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Resumen

El estrés térmico es uno de los principales factores que afecta el cultivo de bivalvos, ya que
tradicionalmente éstos son cultivados en zonas de mar abierto, estuarios o lagunas, donde no es
posible controlar la temperatura del agua por lo que se encuentran expuestos a las variaciones
ambientales. En el contexto del cambio climatico pueden ser extremas, ya que se ha
incrementado la presencia de olas de calor marino caracterizadas por incrementos agudos de la
temperatura, que causan estrés térmico en los organismos y en algunos casos la muerte. El estrés
es modulado por las prostaglandinas (PG) sintetizadas por ciclooxigenasas (COX) a partir acidos
grasos altamente insaturados como el acido araquiddnico (ARA) y el dcido eicosapentaenoico
(EPA). Las PG, como PGE;, modulan a su vez otros procesos como la sintesis de proteinas de estrés
y apoptosis, expresion de HPS70 y FLA,. En el presente estudio, se utilizé el mejillon Mytilus edulis
como modelo para evaluar la respuesta al estrés térmico agudo y crénico, enfocdndose en el
papel de las PG. Los mejillones fueron sometidos a condiciones de estrés térmico agudo y crénico,
en ambos casos el incremento de temperatura fue de 13°C (de 12 a 25°C) y se mantuvo durante
una hora, la diferencia consistido en bajo estrés agudo se expusieron una sola vez al final del
experimento, mientras que en el estrés crénico fue ciclico/continuo con incrementos vy
decrementos diario por una semana, que duré el experimento. Se observaron disminuciones
significativas en los niveles de expresion génica (qPCR) de SOD, PLA; y HSP70 bajo ambas
condiciones de estrés térmico en branquias, musculo y manto de mejillon. Los analisis histoldgicos
indican dano inducido por estrés como disminucién del ancho de los filamentos branquiales bajo
estrés cronico e infiltracién de hemocitos, disminucién de la altura de los epitelios de los tubulos
digestivos en ambos casos. Melanizacidn significativa en el manto de mejillones sometidos a
estrés agudo también han sido observados. Los resultados mostraron que, bajo estrés agudo, se
observé un incremento en metabolitos derivados de ARA producidos por COX, 15-LOX, 12-LOX,
9-LOX, 8-LOX y especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que sugiere una activacion de la respuesta
inflamatoria. En contraste, bajo estrés crénico, se registrd una disminucién de estos metabolitos,
indicando una aclimatacidn fisiolégica después de solo una semana de exposicidn. Asimismo, los
metabolitos derivados del DHA mostraron aumento en resolvinas y protectinas bajo estrés agudo,
mientras que el estrés crénico redujo la maresina (14-HDHA), un mediador clave en la resolucion
de la inflamacidn. Estos hallazgos sugieren que la respuesta al estrés térmico en M. edulis es un
proceso dinamico que involucra la regulaciéon diferencial de metabolitos lipidicos, con
implicaciones directas en la homeostasis celular y la respuesta inflamatoria. Este trabajo aporta
informacién importante sobre los mecanismos de tolerancia y aclimatacién, asi como las
respuestas diferenciadas al estrés térmico agudo y crénico en mejillones, lo que puede contribuir
al desarrollo de estrategias de manejo para mitigar los efectos del cambio climatico en la
acuacultura.
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Summary

Thermal stress is one of the main factors affecting bivalve aquaculture, as these organisms are
traditionally cultivated in open-sea areas, estuaries, or lagoons, where it is not possible to control
water temperature. Consequently, they are exposed to environmental variations that, in the
context of climate change, can be extreme. The presence of marine heatwaves has increased,
characterized by acute temperature spikes that cause thermal stress in organisms and, in some
cases, mortality. Stress is modulated by prostaglandins (PG), which are synthesized by
cyclooxygenases (COX) from highly unsaturated fatty acids such as arachidonic acid (ARA) and
eicosapentaenoic acid (EPA). PGs, such as PGEy, in turn, regulate other processes, including the
synthesis of stress proteins and apoptosis, as well as the expression of HSP70 and FLA;. In this
study, the mussel Mytilus edulis was used as a model to evaluate the response to acute and
chronic thermal stress, focusing on the role of PGs. Mussels were exposed to acute and chronic
thermal stress conditions, with temperature increases of 13°C in both cases (from 12°C to 25°C).
The difference was that, under acute stress, they were exposed only once at the end of the
experiment, while chronic stress was cyclic/continuous, with daily temperature increases and
decreases throughout the experiment. Significant decreases in gene expression levels (QPCR) of
SOD, PLA2, and HSP70 were observed under both thermal stress conditions in the mussel's gills,
muscle, and mantle. Histological analyses indicated stress-induced damage, such as a reduction
in gill filament width under chronic stress and hemocyte infiltration. A decrease in the height of
the digestive tubule epithelium was observed in both cases, with significant melanization in the
mantle of mussels subjected to acute stress. The results showed that under acute stress, there
was an increase in ARA-derived metabolites produced by COX, 15-LOX, 12-LOX, 9-LOX, 8-LOX, and
reactive oxygen species (ROS), suggesting activation of the inflammatory response. In contrast,
under chronic stress, these metabolites decreased, indicating physiological acclimation after only
one week of exposure. Additionally, DHA-derived metabolites showed an increase in resolvins
and protectins under acute stress, whereas chronic stress reduced maresin (14-HDHA), a key
mediator in inflammation resolution. These results suggest that the thermal stress response in
M. edulis is a dynamic process involving differential regulation of lipid metabolites, with direct
implications for cellular homeostasis and the inflammatory response. This study provides
important insights into tolerance and acclimation mechanisms, as well as the differentiated
responses to acute and chronic thermal stress in mussels, which may contribute to the
development of management strategies to mitigate the effects of climate change in aquaculture.

Keywords: Thermal stress, bivalves, fatty acids and eicosanoids.
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1. INTRODUCCION

Los moluscos bivalvos, incluidos los ostiones, mejillones, almejas y vieiras son el grupo de
organismos mas cultivados a nivel mundial superando la produccion de peces de aleta y
crustdceos (FAO, 2024). En el afio 2022 la produccion acuicola mundial de moluscos alcanz6 18
millones de toneladas y generd ganancias econdmicas de 30 mil millones de ddlares, ademas se
observa una tendencia al incremento en la produccién anual de acuerdo con los datos histéricos
(FAO FishStat, 2024), convirtiéndose asi, los moluscos bivalvos en los recursos acuicolas de mayor
valor econdmico. Sin embargo, una de las principales problematicas del cultivo son los eventos
de mortalidad masiva anormales que se han presentado a nivel mundial a menudo asociados a
incrementos de temperatura del agua (Lupo et al., 2021), dado que el cultivo de bivalvos se lleva
a cabo tradicionalmente en estuarios, lagunas o zonas de mar abierto. Los eventos de mortalidad
masiva se han reportado en la mayoria de las especies de importancia acuicola como: ostiones
(Patrick et al., 2006; Bean et al., 2024; Siboni et al., 2024), mejillones, almejas (Liu et al., 2023;
Tian et al., 2024) y vieiras (Xiao et al., 2005; Yu et al., 2010; Han et al., 2013; Ye et al., 2021)

causando grandes pérdidas econdmicas para los acuicultores.

El estrés térmico es modulado por prostanoides como las prostaglandinas (PG), ya que estas
activan la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) y enzimas
antioxidantes e inducen a apoptosis. Las PG son derivadas de acidos grasos presentes en los
fosfolipidos de las membranas celulares, como el &acido araquidénico (ARA) y 4cido
eicosapentaenoico (EPA) que son liberados por la fosfolipasa Az (FLA;) y catalizados por la enzima
ciclooxigenasa (COX). Estos acidos grasos libres en el citoplasma también son el sustrato para
lipooxigenasa (LOX) y citocromo -P450 (P450) formando una gran variedad de metabolitos por via
enzimatica, que modulan la respuesta el estrés. La sintesis de PG por via enzimatica es un proceso
regulado a nivel de activacién de enzimas o por incremento de la sintesis de las mismas, sin
embargo, existen otra clase de metabolitos similares a PG formados por via no enzimatica cuando
las membranas celulares son atacadas por especies reactivas de oxigeno (ERO) que se forman de
forma natural en la mitocondria pero que incrementan durante condiciones de estrés agudo. La

formacidn no enzimatica de PG es un proceso cadtico que de no controlarse puede conducir a la



muerte de los organismos. En el presente trabajo, se utilizé como modelo al mejillén azul Mytilus
edulis e hipotetizamos que al someter a una condicion de estrés térmico agudo a los mejillones
se presentard una formacion no controlada e incrementada de prostanoides formados por via no
enzimdatica que puede ocasionar dafo tisular, mientras que en el estrés crénico predominara la
formacién de PG por via enzimatica y que esto dara lugar a una serie de respuestas fisioldgicas

para lograr que el organismo sobreviva e incluso, se aclimate a las condiciones de estrés.



2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia del mejillon azul Mytilus edulis en la acuicultura

M. edulis es un molusco bivalvo conocido cominmente como mejillon azul o mejillén comun,

cuya clasificaciéon taxondmica se presenta a continuaciéon (WoRMS Editorial Board, 2025).

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Subclase: Autobranchia
Infraclase: Pteriomorphia
Orden: Mytilida
Superfamilia: Mytiloidea
Familia: Mytilidae
Subfamilia: Mytilinae
Género: Mytilus
Especie: Mytilus edulis

El mejillon azul habita las aguas templadas alrededor del mundo. Se considera una especie nativa
de la costa Atlantico Norte desde Newfoundland, Canada hasta Cabo Hatteras, Carolina del Norte
y también es nativa de Islandia y el Golfo de Vizcaya, en la frontera franco-espanola (Hutchins,
1947; McDonald et al., 1991; Hilbish et al., 2000; Jones et al., 2009). Esta especie se ha introducido
a diversas regiones del mundo con fines de cultivo, como en la costa este de Canadj,
particularmente en Vancouver y Columbia Britdnica (Heath et al., 1995). En el hemisferio sur, se
introdujo M. edulis en Argentina, las Islas Malvinas y el sur de Chile. En el hemisferio sur se ha
observado que han hibridado con la especie nativa M. galloprovincialis (McDonald et al., 1991;

Oyarzun et al., 2016).

