras que la segunda

componente el 24.0%.

Acidez (A)
—*  Contral (C)
— Hipoxia (H)

Interaccidn (1)

PC2 (24 0% explained var.)

-2 -1 ] 1 2
PC1 (72.6% explained var.)

Figura 24: Andlisis de componentes principales
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V. CONCLUSIONES

Las tasas de aclaramiento en Argopecten purpuratus bajo condiciones de estrés
por acidez y estrés por hipoxia presentaron una relacién alométrica con el tamafio

y peso de los individuos.

La tasa de aclaramiento es mas afectada negativamente por el estrés por acidez
(1,69 L.h) en comparacion al estrés por hipoxia (2,17 L.ht). Asimismo, hay un
efecto sinérgico perjudicial entre ambas variables (1,48 L.h™). Por tanto, queda
aceptada la hip6tesis sobre el efecto negativo en la TA en condiciones de estrés
ambiental relacionadas a hipoxia, pH &cido y su interaccion.

La tasa de crecimiento es afectada negativamente por el estrés ambiental. Siendo
maés afectada en tratamientos que tenian al pH bajo como variable estresora. El
pH bajo tiene un efecto mas perjudicial que la hipoxia prolongada en la tasa de
crecimiento. Con lo cual queda aceptada la hipotesis sobre el efecto negativo en
la TC en condiciones de estrés ambiental relacionadas a hipoxia, pH acido y su

interaccion.

El efecto del pH bajo sobre la sobrevivencia de A.purpuratus es mayor que de la

hipoxia.

No se encontraron diferencias significativas en el consumo de I. galbana y C.

calcitrans.



V1. RECOMENDACIONES

Evaluar la eficiencia de absorcion y tasa de excrecion y respiracion para cada
condicién de estrés con el fin de comprender mejor el balance energético de la

concha de abanico.

Realizar futuras investigaciones con individuos provenientes de diferentes zonas

de la costa peruana, a fin de evaluar el desenvolvimiento de diferentes stocks.

Considerar evaluar el desenvolvimiento de individuos de mayor talla y peso para

futuras investigaciones.

Considerar a la temperatura como variable adicional en futuras investigaciones,
dado que es una variable importante, desencadenadora de procesos metabolicos,

que guarda relacién con el cambio climético y el estrés ambiental.
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VIIlI. ANEXOS

Anexo 1: Pruebas estadisticas de la tasa de aclaramiento estandarizada a una talla de
30mm

ANOVA

Df SumSq MeanSq F-value Pr (>F)

Trat 3 91.04 30.35 49.73 2X10716 H*x*
Residual 295 180.02  0.61
(***) Existen diferencias significativas

SHAPIRO TEST

Shapiro-Wilk normality test
| W =0.96911 | p-value = 5.048x10% |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho: No normalidad

Por lo cual, segln la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk la tasa de aclaramiento
estandarizada a una talla de 30mm no tiene una distribucion normal.

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
| chi-squared = 96.6 |df=3 | p-value=0 |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, hay
evidencia para afirmar que tasa de aclaramiento estandarizada a una talla de 30mm difiere
entre los tratamientos.

DUNNETT TEST
Comparison of TA vs Tratamiento
Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________
C | -7.326479
I 0.0000*
H | -2.827617 3.615081
I 0.0023* 0.0002*
I | 1.735076 9.151278 4.385554
| 0.0414 0.0000% 0.0000%

(*) Existen diferencias significativas

La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias

significativas entre los tratamientos de Cvs A,Hvs A,Hvs C, IvsCy | vs H.
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Anexo 2: Pruebas estadisticas de la tasa de aclaramiento estandarizada para un

individuo de 1g de peso seco

ANOVA
Df SumSg MeanSq F-value Pr (>F)
Trat 3 451.1 150.35 49.25 2x10716 **x
Residual 295 900.7 3.05

(***) Existen diferencias significativas

SHAPIRO TEST

Shapiro-Wilk normality test
| W =0.9693 | p-value = 5.386x10% |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho: No normalidad

Por lo cual, segln la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk la tasa de aclaramiento
estandarizada para un individuo de 1g de peso seco no tiene una distribucién normal

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
| chi-squared = 95.96 |df=3 [ p-value=0 |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, hay
evidencia para afirmar que tasa de aclaramiento estandarizada para un individuo de 1g de
peso seco difiere entre los tratamientos.