M. edulis tiene una concha sin costillas con forma de un tridngulo. El borde anterior es recto,
mientras que el borde posterior es ampliamente redondeado. La superficie estd marcada por
lineas de crecimiento concéntricas. El color exterior es de negro a negro azulado o marrédn,
mientras que el interior es blanco, con un margen en tonos violeta y una cicatriz muscular

distintiva (Fig. 1). El caparazén puede alcanzar una longitud (altura) de 100 mm. Al igual que otros



mejillones, M. edulis se adhiere a superficies duras como rocas o troncos mediante un grupo de

hilos de biso (Abbott y Morris, 1995).

Figura 1. Concha de mejillén M. edulis. Imagen tomada de Eggermont et al., 2020.

M. edulis tiene sexos separados y la maduracién sexual es alcanzada al afio o menos. El desove
en esta especie tiene una temporada prolongada y en algunos habitats se ha reportado que
desova durante todo el afio (Seed, 1969). Los huevos fecundados se transforman en larva
trocofora plancténica y posteriormente en veliger. Las larvas de M. edulis se asientan cuanto
tienen una longitud de 215-305 um (Chanley, 1967) y pueden asentarse y llevar a cabo la
metamorfosis en diferentes superficies tales como rocas, madera o vegetacion. Los juveniles
pueden usar los hilos del biso para moverse hacia arriba y abajo, también pueden adherirse a
sustratos flotantes. A medida que los juveniles crecen, tienden a asentarse formando grandes
camas de mejillones. Los lechos extensos se desarrollan sobre superficies rocosas, pero también
sobre sedimentos blandos, en los que los mejillones estan conectados entre si por hilos de biso,

creando un habitat complejo (Leonard et al., 1999; Buschbaum et al., 2009).

Los mejillones son organismos filtradores que se alimentan creando corrientes a medida que
bombean agua para ingerir fitoplancton y otros materiales suspendidos. El material no consumido
es desechado como pseudoheces creando depdsitos de limo alrededor y dentro del lecho de

mejillones (Riisgard et al., 2011).



2.2 Cultivo de moluscos bivalvos

De acuerdo con la FAO (2024), los moluscos (considerando la acuicultura marina y costera)
ocuparon el primer lugar de la produccién por acuacultura marina y costera con arriba de 18

millones de toneladas para el 2022 (Fig. 2) seguido de los crustaceos y los peces marinos.
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Figura 2. Produccién acuicola mundial marina y costera de moluscos, bivalvos y peces en
toneladas de peso vivo. Grafica elaborada a partir de los datos de Fishstat 2000-2024. y costera
de moluscos (FAQ, 2024).

Dentro del grupo moluscos encontramos a los bivalvos, en este grupo se incluyen ostiones,
mejillones, vieiras y almejas y su produccidn por acuacultura alcanzé casi 14 millones de toneladas

en el afio 2022 (Fig. 3).
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Figura 3. Cultivo de moluscos bivalvos marinos a nivel mundial incluidos ostiones, mejillones,
vieiras y almejas. Grafica elaborada a partir de los datos globales de produccién por acuacultura
(cantidad) de la FAO (2000-2022, consultado el 12 de noviembre de 2024).



La acuacultura es la fuente primaria de mejillones y responsable del 90% del total de la produccidn
en todos los territorios (FAO, 2022). El cultivo de mejillén ha mantenido una produccion en los

ultimos afos alrededor de 2 millones de toneladas (Fig. 4), generando ganancias significativas

(Fig. 5).
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Figura 4. Produccién mundial de mejillones por acuacultura (FAO, Fishstat).
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Figura 5. Valor econdmico de la produccién acuicola de mejillones (millones de délares) (Fishstat,
2024).



En el afio 2022 los principales paises productores de mejillén fueron: China (771 mil toneladas de
peso vivo), Chile (229 mil toneladas), Espafia (192 mil toneladas), Nueva Zelanda (89 mil

toneladas) y Francia (71 mil toneladas) (FAO, Fishtat, 2022) (Fig. 6).
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Figura 6. Principales paises productores de mejillén (FAO FishStat, 2024).

En cuanto al cultivo por especie, el mejillén azul M. edulis genera alrededor de 200 mil toneladas
anuales (Fig. 7). En el afio 2022, Francia liderd la produccion con 66 mil toneladas, seguido de

Paises Bajos (con 29 mil toneladas) y Canada con 23 mil toneladas (Fig. 8).
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Figura 7. Produccidon mundial acuicola de M. edulis (FAO, FishStat, 2024).
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Figura 8. Principales paises productores de M. edulis en el 2022 (FAO, FishStat, 2024).

El cultivo del mejillén comienza con los organismos recién asentados y juveniles también llamados
semillas. La semilla puede ser obtenida por diferentes métodos dependiendo de las circunstancias
locales (Kamermans y Capelle, 2018). La etapa de engorde de los organismos se realiza en el mar,

siendo los métodos de cultivo utilizados generalmente los siguientes:

1) El cultivo en estaca (bouchots), el cual consiste en postes verticales de madera clavados en la
zona intermareal alrededor de los cuales se enrollan cuerdas de fibras artificiales o naturales que
sirven como sustrato para los mejillones. Este método de cultivo es el que se utiliza
predominantemente en Francia, en la regién de Bretana y Normandia (Pérez-Camacho et al.,
2013). 2) El cultivo en palangre o “long-line” se refiere a lineas suspendidas con una longitud
promedio de 120 a 150 m, cada linea de palangre consta de dos cuerdas de "columna vertebral"
paralelas sostenidas por boyas a intervalos regulares que mantienen la estructura a flote y los
amarres anclados al lecho marino. Este tipo de cultivo es utilizado ampliamente en paises como
Espafia, Italia, Irlanda, Nueva Zelanda y Australia (Mascorda et al., 2021). 3) Las balsas flotantes

son un arte de cultivo ampliamente utilizado, estas se construyen con marcos principales de acero



o madera, travesafios de madera y grandes flotadores. La mayoria mide 40 m? y es capaz de
soportar hasta 400 lineas de caida de aproximadamente de 14 m de largo cada una. Los sistemas
de balsas son mas apropiados para areas protegidas, en aguas relativamente poco profundas.
Tienen la ventaja de proporcionar una plataforma de trabajo estable y la desventaja de ser

susceptibles a dafios por mal tiempo (Morse y Rice, 2010).

Ademas de las ventajas que cada uno de los métodos de cultivo proporciona, las ventajas de
realizar el cultivo en el mar o zonas estuarinas son que los mejillones tienen acceso a los
nutrientes naturales, reduciendo asi los costos de alimentacién del cultivo, ademas se aprovechan
las corrientes naturales, asi como la salinidad y temperatura del agua en la zona de cultivo que
permiten un adecuado crecimiento de los (Saxby, 2002; Dumbauld et al., 2009). Sin embargo;
una desventaja es que, al encontrarse expuestos los mejillones a las condiciones ambientales sin
la intervencién humana, éstos quedan susceptibles a los cambios abruptos de uno o mas factores
ambientales, el mas comun, incrementos extremos en la temperatura del agua, principalmente
durante el verano que esta asociado al sindrome de mortalidad de verano (Mezel, 1991). Esta
problematica se intensificarad debido a los escenarios del cambio climatico global donde se espera
un incremento de la temperatura del agua de mar en los proximos afios, asi como, un incremento
en la presencia de olas de calor marino. El estrés causado por los factores ambientales continta
imponiéndose como el impacto negativo principal en la salud, bienestar y produccién general de
las especies cultivadas, y esto recientemente ha sido potenciado por el cambio climatico (Liging

et al.,, 2022).

2.3 Mortalidad de verano

Se conoce como mortalidad de verano a los eventos anormales de mortalidad masiva anormales
gue se presentan tanto en poblaciones silvestres de moluscos bivalvos como en organismos en
cultivo, ya que tradicionalmente en la acuicultura de bivalvos los organismos adultos son
transferidos al campo, ya sea en zonas de estuarios, lagunas o en mar abierto donde se lleva a
cabo la etapa de engorde (Quayle y Newkirk, 1989; Newell et al., 2021). El término mortalidad de

verano hace referencia a los meses del afio donde la temperatura del agua es mas calida, ya que
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historicamente se ha asociado a incrementos de la temperatura del agua (Tsuchiya, 1983). Sin
embargo, la evidencia cientifica muestra que se trata de un fendmeno multifactorial que resulta
de una interaccion compleja entre otros factores ambientales como el oxigeno disuelto y la
salinidad, asi como, factores bidticos como la presencia de microorganismos patégenos, cuyo
crecimiento se ve favorecido por el incremento de temperatura, y la disponibilidad de alimento,
asi como factores intrinsecos como el estado reproductivo y nutricional de los organismos (Soon
y Ransangan, 2019). Eventos de mortalidad de verano se han presentado en diversas especies de
ostiones y mejillones, principalmente (Lupo et al., 2021). En la Tabla 1 se enlistan reportes de
eventos de mortalidad de verano en distintas especies de mejillones cultivados alrededor del
mundo. Asociados en la mayoria de los casos a incrementos de la temperatura del agua, mas
recientemente fueron también relacionados a la presencia de olas de calor marino (Bracheti et al
2024). Los eventos de mortalidad de verano causan pérdidas que van desde el 40% al 100% de la
produccién causando grandes pérdidas econdmicas para los productores. Se anticipa que la
problematica de la mortalidad estival se agravard debido al cambio climatico global, que
conllevara un aumento de las temperaturas en los préximos afios, asi como un incremento en la
frecuencia, intensidad y duracion de las olas de calor marino (Poloczanska et al., 2007; Galli et al.,