DUNNET TEST
Comparison of x by group
Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________
Cc | -7.310399
I 0.0000*
H | -2.832994 3.595347
I 0.0023* 0.0002*
I | 1.715164 9.114699 4.373238
|

0.0432 0.0000% 0.0000%
(*) Existen diferencias significativas

La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias
significativas entre los tratamientos de Cvs A, Hvs A/HvsC, IvsCy | vs H.
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Anexo 3: Pruebas estadisticas tasa de aclaramiento especifica

ANOVA
Df SumSq MeanSq F-value Pr (>F)

Trat 3 11.66 3.888 38.77 2X10716 H*x
Residual 315 3159  0.100
(***) Existen diferencias significativas

SHAPIRO TEST

Shapiro-Wilk normality test
| W=0.9312 | p-value = 5.011x10°% |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho: No normalidad

Por lo cual, segln la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk la tasa de aclaramiento
especifica no tiene una distribucién normal

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
chi-squared = 76.981 df=3 p-value = 2.2x1076

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, hay
evidencia para afirmar que la tasa de aclaramiento especifica difiere entre los
tratamientos.

DUNNET TEST
Comparison of x by group

Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________

C | -6.392368

0.0000*
H -1.400547 4.763396

1.888089  8.340529  3.235248

|

|

I 0.0807 0.0000%

|

| 0.0295 0.0000% 0.0006%

(*) Existen diferencias significativas

La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias

significativas entre los tratamientos de Cvs A, Hvs C, I vs Cy | vs H.
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Anexo 4: Pruebas estadisticas de la tasa de crecimiento en talla

ANOVA

Df SumSgq MeanSq F-value Pr (>F)

Trat 3 179 59.83 1.536 2x10716 *xx
Residual 632 24622 38.96
(***) Existen diferencias significativas

SHAPIRO TEST

Shapiro-Wilk normality test
| W =0.9544 | p-value = 3.933x10% |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho: No normalidad

Por lo cual, segln la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk la tasa de crecimiento en talla
no tiene una distribucion normal

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
chi-squared = 4.1695 df=3 | p-value = 0.2437

Ya que: p-value > 0.05. No se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, no
hay evidencia para afirmar que la tasa de crecimiento en talla no difiere entre los cuatro
tratamientos.

DUNNET TEST
Comparison of x by group
Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________
C | -1.402263
I 0.0804
H | -0.282443 1.118934
I 0.3888 0.1316
I | 0.577180 1.985699 0.860510
| 0.2819 0.0235* 0.1948

(*) Existen diferencias significativas

La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias

significativas entre los tratamientos de C vs I.
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Anexo 5: Pruebas estadisticas de la tasa de crecimiento en peso

ANOVA
Df SumSq MeanSq F-value Pr (>F)

Trat 3 6.7 2.229 1.129 0.337
Residual 627 1238.6 1.975

SHAPIRO TEST

Shapiro-Wilk normality test
| W =0.8689 | p-value = 2.2x10™® |

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho: No normalidad

Por lo cual, segun la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, la tasa de crecimiento en
peso no tiene una distribucién normal

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
chi-squared = 3.0018 df=3 | p-value =0.3913

Ya que: p-value > 0.05. No se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, no
hay evidencia para afirmar que la tasa de crecimiento en peso no difiere entre los cuatro
tratamientos.