2017; Bertolini et al., 2023; Venter et al., 2023).
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Tabla 1. Eventos de mortalidad de verano en distintas especies de mejillén cultivadas alrededor

del mundo.
Aio Especie Lugar Mortalidad Asociado a Referencia
Mytilus Isla Magdalena, o . . Poirier y Myrand,
1975 edulis Canada 80 % Multifactorial 1982
. . Mallet et al.,1990;
2000 ,\Z;Z;IL;S Costgaﬁ::;r;tlca, - Multifactorial Myrand et al., 2000;
Tremblay 2001
Mytilus . Robert y Le Moine,
2003 edulis - - Temperatura >25°C 2003
Bacterias Bechemin et al
5014 Mytllys Costa Atlantica 100 % . patégenas e 2015; Polsenaere et
edulis Francesa incrementos de
al., 2017
temperatura.
Mvtilus Incrementos de Robert et al.,, 2016;
2014 ez/iulis Francia - temperaturade 10 Benabdelmouna et
a23°C al., 2018
Acumulacion de
factores
2015- Mytilus Oosterschelde, 0 estresantes,
2016 edulis Paises bajos 40-50% principalmente Charles et al., 2020
temperatura
elevada.
. , Bacteria:
2017 I\ZZZ;ZS Brﬁ?::?r:;a r;:(:;an\c/ia 40-70% Francisella Charles et al., 2020
! halioticida
Bacterias
. patogénicas e
2017- P K Th : :
2018 canear/ri,:us ;Ij:\?ayZelaanrzzs' - incremento de Azizan et al., 2022
’ temperatura
>25°C.
Perna Estrés térmicoyy Nguyen y Alfaro
2018 . Nueva Zelanda - presencia de ola de guyeny !
canalicus . 2020
calor marino.
5018 Myt//gs Canal Ingles, 59% Presencia de'ola de Seuront et al., 2019
edulis Francia. calor marino
Kaiaua, Firth of
Perna Thames, North 0 Presencia de ola de Li et al., 2020;
2013 canalicus Island, Nueva 60-80% calor marino Capelle et al., 2021b
Zelanda.
. Susceptibilidad por
2019 I\ZZZ;ZS Os:;zrjég?cl:e' 20-100% actividad de desove  Capelle et al., 2021b

intensa.
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2.4 Introduccion al estrés térmico en organismos marinos

M. edulis es incapaz de regular su temperatura corporal, por el contrario, ésta varia conforme las
variaciones de temperatura del medio ambiente, los organismos que presentan esta estrategia
térmica se conocen como poiquilotermos (Hazel y Prosser, 1974; Woods et al., 2003). La
poiquilotermia confiere ciertas ventajas como el ahorro de energia y la capacidad de adaptarse a
una variedad de habitats (Wieser, 1991). Si bien esta estrategia térmica ha resultado muy exitosa,
si se superan los limites de tolerancia térmica de los organismos como ocurre ante eventos
climdticos extremos, los mejillones entran en un estado de estrés térmico que si se prolonga en
tiempo puede provocar la muerte del organismo (Masanja et al., 2023). Los limites de tolerancia
térmicos determinan la distribucién biogeografica de los poiquilotermos, asi como su distribucién
en la costa, incluso la altura a la que se localiza un mejilléon en la roca, si la especie de mejillon
presenta una tolerancia alta a la temperatura, esta podrd encontrase en aguas mas someras y por

lo tanto mds calidas (Wilson, 1981; Tagliarolo y McQuaid, 2015).

M. edulis se distribuye en aguas circumpolares y templadas alrededor del mundo, en el Atlantico
occidental se distribuye desde la Isla Baffin hasta Carolina del Norte (Pesca y Océanos Canad3,
2003; Moreau et al., 2005; Jones et al., 2009). En el atlantico oriental, M. edulis habita las costas
de Gran Bretana (Hilbish et al., 2002), Irlanda, Francia, Espaiia, el mar Baltico (Vuorinen et al.,
2002), asi como las costas de Noruega (Brooks et al., 2013) y Alemania (Nehls y Thiel, 1993). Se le
encuentra en bahias y estuarios calidos y poco profundos hasta mar abierto. En América, el rango
de tolerancia térmica de esta especie oscila entre una temperatura minima de -2°C y una
temperatura maxima de 27°C, mientras que la temperatura dptima oscila entre los 10 y 20°C
(Pernet et al., 2007). En la costa Atlantica de América las mortalidades masivas del mejillén azul
se han reportado cuando la temperatura del agua es superior a 20°C (Myrand y Gaudreault, 1995;
Tremblay et al., 1998). De acuerdo con Pernet et al. (2007) muchos organismos intermareales
comunmente soportan variaciones diarias de temperatura de 20-30°C. La temperatura del agua
de mar en la zona intermareal presenta fluctuaciones entre el dia y la noche que puede ser de

entre 15y 20°C como nos muestra el trabajo de (Helmuth y Hofmann, 2001) quienes registraron
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la temperatura corporal interna de mejillones M. californianus en las costas de California durante

el aiio 2000 observando grandes fluctuaciones.

Ademas de las fluctuaciones de temperatura estacionales y diarias, existen otros fenémenos
climaticos que cusan cambios de temperatura, tales como las olas de calor marino, estos son
fendmenos de escala de tiempo corto que provocan cambios bruscos de temperatura en las
regiones costeras. Las ondas de calor se definen como un periodo de al menos 3 a 5 dias durante
los cuales la media o laanomalia maxima de temperatura incrementa al menos de 3-5°C por arriba
de lo normal (Amorim et al.,, 2020). Estos eventos de clima extremo pueden afectar a las
poblaciones fuertemente debido a la gran magnitud de cambio en un periodo de tiempo corto.
Se predice que los periodos de calor extremo incrementaran en frecuencia y duracién conforme
se acelere el cambio climatico (Siegle et al., 2018). Entender cémo estos fendmenos térmicos
afectan a organismos ectotérmicos es de vital importancia para encontrar respuestas a patrones
asociadas al cambio climatico. Por otro lado, los cambios de temperatura que se llevan a cabo en
una escala de tiempo mayor como los cambios de temperatura estacionales también tienen un
impacto significativo en el crecimiento, reproduccién y supervivencia de los bivalvos. El llamado
sindrome de mortalidad de verano se ha reportado en diversas especies de bivalvos, a menudo
asociado a un incremento de la temperatura durante el verano que del mismo modo que las
ondas de calor son fendmenos que se han encrudecido a consecuencia del cambio climatico

global (Rahman et al., 2019).

El habitat de los bivalvos es una zona que esta sujeta a grandes fluctuaciones ambientales. Un
ambiente cambiante puede desafiar a los organismos causando una condicién de estrés (Cheng
et al., 2018). Dado que la mayoria de las especies intermareales rocosas son sésiles como los
mejillones, no pueden escapar de los cambios bruscos y/o extremos de las condiciones
ambientales. Debido a que su respuesta al cambio ambiental no es mitigada por el
comportamiento, los organismos intermareales sésiles son buenos sistemas modelo para evaluar
los efectos de los factores bidticos sobre la fisiologia de estos organismos (Cheng et al., 2018).
Entre los factores quimicos causales de estrés en bivalvos encontramos la calidad del agua y

presencia de contaminantes; entre los factores bioldgicos esta la presencia de microorganismos
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(patdgenos o no patdgenos), presencia de parasitos, disponibilidad de alimento; entre los
factores fisicos encontramos temperatura, oxigeno disuelto, luz, sonidos, desecacidn, etc. (Zhang
et al., 2016). Aunado a lo mencionado anteriormente, a los organismos en cultivo se suman otros
factores causales de estrés como las condiciones manejo, manipulacion de los organismos,
transporte, tratamientos contra enfermedades y densidad de los organismos (Abo-Al-Ela y Faggio,

2021).

2.5 Estrés agudo y crénico.

El estrés puede ser dividido en funcion del tiempo de duracién de la exposicidon al estimulo
estresor y/o la intensidad de este; Dhabhar (2018), define el estrés a corto plazo o agudo como
el estrés que dura un periodo de minutos a horas o incluso un par de dias y frecuentemente es
un evento puntual, mientras que el estrés crénico persiste durante dias e incluso durante
semanas 0 meses y es repetitivo. Sin embargo, a veces resulta dificil clasificar estos tipos de estrés
pues no estd bien establecido en qué momento un estrés agudo repetido se convierte en crénico
o con qué frecuencia deberia ocurrir un estrés agudo para convertirse en crénico (Rohleder,
2019); ademas de que el estrés varia por individuo, asi como por las condiciones previas al estrés.
Por otro lado, existe una respuesta diferenciada entre ambos tipos de estrés. En moluscos
bivalvos, la literatura muestra respuestas diferenciadas, i.e. Kong et al. (2025) sometieron a la
almeja Sinonovacula constricta a estrés térmico agudo incrementando la temperatura 13°C,
desde 25 a 38°C, 4°C/hora manteniendo a los organismos bajo esta condicion durante 24 horas o
crénico incrementando la temperatura 7°C, de 25 a 32°C permaneciendo bajo esta condicion
durante 15 dias. Ellos encontrando respuestas diferenciadas, en las almejas expuestas a estrés
agudo los genes relacionados con la sintesis de acidos grasos fueron reprimidos y los contenidos
de metabolitos de fumarato y citrato, asi como las actividades de las enzimas succinato
deshidrogenasa (SDH) y citrato sintasa (CS) en el ciclo del acido tricarboxilico se redujeron
significativamente; en contraste, las actividades de enzimas antioxidantes como SOD y CAT vy el
contenido de MDA aumentaron drasticamente. Por otro lado, posterior al estrés térmico cronico,
los genes relacionados con el metabolismo de lipidos, ppara y plbl fueron regulados a la baja, y

la actividad de SDH disminuyd notablemente. Por el contrario, la expresiéon de pckl y odh
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aumento, lo que indica que el estrés térmico puede limitar las capacidades aerdbicas de las
almejas navaja. En otro trabajo, Chi et al. (2024), sometieron a ostiones Crassostrea gigas a estrés
térmico agudo incrementando la temperatura 22°C, de 20 a 42°C, durante 2 horas pasadas las
cuales se devolvieron a 20°C, y crénico de 20 a 32°C con incremento gradual de 1°C por dia,
encontrando una mayor supervivencia en los ostiones sometidos a estrés crénico en comparacion
con el tratamiento estrés agudo. Duran-Encinas (2020) sometid a semillas de ostién C. gigas a un
estrés térmico ciclico con un incremento de temperatura de 15°C diarios (de 20 a 35°C) y luego
una disminucion, por un periodo de 4 dias. Las semillas sometidas a estrés térmico crénico
presentaron una disminucién de la altura del epitelio de los tubulos digestivos y mayor nimero
de hemocitos en el tejido conectivo, mayor concentracion de PGEM vy niveles de expresion
significativamente mas alto en todos los genes evaluados en este trabajo. El ARA en TG disminuyd
su concentracién en comparacién con el control, mientras que en los FL no hubo diferencias

significativas en la concentracion.

La presencia de olas de calor marino es un estimulo estresor que experimentan frecuentemente
los bivalvos, éste fendmeno es puntual y puede tener una duracién de 2 a 5 dias, que se
consideran como un estrés agudo de acuerdo con la literatura (Benthuysen et al., 2020; Masanja

et al., 2023) y se ha asociado a la mortalidad de verano en el mejillén.

2.6 Respuestas fisioldgicas al estrés térmico en bivalvos

La literatura cientifica ha descrito que bajo condiciones de estrés térmico los bivalvos activan una
respuesta inmune general, que se manifiesta a través del aumento en el nUmero de hemocitos,
un incremento de las especies reactivas de oxigeno (ERO), asi como la induccion de la apoptosis
y la necrosis. Este incremento de temperatura en el agua favorece la proliferacién de bacterias,
lo que puede conducir a enfermedades y, posteriormente, a la mortalidad de los organismos (Guo
et al., 2015; Rahman et al., 2019; Zhang et al., 2019). Ademds, se ha reportado que el aumento
de la temperatura por si mismo afecta la fisiologia de los mejillones, haciéndolos mas susceptibles
a la presencia de microorganismos patégenos (Mosca et al., 2013). Por ejemplo, Heise et al.

(2003), demostraron un incremento en las ERO en las branquias de L. elliptica bajo estrés térmico,
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encontrando que este aumento en las ERO se correlacionaba directamente con un incremento
en el consumo de oxigeno. Estos hallazgos también se han documentado en mejillones (Wang et
al., 2011; Dimitriadis et al., 2012) y ostiones (Li et al., 2007; Samain et al., 2007; Fleury y Huvet,
2012), lo que sugiere que la respuesta inmune y el estrés oxidativo son aspectos clave en la

fisiologia de los bivalvos de cara al estrés térmico.

Rahman y Rahman (2021) reportaron un incremento de la apoptosis posterior a estrés por alta
temperatura en el ostién americano (Crassostrea virginica), sugiriendo que las condiciones
ambientales extremas pueden desencadenar mecanismos de muerte celular programada que
afectan la salud de estas poblaciones. Zhou et al. (2020), encontraron que la temperatura alta
indujo apoptosis en la almeja Tridacna crocea, lo que indica que el estrés térmico puede tener
efectos significativos en la viabilidad celular y, por ende, en la supervivencia de las especies de
bivalvos en ambientes célidos. Liu et al. (2024), encontraron un incremento en la expresion de
caspasa-8, que participa en la via extrinseca de la apoptosis, y caspasa-3 en hemocitos de C. gigas
tras la exposicidn a estrés térmico, lo que sugiere que estas caspasas juegan un papel crucial en
la respuesta celular a condiciones adversas. Wang et al. (2022), documentaron una respuesta de
apoptosis en Sinonovacula constricta, indicando que este fendmeno no es exclusivo de las
especies mas estudiadas y que el estrés térmico puede inducir respuestas similares en una
variedad de bivalvos. Finalmente, Zhang et al. (2014), observaron que la caspasa 8, a nivel de
transcritos y actividad, se indujo bajo el estrés por calor en M. coruscus y M. galloprovincialis, lo
que refuerza la idea de que la induccién de la apoptosis ante condiciones de estrés es una
respuesta comun en distintos grupos bivalvos, incluidos los mejillones. A diferencia de la
apoptosis, la necrosis es un proceso patolégico de muerte celular que ocurre de manera no
programada y no controlada que generalmente resulta de dafios agudos en las células (D’arcy,
2019). La necrosis es una respuesta a situaciones adversas que pueden comprometer la integridad
de la célula y del tejido circundante. Durante la necrosis el contenido celular no se recicla, sino
gue hay rotura de membranas y el contenido celular es vertido al espacio extracelular, se envian
sefiales que alertan al sistema inmunitario sobre un dafio en el tejido atrayendo a macrdéfagos y
otras células inmunes, por lo que se activan mecanismos inflamatorios (Proskuryakov et al., 2003;

Golstein y Kroemer, 2006).
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Los estudios sobre la induccién a la necrosis en respuesta a estrés térmico no son tan claros como
los encontrados para apoptosis. Wang y Shen (2024) llevaron a cabo la identificacion del receptor
1 del factor de necrosis tumoral (TNFR1) en el molusco Onchidium reevesii. Los hallazgos sugieren
que el TNFR1 no solo estd involucrado en la apoptosis, sino que también puede influir en la
necrosis. Li et al. (2022), llevaron a cabo un estudio sobre la respuesta al estrés térmico en C.
gigas comparando las respuestas de organismos diploides vs. triploides, identificando una
regulacién de genes especificos que estan involucrados en procesos de necrosis, encontrando
que los triploides podrian estar mas propensos a experimentar necrosis celular en condiciones de
estrés térmico comparado con los diploides, lo anterior puede afectar la supervivencia de los

ostiones triploides.

A nivel molecular, ante una condicién de estrés térmico se induce a ajustes moleculares y de
expresion de genes (Zhang et al., 2019). Existen un gran numero de estudios que muestran que
una de las principales respuestas de los organismos a un choque térmico, entre otros factores
estresantes, implica un cambio en la transcripcién génica y la traduccién de HSP (Snyder et al.,
2001; Kim et al., 2017). Las HSP son proteinas funcionales encontradas en todos los organismos,
desde bacterias hasta animales; es decir, se encuentran altamente conservadas y tienen un papel
esencial en la mediacién de una respuesta contra los efectos no solo de la temperatura, sino a
otros estresores fisicos y quimicos, como trauma de tejidos, toxicidad a metales pesados,
radiacion, infeccion y cambios normales asociados con el desarrollo o diferenciacién celular (De-

la-Re-Vega et al., 2017).

Ademas de las respuestas a nivel molecular, a nivel celular las principales biomoléculas afectadas
por la temperatura son los fosfolipidos de membrana, pero también su composicidn de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) para mantener la integridad de la
membrana celular y ademads porque son precursores de metabolitos mediadores de la respuesta
al estrés (Dymond, 2015). La remodelacion de lipidos de membrana se ha observado en ambos
sentidos, tanto en respuesta a la disminucidn de la temperatura (Pernet et al., 2008) como en
respuesta a incrementos de temperatura (Pernet et al., 2007). Un estudio que mostré una

respuesta a nivel de acidos graso por incrementos térmicos fue el de Wang et al. (2024), quienes
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llevaron a cabo andlisis metabolémicos en el erizo de mar Strongylocentrotus intermedius que
revelaron variaciones significativas en el perfil de acidos grasos (AG) de los erizos de mar
expuestos a temperatura alta, estos cambios permiten a los organismos mantener la integridad y
fluidez de sus membranas celulares. Por otro lado, Pernet et al. (2007), llevaron a cabo un estudio
en bivalvos comparando como C. gigas y M. eduilis (especies que habitan en diferentes rangos
térmicos) se adaptan a las variaciones de temperatura, observando la remodelacion de lipidos de
membrana. Se encontrd que tanto C. gigas como M. edulis incrementan la proporcién de AG
insaturados en su membrana celular para mantener la fluidez a temperaturas mas bajas durante
el invierno, este efecto fue mas marcado en M. edulis e comparacién con C. gigas. Ambas especies
presentaron un patréon de remodelacion que favorece acidos grasos saturados en temperaturas
mas altas hacia el verano. Estos hallazgos tienen implicaciones importantes en el contexto del
cambio climatico, ya que las especies que habitan en diferentes rangos térmicos pueden
responder de manera distinta a los aumentos de temperatura. La capacidad de remodelacién de
los lipidos de membrana es fundamental para la supervivencia y el éxito reproductivo de los
bivalvos en un ambiente con grandes fluctuaciones térmicas. La remodelacién de los lipidos de
membrana en respuesta a las condiciones térmicas también incluye la modificacién de los lipidos
gue son precursores de las PG. A medida que las especies se adaptan a sus respectivos entornos
térmicos, los cambios en la composicién de acidos grasos de las membranas celulares pueden

influir en la sintesis de PG.

2.7 Acidos grasos altamente insaturados y su relacién con la sintesis de PG

Los acidos grasos altamente insaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) son componentes
estructurales fundamentales de las membranas celulares y desempeiian un papel clave en la
homeostasis celular y la respuesta al estrés en organismos marinos. Dentro de este grupo, el acido
araquidonico (ARA, 20:4n-6) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) son de especial interés,
ya que actuan como precursores de una variedad de eicosanoides, incluyendo PG, leucotrienos
(LT) y tromboxanos (TX) (Calder, 2020). El ARA y el EPA se encuentran esterificados en los
fosfolipidos de membrana, particularmente en la posicién sn-2 de los glicerofosfolipidos (Lands,

2015). En respuesta a estimulos fisioldgicos o ambientales, como el estrés térmico, estos acidos
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grasos son liberados por la accion de la fosfolipasa A, (FLA2) y pueden ser metabolizados por
distintas vias enzimaticas, dando lugar a compuestos bioactivos con efectos fisioldgicos diversos
(Hanna y Hafez, 2018). EI ARA y el EPA siguen rutas metabdlicas diferenciadas que influyen en la
regulacion de la respuesta al estrés térmico en organismos acudticos como la via de la COX
responsable de la conversidon del ARA en prostaglandinas de la serie 2 (PGE, PGly, PGFy), las
cuales pueden actuar como mediadores proinflamatorios y reguladores del estrés térmico (Funk,
2001), la via de la lipoxigenasa produce leucotrienos (LTB4, LTCa4) y lipoxinas, que pueden tener
efectos tanto proinflamatorios como antiinflamatorios dependiendo del contexto fisioldgico
(Serhan et al., 2008), la via del CP450 convierte los dcidos grasos en epdxidos de eicosanoides, los
cuales estan involucrados en procesos de vasodilatacién y regulacion del metabolismo energético
(Capdevila et al., 2016). El equilibrio entre el ARA y el EPA es crucial para la homeostasis celular,
ya que estos acidos grasos compiten por las mismas enzimas metabdlicas. Un mayor contenido
de ARA favorece la produccién de prostaglandinas proinflamatorias, lo que puede intensificar la
respuesta al estrés térmico. Un mayor contenido de EPA promueve la sintesis de prostaglandinas
antiinflamatorias y resolvinas, que pueden modular la respuesta inflamatoria y mejorar la
tolerancia al estrés ambiental (Calder, 2017). Los estudios en moluscos bivalvos han demostrado
gue los cambios en la temperatura del agua pueden inducir modificaciones en la composicion de
acidos grasos de membrana, lo que afecta la capacidad del organismo para generar eicosanoides

y responder al estrés térmico (Pernet et al., 2007).