DUNNET TEST
Comparison of x by group

Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________

C | -1.078298

I 0.1405

H | -0.238627 0.839538

I 0.4057 0.2006

II 0.617050 1.708966 0.858578

0.2686 0.0437% 0.1953

(*) Existen diferencias significativas
La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias

significativas entre los tratamientos de C vs I.
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Anexo 6: Pruebas estadisticas sobrevivencia

ANOVA
Df SumSg MeanSq F-value Pr (>F)
Trat 3 24916 8305 56.79 2X10716 **x*
Residual 623 91115 146

(***) Existen diferencias signifiCativas

KRUSKAL TEST

Kruskal-Wallis rank sum test
chi-squared = 150.29 df=3 p-value = 2.2x101®

Ya que: p-value < 0.05. Se rechaza Ho

Por lo cual, segun la prueba de Kruskal Wallis, con un nivel de significacion del 5%, hay
evidencia para afirmar que la sobrevivencia difiere entre los tratamientos.

DUNNET TEST
Comparison of x by group

Col Mean-|
Row Mean | A C H
_________ +_________________________________

C | -11.39532

0.0000*
H -1.431599 8.760686

-3.089114 8.306206 -1.331389

|

|

I 0.0761 0.0000%

|

| 0.0010* 0.0000% 0.0915

(*) Existen diferencias significativas

La prueba de Dunnet indica a un nivel de confianza del 95%, que existen diferencias

significativas entre los tratamientos de Cvs A, Avs |, Ivs Cy H vs C.
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Anexo 7: Comparacién semanal entre las tasas de aclaramiento especifica

Semana Comﬂigamo- Diferencias p-value Chi-cuadrado

C-A sig (C>A)

C-H n.s
1 |_C|:’ID\ S|grEFS:>I) p-value = 0.00 chl-sggzred =

H-I sig (H>1)

I-A n.s

C-A sig (C>A)

C-H n.s

C-l sig (C>1 chi-squared
2 H-A grE.s } pvalue =0.00 =15?7704

H-I sig (H>1)

I-A n.s

C-A sig (C>A)

C-H n.s

C-l sig (C>I chi-squared =
3 H-A grE.s ) pvalue =0.00 16?0993

H-I sig (H>1)

I-A n.s

C-A n.s

C-H n.s

C-l n.s chi-squared =
4 HA s p-value = 0.41 2%999

H-1 n.s

I-A n.s

C-A sig (C>A)

C-H n.s

C-l sig (C>1 chi-squared =
> H-A grE.s } pvalue = 0.00 18(:.]3194

H-I sig (H>1)

I-A n.s

C-A sig (C>A)

C-H sig (C>H)

C-l sig (C>I chi-squared =
6 H-A grE.s } pvalue = 0.00 17?9543

H-1 n.s

I-A n.s

C-A sig (C>A)

C-H n.s

C-l sig (C>1) _ chi-squared =
! H-A sig (H>a)  Pvalue=000 55 7gs

H-I sig (H>1)

I-A n.s

n.s: No hay diferencias significativas
sig: Hay diferencias significativas
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Anexo 8: Comparacién de la selectividad de microalgas I. galbana y C. calcitrans

Microalga ~ Comparaciones Diferencias p-value  Chi-cuadrado

C-A n.s
C-H n.s
1. galbana C-l n.s chi-squared =
H-A n.s p-value = 4.5146
H-1 n.s 0.20
I-A n.s
C-A n.s
C-H n.s
. C-l n.s p-value =  chi-squared =
C. calcitrans H-A n.s 0.21 4.1328
H-1 n.s
I-A n.s

n.s: No hay diferencias significativas

Anexo 9: Parametros de crecimiento de la curva VVon Bertalanffy obtenidas en cada tra-
tamiento

Tratamiento K To LI1(K) LS(K) L.I(To) L.S(To)

Estrés multiple
(1)
Estrés por
acidez (A)
Estrés por
hipoxia (H)
Control

(©)

151 0.201 1.36 1.65 0.185 0.213

1.44 0.189 1.29 1.58 0.171 0.203

1.37 0.175 1.19 1.54 0.15 0.195

1.45 0.179 1.3 1.59 0.161 0.195

Anexo 10: Imégenes de individuos con desviacion valvar
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