2.8 Modulacion del estrés térmico por medio de prostaglandinas

Las PG son mensajeros quimicos que modulan la respuesta al estrés. Se les denomina PG a los
metabolitos derivados por medio de la enzima ciclooxigenasa (COX) a partir de acidos grasos
como el acido araquidénico. Las PG son compuestos lipidicos que se asemejan a las hormonas
gue actuan a través de receptores ligados a proteinas G (Kumari, 2018). Sin embargo, a diferencia
de la mayoria de las hormonas, no son secretadas por una glandula y llevadas al torrente
sanguineo a las diferentes areas del cuerpo para ejercer su accion; las PG pueden ejercer su accién
sobre la misma célula (autocrina) o sobre células vecinas (accién paracrina) (Lee et al., 2021). Las

PG no son almacenadas, son sintetizadas de novo a partir del ARA liberado de las membranas
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cuando las células son activadas por mecanismos como un trauma, citocinas especificas, factores
de crecimiento u otros estimulos (Funk, 2001). En la nomenclatura aprobada las prostaglandinas
llevan el prefijo PG, seguido de una letra, que va de la A hasta la K, y que indican la naturaleza y
localizacion de los sustituyentes que contienen oxigeno presente en el anillo de ciclopentano
(Smith y Murphy, 2016). Los subindices 1, 2 o 3 denotan el nimero de dobles enlaces en su
estructura hidrocarbonada (Miller et al., 2006). La prostaglandina E; (PGE;), una de las mejor
conocidas y el prostanoide mas estudiado es un mediador proinflamatorio que es expresado de
manera ubicua y juega un rol importante mediando muchas respuestas inflamatorias en

mamiferos (Qu et al., 2015).

Algunos autores han sugerido que la PGE; es capaz de activar la expresidon de genes como las
proteinas de choque térmico 70 (HSP70, por sus siglas en inglés), una de las principales proteinas
de estrés, por medio del factor de transcripcién (HSF1) (Shah et al., 2010). En ausencia de estrés,
el HSF1 se encuentra en forma de mondmero en el citoplasma, mientras que durante una
condicidn de estrés, éste se trimeriza con otros mondmeros de HSF1 y es traslocado al nucleo
celular donde se une a otros factores de transcripcidon (HSE) e hiper-fosforilado conduce a la
expresion de ARN que sera traducido en los ribosomas para sintetizar las proteinas, las cuales son
claves en la respuesta al estrés celular pues se encargan de la reparacion y prevencién del dafio
macromolecular (Dai, 2018). En mamiferos se ha descrito que PG como la PGA1, derivada del ARA
funciona como sefializadora de la sintesis de HSP70 (Elia et al., 1996; Rossi et al., 1997; Elia et al.,

1999).

En invertebrados como los insectos se ha demostrado que las PG afectan el comportamiento,
incluyendo la respuesta al dolor, la agregaciéon de plaquetas y la contraccién muscular en los
sistemas circulatorio y digestivo. Uno de los roles mas significativos de las PG en los insectos es
su participacion en la respuesta inmune. Estas moléculas facilitan la comunicacién celular durante
las respuestas inflamatorias, promoviendo la activacion de células inmunitarias y la produccion
de otras moléculas sefializadoras. Este proceso es crucial para la defensa contra patdgenos,
permitiendo una respuesta coordinada frente a infecciones. A nivel molecular, las PG actldan

uniéndose a receptores especificos en las células diana, lo que desencadena cascadas de
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sefializacion que afectan la expresion génica y la actividad celular. Los mecanismos de acciéon
pueden variar segun el tipo de PG y el contexto fisioldgico, lo que resalta su versatilidad como

mediadores en la biologia de los insectos (Stanley y Kim, 2019).

Por otro lado, se ha descrito que la apoptosis puede ser mediada/inducida por PG en células
humanas, como células neuronales (Takadera et al., 2004), células HL-60 (Chen et al., 2005),
células endometriales (Banu et al., 2009), fibroblastos (Huang et al., 2009) etc. Takadera et al.
(2004), reportaron que la PGE; causa induccién a la apoptosis probablemente por via
dependiente de cAMP involucrando el acoplamiento al receptor EP, acoplado a proteinas G.
Huang et al. (2009), observaron que la PGE; activa la caspasa 8 y caspasa 9 sugiriendo que las PG

pueden activar la via intrinseca y extrinseca de apoptosis.

Trabajos que evallen el papel de las prostaglandinas en la respuesta al estrés en organismos
marinos son escasos, sin embargo, son de destacar los siguientes estudios: Lu et al. (2024),
llevaron a cabo un estudio transcriptémico en la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) con el fin
de describir los mecanismos moleculares afectados por el estrés térmico. Entre los hallazgos mas
importantes se encuentran el incremento en la expresidon de genes relacionados con la sintesis
de PG. Se encontrd que estas moléculas pueden estar implicadas en la regulacién de funciones
fisioldgicas como la respuesta inflamatoria, la vasodilatacidn y la regulacion de la presién arterial.
Por otro lado, Duan et al. (2024), investigaron cémo una aclimatacién térmica a largo plazo mejora
la resistencia al calor en Clarias fuscus. Los autores sometieron a los peces a temperaturas
elevadas durante un periodo prolongado y evaluaron los cambios observados a diferentes niveles.
Los resultados indican que las PG estan implicadas en la regulacién de las respuestas inmunitarias
y metabdlicas durante la aclimatacién. La producciéon de PG se asocid con una mejora en la
respuesta inflamatoria y en la actividad de las enzimas antioxidantes, lo que contribuyé a una
mayor resistencia al estrés térmico. Los estudios sobre el papel de las PG en la modulacién de la

respuesta al estrés en moluscos bivalvos son practicamente nulos.
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2.9 Sintesis de PG por medio de COX

Todas las células con nucleo tienen la capacidad de sintetizar prostaglandinas a partir de los acidos
grasos esenciales de membrana (Miller et al., 2014). Las PG pueden ser bioldgicamente
sintetizadas a partir del 4cido dihomo-alfa-linolenico (DGLA), ARA o el EPA por PG sintasas usando
2 o 3 pasos de reaccion, siendo el ARA el precursor que genera metabolitos mds activos (Seo y
Oh, 2017). EI ARA proveniente de la dieta se almacena en los lipidos de membrana,
especificamente, se encuentra esterificado a los glicerofosfolipidos, y mas especificamente en la
posicion sn-2 del fosfatidil inositol. La liberacion del ARA de los fosfolipidos es llevada a cabo por
medio de la enzima fosfolipasa A; (FLAz) (Fig. 9), la cual reconoce concretamente el enlace sn-2
de los fosfolipidos e hidroliza cataliticamente el enlace, liberando ARA vy lisofosfolipidos (Huang
et al., 2016a). El ARA liberado puede metabolizarse o reincorporarse a los fosfolipidos a través de

una aciltransferasa (Hanna y Hafez, 2018).
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Figura 9. Sitio de accion de la FLA; (Hanna y Hafez, 2018b).

El ARA libre en el citoplasma celular puede ser sustrato de la enzima COX, también llamada
prostaglandina H sintasa (PGHS). La COX se ha encontrado en todos los tejidos animales de
mamiferos y es una enzima bifuncional que se localiza en el reticulo endoplasmatico y las
membranas nucleares (Lee et al., 2021). Un primer paso de oxigenacion es llevado a cabo en un

canal dentro de la COX, mientras que la reduccidn ocurre en el sitio que contiene Hemo sobre la
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superficie de la COX (Park et al., 2008). En la primera reaccion de la COX se lleva a cabo la ciclacidn
del ARA, en ella un grupo 15-hidroperoxido es afiadido para formar la PGG, y subsecuentemente
reducido por la misma COX para dar el intermediario inestable PGH; (Fig. 10). La PGH; difunde
desde el lumen del reticulo endoplasmatico al citoplasma a través de la membrana y debido a su
naturaleza inestable la PGH, es convertida por medio de PG sintasas especificas en diferentes
tipos de PG, incluyendo entre otras a la PGE,, PGl, y PGF; (Lee et al., 2021). Las PG no son
acumuladas o almacenadas por las células, mas bien son sintetizadas y liberadas rapidamente
(entre 5y 60 segundos) en respuesta a un estimulo hormonal extracelular (Tsai y Kulmacz, 2011).
La liberacién de las PG desde las células es un proceso activo y regulado. Aunque los mecanismos
precisos de su liberacidn aun no estdn completamente, se ha propuesto que algunas PG pueden
difundirse a través de la membrana plasmatica, aunque de manera limitada, debido a su caracter
anfipatico. La difusién pasiva ocurre cuando hay un gradiente de concentracion favorable entre
el citoplasma y el medio extracelular (Schuster, 2002). Asi mismo, se han identificado
transportadores de prostaglandinas, como el Transportador de Prostaglandinas (PGT, SLC21A2),
que facilita la salida y entrada de PGs a través de la membrana celular. Este transportador es
bidireccional y puede regular la concentracion de PGs en el medio extracelular dependiendo de

las necesidades celulares (Chiy Schuster, 2010).
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Figura 10. Sintesis de PG (Creado en BioRender por Duran-Encinas, 2025
https://BioRender.com/a64j112 basado en Di Costanzo et al., 2019).

En mamiferos, se han descrito dos isoformas de COX, 1 y 2. La COX-1 es expresada
constitutivamente en la mayoria de las células y esta involucrada en las funciones fisiolégicas
normales, tales como la division celular (Huang et al., 2016b), mientras que la COX-2 es una
isoforma inducible que se encuentra en algunos tejidos y es regulada (expresada) por estimulos
inflamatorios u hormonas de 3 a 24 horas posteriores a la recepcion del estimulo (Hanna y Hafez,
2018). A diferencia de los vertebrados, donde existen dos isoformas bien caracterizadas de COX,
en invertebrados marinos no se ha establecido con claridad una diferenciacién funcional (Jarving
et al., 2004; Rowley et al., 2005). En varias especies de moluscos, crustaceos y equinodermos se
ha identificado una Unica enzima tipo COX, cuyas funciones pueden abarcar tanto procesos
fisioldgicos como respuestas inducidas al estrés o infeccion (Kawamura et al., 2014; Di Costanzo

et al.,, 2019).
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2.10 Otros metabolitos derivados de ARA

Ademas de la COX, el ARA puede seguir la via de las lipooxigenasas (LOX). En mamiferos se han
descrito varios tipos de LOX, las cuales se nombran de acuerdo con el nimero del carbono de la
cadena del acido graso sobre el cual actuan oxigenandolo, encontrando asi a la 5-LOX, 8-LOX, 9-
LOX, 12-LOx y 15-LOX. (Malle et al., 1987; Spector et al., 1998). La enzima 5-LOX que actua sobre
el ARA forma inicialmente el acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), el cual puede ser
reducido a 5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE). A su vez, 5-HPETE también es precursor del
leucotrieno A4 (LTA4), compuesto altamente reactivo que puede derivar en otros leucotrienos
como LTBg4, LTC4, LTD4 y LTE4 (Gabbs et al., 2015; Radmark et al., 2015). Estos productos estan
fuertemente implicados en procesos inflamatorios (He et al., 2020), quimiotaxis y respuestas
inmunes, asi mismo, la 5-LOX se expresa predominantemente en células del sistema inmune
(neutrdfilos y monocitos) (Kuhn et al., 2015). Por su parte, la 8-LOX convierte el ARA en 8-HPETE,
gue se convierte en 8-HETE y su funcion biolégica no estd completamente esclarecida en
humanos. La isoforma 9-LOX también oxida al ARA, produciendo 9-HPETE y su derivado 9-HETE.
Sin embargo, esta enzima es mas conocida por su actividad sobre el acido linoleico en plantas,
donde participa en mecanismos de defensa. Su presencia en animales, especialmente mamiferos,
es limitada y su funcién aun poco comprendida. La 12-LOX oxida el carbono 12 del ARA para
formar 12-HPETE, que posteriormente se convierte en 12-HETE (Zheng et al., 2020). Se ha descrito
que el 12-HETE juega un papel en inflamacién (Brash et al., 2001), reculutamiento de células
inmunes, vasoconstriccion en ratas (Lacape et al., 1992) y funcidn neuroldégica en humanos (Phillis
et al., 2006) . Finalmente, la 15-LOX produce 15-HPETE a partir del ARA, el cual se reduce a 15-
HETE (Sadeghian y Jabbari, 2015). Se ha observado que el 15-HETE estimula el engrosamiento y

endurecimiento de las paredes de los vasos pulmonares en ratas. (Ma et al., 2009).

En moluscos los estudios sobre metabolitos derivados de ARA por enzimas lipooxigenasas son
aun limitados. Sin embargo, es de destacar el trabajo de Hagar et al. (1989) quienes confirmaron
gue las branquias el mejillén de agua dulce (Ligumia subrostrata) poseen actividad de
lipoxigenasa, lo que significa que pueden producir HETEs mediante la oxidacion enzimatica de

acidos grasos. Estas moléculas podrian tener roles importantes en la fisiologia del mejillén,
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especialmente en respuestas a su entorno o regulacién interna. Por otro lado, Zhu et al., 2024
llevaron a cabo un experimento en la almeja Sinonovacula constrictas suministrando distintas
cantidades de acido docosahexaenoico (DHA) en la dieta, encontrando que cuando la almeja
recibe muy poca o demasiada cantidad de DHA en la dieta, se activa la enzima 5-LOX, lo cual
podria llevar a una mayor produccion de HETEs que promueven inflamacién. Un nivel adecuado
de DHA (6.42 mg/g de dieta) ayuda a reducir esta activacidn, favoreciendo una mejor salud y
menor estrés oxidativo. En el trabajo desarrollado por Bonnefille, (2017) se demostré que
contaminantes ambientales activan en el mejilléon del mediterraneo (M. galloprovinciallis) la via
LOX, lo que lleva a una mayor produccion de HETEs, que participan en la inflamacién y el estrés
celular. Esto sugiere que la via LOX-HETE es importante en la respuesta del mejillén frente a

contaminantes ambientales.

2.11 Metabolitos derivados de EPA

En mamiferos se ha descrito que cuando la 5-LOX actia sobre el EPA forma el 5-
hidroperoxieicosapentaenoico (5-HPETE), que se reduce a 5-hidroxieicosapentaenoico (5-HEPE).
Ademas, a partir de 5-HPETE, se puede formar un epdxido inestable denominado 5-epoxi-EPA, el
cual puede convertirse en resolvina E1 (RvE1) en presencia de otras enzimas como la CYP450 o
por accion de la LTA4 hidrolasa (Seki et al., 2009). La RvE1 es un potente mediador pro-resolutivo,
gue reduce la inflamacién, inhibe la quimiotaxis de neutréfilos en mamiferos y favorece la
fagocitosis por macrofagos (Heidel et al., 1989). Por otro lado, 12-LOX oxida al EPA en la posicion
12, dando origen al 12-HPETE, que se reduce a 12-HEPE. Este compuesto ha sido implicado en
procesos de regulacion de la funcion plaquetaria en humanos (Goerger et al., 2025), asi como en
respuestas inflamatorias moduladas. Aunque su actividad no es tan extensamente caracterizada
como la de otros derivados del EPA, se reconoce su papel en la modulacién celular, especialmente
en tejidos donde 12-LOX esta activa, como plaquetas y ciertos tipos de epitelio. Finalmente 15-
LOX genera el metabolito 15-HPETE, que se reduce a 15-HEPE. Este metabolito también es
precursor de resolvinas, en este caso de la familia resolvina E3 (RvE3), y otros compuestos pro-
resolutivos (). Ademas, 15-HEPE por si mismo ha demostrado tener efectos antiinflamatorios,

incluyendo la inhibicion de la produccion de citoquinas proinflamatorias. En células epiteliales,
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macréfagos y eosindfilos, la 15-LOX es particularmente importante en la generacion de estos

lipidos reguladores.

2.12 Metabolitos derivados del DHA

EL DHA puede ser metabolizado por enzimas como las lipoxigenasas (LOX), ciclooxigenasas (COX)
y citocromos P450 (CYP450), dando lugar a una serie de metabolitos bioactivos conocidos como
oxilipinas (Ostermann y Schebb, 2017). Estos productos oxigenados incluyen principalmente
resolvinas de la serie D, protectinas y maresinas, que participan activamente en la resolucién de
la inflamacidén, la proteccién neuronal y la homeostasis inmunoldgica (Calder, 2017; Serhan,
2014). Uno de los principales metabolitos derivados del DHA descrito en mamiferos es el 17-
hidroxidocosahexaenoico (17-HDHA), generado por la accion de la 15-lipoxigenasa (15-LOX). Este
compuesto actia como precursor en la biosintesis de resolvinas de la serie D (RvD1 a RvD6), que
se forman mediante la participacion adicional de la 5-LOX (Gomolka, 2013). Las resolvinas D
tienen potentes efectos antiinflamatorios, inhibiendo la migracién de neutréfilos, reduciendo la
produccién de citoquinas proinflamatorias y favoreciendo la fagocitosis de restos celulares por
parte de macroéfagos, lo cual promueve la resolucién activa del proceso inflamatorio (Serhan and
Chiang, 2008). A partir del mismo precursor, 17-HDHA, también puede generarse la protectina D1
(PD1), también conocida como neuroprotectina D1 (NPD1), mediante un paso intermedio
epoxidico catalizado por enzimas tipo LOX. Este docosanoide posee propiedades
neuroprotectoras, incluyendo la prevencion de la apoptosis inducida por estrés oxidativo, asi
como la modulacién de respuestas inflamatorias en el sistema nervioso central y en la retina
(Bazan, 2007; Marcheselli et al., 2003). Por otra parte, la 12-lipoxigenasa (12-LOX) actua sobre el
DHA para producir 14-HDHA, precursor de otra familia de mediadores lipidicos denominada
maresinas (MaR1 y MaRz2). Estas moléculas son generadas principalmente por macréfagos
durante la fase de resolucion de la inflamacion, y cumplen funciones esenciales como la
promocion de la regeneracion tisular, la facilitacion de la fagocitosis y la atenuacién de sefiales
de dolor (Serhan et al., 2009; Dalli et al., 2013). Ademas de estos metabolitos principales, el DHA
también puede dar lugar a otras hidroxidocosahexaenoicos (HDHAs) en distintas posiciones de la

cadena, como 4-HDHA, 10-HDHA o 13-HDHA, los cuales pueden participar en la modulacién de
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receptores nucleares como los PPARs, influyendo asi en la expresién génica relacionada con la
inflamacién y el metabolismo lipidico (Calder, 2017; Arita et al., 2007). Asimismo, el sistema
enzimdtico del citocromo P450 puede metabolizar DHA para formar epdxidos
docosapentaenoicos (EDPs), compuestos con propiedades vasodilatadoras, neuroprotectoras y

antiangiogénicas (Imig and Hammock, 2009; Fer et al., 2008).

2.13 Formacion de PG por via no enzimatica

Ademas de las vias enzimaticas descritas anteriormente, los PUFA pueden seguir una via no
enzimatica ya que son susceptibles al ataque de las ERO. Las ERO se forman en la mitocondria
principalmente, como parte del metabolismo normal de la célula a consecuencia de las reacciones
de Oxido-reduccidn que hacen parte de la cadena respiratoria. La temperatura elevada
incrementa la velocidad de las reacciones de dxido-reduccion de la cadena transportadora de
electrones incrementando subsecuentemente la cantidad de ERO producidas (Fig. 11). Las ERO

pueden causar dafio a DNA, carbohidratos, proteinas y lipidos (Lesser, 2006).
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Figura 11. Formacidon no enzimatica de PG e Isoprostanos (Creado en BioRender. Por Duran-
Encinas, 2025 https://BioRender.com/a64j112 basado en Oh, 2008 y Davies, 2009).

Los PUFA son mas susceptibles a ser oxidados por las ERO o radicales libres en comparacién a
otros acidos grasos dada la presencia de los dobles enlaces en su estructura. Cuando la oxidacién
del ARA por un proceso no enzimatico ocurre, es decir, por via de los radicales libres se forman
moléculas similares a PG denominadas isoprostanos (IsoPs) que no requieren de la COX para su
formacién. Como las reacciones de autooxidacién carecen de especificidad, se pueden formar
una gran cantidad de estereocisdmeros estructurales. Aunque los IsoPs tienen una vida media
corta, algunos de ellos tienen actividades bioldgicas potentes. Algunos de los productos de
oxidacién de estas peroxidaciones no enzimaticas han sido ligadas a estados inflamatorios en

animales (SchmidBriine, 2021).
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2.14 Estudios de PG en moluscos

Los estudios sobre PG en moluscos bivalvos se han enfocado en su papel en la osmorregulacion y

reproduccién, un resumen de los trabajos realizados en moluscos es presentado en la Tabla 2.

(Deridovich y Reunova, 1993).

Tabla 2. Estudios sobre el papel de las PG en moluscos bivalvos.

Organismo

Aportacion

Cita

Haliotis rufenses
(Abulén rojo)
Modiolus demissus (Mejillon
acanalado)

Ligumia subrostrata
(Mejillon)
Modiolus demissus (Mejillon
acanalado)

Carunculina texasensis y
Ligumia
subrostrata
Ligumia subrostrate y
Carunculina texasensis
M. edulis

Patinopecten yessoensis

Tethys fimbria

Argopecten purpuratus
(ostion del norte)

Crassostrea corteziensis
(ostidn de placer)

Crassostrea gigas

Crassostrea hongkongensis

La aspirina bloquea la accion de la COX, inhibiendo el desove
estimulado por H,0; en el abuldn rojo.

El mejillén acanalado contiene y libera PG después de un
estrés osmotico, las cuales pueden jugar un papel en la
aclimatacion al estrés osmaético.

La PGE; reduce la entrada de flujo de sodio a la célula en el
mejillon.

Existen sitios de unidn especificos (probablemente
receptores) para la PGA; en las branquias del mejillon
acanalado que pueden jugar un papel en los mecanismos
celulares de accién de las PG.

PGE; inhibid el transporte de sodio en ambos bivalvos por
disminucion significativa de la entrada de sodio.

PGE; enddgena modula de forma negativamente el
transporte de sodio.

Se identificd la presencia de compuestos similares a PG
(PGFyq, PGE; y PGF14) en el mejillén azul.

Los niveles de PGF,qy PGE; incrementaron en la hemolinfa 'y
ovarios durante la maduracion sexual y en ovario durante la
temporada de desove sugiriendo que estas PG pueden estar
involucradas en la maduracion sexual y el desove de este
pectinido.
Describen vias biosintéticas de PG inyectando PG marcadas
isotépicamente en los tejidos de un molusco nudibranquio.

Se midieron los niveles de PGE, y PGF2a en génada,
detectando una disminucidn lineal en la génada de machos y
hembras a medida que avanzaba la maduracién. Las PG
modulan asimismo la liberacién de los gametos durante el
desove.

Ostiones de placer alimentados con una dieta rica en ARA
presentaron una mayor concentracién de PGE,y un estado
de maduracién gonadico mas avanzado.

Las PG pueden estimular el sistema inmune incrementando
la fagocitosis.

Caracterizacion del primer receptor de prostaglandina E en
moluscos, su expresion fue sobre-regulada eh hemocitos y
branquias posterior a un reto con patdgeno por lo que se
sugiere esta involucrado en la respuesta del sistema inmune
innato en el ostién de Hong Kong

Morse et al., 1977

Freas y Grollman, 1980

Graves y Dietz, 1982

Freas y Grollman, 1981

Freas y Grollman, 1981

Saintsing et al., 1983

Ruggeriy Thoroughgood,
1985

Osada et al., 1989

Di Marzo et al., 1991,
1992

Martinez et al., 1999,
2000

Hurtado et al., 2009

Seguineau et al., 2011

Qu et al., 2015
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3. JUSTIFICACION

La acuacultura de moluscos bivalvos representa una actividad productiva de gran importancia
econdmica a nivel global y regional. Sin embargo, esta industria enfrenta retos crecientes debido
a las consecuencias del cambio climatico, entre los que destacan los eventos de mortalidad
masiva durante el verano, vinculados principalmente al estrés térmico. Estas mortalidades
estacionales, observadas en especies como M. edulis, pueden alcanzar tasas superiores al 60—
80% en algunas regiones, generando pérdidas significativas en la produccion, impacto en la

estabilidad de las comunidades costeras, y riesgos para la sostenibilidad del sector.

Diversas investigaciones han documentado que los incrementos subitos o prolongados de
temperatura pueden afectar multiples funciones fisioldgicas en bivalvos, incluyendo la integridad
de las branquias, la capacidad inmunoldgica, la reproduccién y el metabolismo oxidativo. No
obstante, los mecanismos moleculares y bioquimicos subyacentes a estas respuestas aln no se
comprenden completamente, en particular en lo referente a los metabolitos lipidicos derivados
del acido araquiddénico (ARA), como prostaglandinas y los isoprostanos formados no

enzimaticamente durante el dafno oxidativo.

La presente investigacidn busca aportar evidencia experimental sobre como estas vias lipidicas se
modulan en moluscos sometidos a distintos regimenes de estrés térmico, lo cual podria contribuir
a desarrollarindicadores tempranos de dano fisioldgico y estrategias de manejo en la acuacultura.
Comprender estos procesos permitird anticipar condiciones de riesgo y reducir las pérdidas

econdmicas asociadas a eventos de mortalidad.
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4. HIPOTESIS

Los mejillones sujetos a estrés agudo presentardn un incremento en la producciéon de ERO y con
ello, de prostaglandinas por via no enzimdtica, como isoprostanos, produciendo un incremento
de melanosis, infiltracion de hemocitos, cambios en el drea de tejidos o acumulacién de

lipofuscinas en tejidos que afectaran la condicidn fisioldgica del mejillén.

En contraste, los mejillones bajo estrés crénico repetitivo disminuirdn los niveles de ARA presente
en los fosfolipidos de la membrana celular, disminuyendo asi la produccién de prostanoides por
via no enzimatica, mientras que la produccién de prostaglandinas a partir de EPA y DHA por via
enzimatica sera incrementada junto con la actividad de la fosfolipasa A, para contrarrestar el
dafio a tejidos con el incremento de la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP70) y enzimas

antioxidantes, y con ello se producird una aclimatacién del mejillon.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés térmico agudo y crénico sobre la produccién de prostaglandinas,
isoprostanos, la condicidn fisioldgica y expresion de genes del mejillén M. edulis.

5.2 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de estrés térmico agudo sobre la produccién de prostaglandinas e
isoprostanos en el mejillén M. edulis.
e Evaluar el efecto de estrés térmico cronico sobre la produccién de prostaglandinas e

isoprostanos en el mejillén M. edulis.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cultivo de las microalgas

La produccién de microalga que fue proporcionada como alimento para ambos experimentos se
llevé a cabo como se describe en Arnold et al. (2005). Las microalgas Nannochloropsis oculata
(CCMP459) y Pavlova lutheri (CCMP525) fueron cultivadas por lotes a 20°C bajo iluminacion

continua hasta la fase exponencial en medio f/2.

6.2 Experimento 1: Estrés térmico agudo

El experimento 1, estrés térmico agudo, se realizé en mejillones en etapa adulta especie M. edulis.
Los organismos fueron colectados en una granja acuicola en la Isla del Principe Edward, Canada y
fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio durante 8 semanas a 12°C. Los mejillones del
experimento 1 presentaron un peso promedio de 16.7 + 0.6 g y una longitud promedio 54.35 +
0.8 mm. El experimento se realizé en el laboratorio himedo de estacidn acuicola Pointe-au-Pere
del UQAR-ISMER. Los mejillones fueron distribuidos aleatoriamente en 6 tanques de fibra de

vidrio con capacidad de 60 litros a una densidad de 3 organismos por tanque.

Durante el experimento se hicieron recambios de agua diarios del 25%. Los mejillones fueron
alimentados diariamente con una raciéon de una mezcla de microalga Nannochloropsis oculata y
Pavlova lutheri enriquecida con 3C (ver seccidn enriquecimiento de la microalga) en una
proporcion 1:1, a razén del 6% la biomasa seca del mejillon. La alimentacién se llevé a cabo
diariamente se la siguiente manera: La porcidn diaria de microalga liofilizada se suspendié en 300
mL de agua de mar filtrada con ayuda de un agitador; posteriormente 50 mL de la solucién
concentrada de microalga enriquecida con 3C fueron vertidos a cada uno de los tanques
experimentales. Durante los primeros 7 dias del experimento, los mejillones fueron mantenidos
a una temperatura de 12°C (Fig. 12), el incremento de temperatura que se aplico mediante una
camara con temperatura controlada. El dia 8, los organismos fueron transferidos a acuarios de
vidrio y colocados a bafio maria en tanques con temperatura a 25°C, después de 1 hora de

exposicidn, los organismos fueron muestreados (ver seccion Muestreo).



35

- Evolucion de la temperatura del 2 al 8 de noviembre
Estrés Agudo
Control

—-—= Mix. Temp (26.25'C)

25¢

20}

C)

15

Temperatura (

10

e o = = P

.Qb 9") Qi'.' 5\ DQ) QQ
. Y

>
"y "2 “3
v s o Q&

%
2
2

Figura 12. Temperatura promedio de los tanques control y experimentales durante los 7 dias del
experimento 1, estrés térmico agudo.

6.3 Experimento 2: Estrés térmico crénico

El experimento 2, estrés térmico cronico, se realizé en mejillones en etapa adulta con un peso
promedio de 26.4 + 0.5 g y longitud promedio de 64.2 £ 1.2 mm. El experimento 2 se realizé en
el laboratorio himedo de estacion acuicola Pointe-au-Péere del UQAR-ISMER. Los organismos
fueron divididos en 6 tanques de fibra de vidrio con capacidad de 60 litros a una densidad de 3
organismos por tanque. Los organismos fueron colectados en una granja acuicola en la Isla del
Principe Edward, Canada y fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio durante 8

semanas a 12°C.

Durante el experimento se hicieron recambios de agua diarios del 25%. Los mejillones fueron
alimentados a razon del 6% de su biomasa con una mezcla de microalga N. oculata y P. lutheri

enriquecida con 3C. Durante el experimento los mejillones fueron sometidos a incrementos
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diarios de temperatura de 13°C (de 12 a 25°C, Fig. 13) colocando a los organismos en acuarios
gue se colocaron directamente dentro de tanques con una temperatura de 25°C; una vez
alcanzada la temperatura de 25°C, los mejillones permanecieron durante 1 hora bajo esta
condicidn, pasada la cual, fueron retornados a los tanques originales. El experimento tuvo una
duracién de 7 dias, al final de los cuales los organismos fueron muestreados en la temperatura

alta, como se describe a continuacion.
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Figura 13. Temperatura promedio de los tanques experimentales y controles durante los 7 dias
del experimento 2: estrés térmico crdénico.

6.4 Muestreo de los organismos

Todos los procedimientos llevados a cabo durante los experimentos fueron realizados de acuerdo
con la guia del Instituto Nacional de Salud para el cuidado y uso de animales de Laboratorio y la
Legislacidén para la proteccion de animales utilizados con fines cientificos (Directive 2010/63
E.U.A.). Los tejidos de los mejillones fueron disectados con ayuda de un bisturi, pinzas y una
charola de diseccién que fue colocada sobre un bloque de hielo seco con el fin de mantener los

tejidos del mejilléon a temperatura baja durante el procedimiento de diseccidn. Las branquias, el
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musculo abductor, el manto y la glandula digestiva de cada organismo fueron disectados; cada
uno de los tejidos mencionados anteriormente fue dividido en dos submuestras, una submuestra
fue colocada directamente en criotubos que contenian 1 mL de RNAlater (Sigma-Aldrich) y
almacenadas a -20°C destinadas para andlisis de expresion de genes por gPCR. Otra submuestra
fue colocada en criotubos (capacidad 1.5 mL) y rapidamente congelada usando hielo seco, y
posteriormente almacenadas a -80°C en un ultracongelador para su posterior andlisis de lipidos
(acidos grasos, derivados oxigenados, dcidos grasos marcados, lipidéomica). El resto de los tejidos
fueron colocados en tubos Falcon con capacidad de 15 ml, congelados rdpidamente y
almacenados a -80°C. Finalmente, un organismo de cada tanque (3 por tratamiento) se destiné
para el analisis histolégico, el cual fue fijado en solucién Davidson (ver seccidon andlisis
histolégicos) durante mas 48 horas y posteriormente almacenadas en alcohol etilico al 70% para

su posterior andlisis.

6.5 Liofilizacion de muestras

Las muestras destinadas para analisis lipidicos fueron liofilizadas en un liofilizador (Labconco,
E.U.A.) bajo las siguientes condiciones: temperatura de -40°Cy presiéon de 133 x 103 mbar durante
al menos 24 horas. Una vez liofilizadas las muestras, se trituraron los tejidos con el fin de

homogenizar usando una espatula hasta obtener en la medida de lo posible un polvo fino.

6.6 Anadlisis de acidos grasos metil-esterificados y separacion de lipidos neutros y polares

El analisis de acidos grasos de llevé a cabo siguiendo el método de (Folch et al., 1957), modificado
por (Palacios et al., 2004), en el laboratorio metabolismo de lipidos del CIBNOR. Se pesaron 10
mg peso seco de cada uno de los tejidos del mejillédn: branquias, musculo, manto y glandula
digestiva; asi como 10 mg de peso seco de la mezcla de microalgas utilizada como alimento en
una balanza analitica (Mettler Toledo, MS204, Suiza). Los tejidos, asi como el alimento fueron
colocados dentro de viales de vidrio ambar con capacidad de 4 mL. Las muestras fueron
hidratadas afiadiendo 5-10 plL de agua destilada macerando la muestra con ayuda de una varilla

de vidrio hasta obtener una pasta humeda. Se afiadieron 2 mL de solucién Folch
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(Cloroformo:Metanol 2:1) y se almacenaron a -20°C para la extraccién de los lipidos por al menos

24 horas.

Después de la extraccidn de los lipidos, se afiadieron 10 pL de antioxidante (BHT, 5.3 mg/10mL
CHCI3) y 10 pL de estandar interno (23:0, 20 mg/10 mL CHCL3) a cada una de las muestras.
Posteriormente, las muestras fueron sonicadas en un bafno frio durante 15 min en un sonicador

(Branson 2510, Branson Ultrasonics, Brookfield, E.U.A.).

Se evaporaron las muestras a 0.5 mL usando N gaseoso. Se llevo a cabo la separacidn de lipidos
neutros y polares por medio de p-columnas de silice eluyendo los lipidos neutros de la muestra
con 10 mL de cloroformo-metanol (98:2 v/v) y los lipidos polares con 15 mL de metanol. A la
fraccion polar se le afiadieron 10 uL de antioxidante BHT y 10 plL de estandar interno (23:0). Las
fracciones separadas se evaporaron hasta 1 mL en un evaporador de solventes (Jouan RC 10.09,

Saint-Herblain, Francia).

La derivatizacién de las muestras se llevé a cabo anadiendo 1 mL de BFs-metanol y calentando la
muestra a 90°C en el termoblock (VWR sientific products, E.U.A.) durante 15 minutos pasados los
cuales las muestras se dejaron enfriar. Una vez frias se afladié 1mL de hexano a cada muestra, se
agitaron con vortex (Daigger Vortex Genie 2.®) y se centrifugaron a 2000 rpm a 5°C durante 5
minutos y se retiré la fase inferior del tubo (metanol). Posteriormente, se afiadieron 2 mL de agua
re-destilada repitiendo el proceso hasta observar la muestra libre de impurezas. Una vez limpias,
las muestras se congelaron a -20°C por 12 horas, pasadas las cuales se recuperd la fase hexano
en un vial dmbar. Se inyectaron las muestras en un cromatégrafo de gases con detector de

ionizacion a la flama (Agilent Technologies 6890N Network GC System, 7683 series injector).

6.7 Analisis histolégicos

Las muestras destinadas para el andlisis histoldgico fueron procesadas en el laboratorio de

histologia e histoquimica (clave LAN 1.08), como se describe en Rodriguez-Jaramillo et al. (2022).
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6.7.1 Técnica de inclusion en parafina.

Las muestras fijadas (ver seccién muestreo de los organismos) fueron colocadas dentro de casetes
histoldgicos y sumergidas en soluciones de alcohol etilico cuya concentracion se incrementé de
forma gradual iniciando con alcohol 70% | y Il por 30 min, posteriormente alcohol etilico al 80%
durante 1 hora, alcohol etilico al 90% durante 1 hora y una mezcla de alcohol etilico absoluto y
xilol (1:1) por 20 minutos, finalmente las muestras se colocaron en xilol absoluto (100%) por 10

min.

6.7.2 Infiltracion en parafina.

Las muestras fueron transferidas de xilol absoluto (100%) a parafina-xilox (1:1) por 30 minutos,
posteriormente parafina (parablast) | durante 1 hora, parafina Il (parablast) por 1 hora, parafina
[l (parablast) toda la noche.

inclusién en bloques de parafina.

Las muestras se cortaron con un microtomo de rotacién (marca y caracteristicas) a 4 micras.

6.7.3 Tincion hematoxilina-eosina (H&E).

El procedimiento se realizé comenzando con la desparafinizacion en xilol I, 1l y 1, durante 10
minutos en cada uno. Posteriormente, se hidratd la muestra en alcohol etilico al 96% durante 2
minutos, seguido de dos bafios en alcohol etilico al 70%, con una duracién de 2 minutos cada uno.
Posteriormente, se enjuagd en agua destilada durante 5 minutos y se tiid con hematoxilina de
Harris durante 4 minutos. Se lavd la muestra con agua corriente durante 5 minutos y después con
agua destilada durante otros 5 minutos. Para la diferenciacién nuclear, se utilizé alcohol acido
durante 10 a 15 segundos (preparado con 1 litro de alcohol al 96% y 5 gotas de acido clorhidrico),

y luego se enjuagd nuevamente en agua destilada por 5 minutos.

Se procedié con la aplicacidon de agua amoniacal (preparada con 5 gotas de hidroxido de amonio
por caja de tincidn) durante 10 a 15 segundos, seguida de un nuevo enjuague en agua destilada
durante 5 minutos. Posteriormente, se deshidratd con alcohol etilico al 50% y luego al 70%,
ambos durante 2 minutos. La muestra se tifid con eosina-floxina alcohdlica durante

aproximadamente 3 minutos, ajustando el tiempo segun la intensidad deseada. A continuacion,
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se realizaron dos pasos con alcohol al 96% de 1 a 2 minutos cada uno y dos pasos mas con alcohol
al 100%, 1 minuto cada uno. El aclaramiento se efectud utilizando tres bafios consecutivos de
Citrisolv (sustituto del xileno o hemo-De), 5 minutos cada uno. Finalmente, las preparaciones se
montaron en entellan. Los nucleos se observaron tefiidos de azul a morado, mientras que el

citoplasma presenté tonalidades que iban del naranja al rojo o rosado.

6.7.4 Andlisis de tejidos

Las laminillas tefidas con Hematoxilina y Eosina (H&E) fueron observadas al microscopio Olympus
BX41 (aumentos 4x,10x,20x y 40x) conectado a una cdmara de video (Nikon digital Sight DS-Ril®).
Se tomaron fotografias de los diferentes tejidos del mejillén, las cuales fueron analizadas
mediante el programa Image Pro Primer v.6.0. Se midié la longitud del epitelio de los tubulos
digestivos (por triplicado) y obteniendo al menos 50 mediciones por organismo. Se midid la
longitud del filamento branquial tomando 3 medidas por filamento (zona basal, zona media, zona

apical) obteniendo al menos 50 mediciones por organismo.

La tincion para melanosis se llevd a cabo usando el Kit Fontana-Mason para melanina (Diagnosis
BiosyStems w/100 test). Las secciones de tejido fueron desparafinadas e hidratadas con agua
destilada. Se incubaron las muestras en una solucidon de plata amoniacal a 59°C durante 30
minutos. Se enjuagd la solucidn con agua destilada (2 cambios, 5 min c/u). Se incubaron los
portaobjetos en solucidn de cloruro de oro (0.2%) durante 30 segundos, pasados los cuales se
enjuago con varios cambios de agua destilada. Se incubaron las muestras en solucion de tiosulfato
de Sodio (5%) durante 1.30 minutos para enjuagar con agua corriente durante 2 minutos y

cambios de agua destilada (2 min c/u).

Con el fin de teifiir los nucleos celulares se incubd la muestra en Nuclear Fast Red durante 5
minutos para posteriormente enjugar 2 minutos con agua corriente y agua destilada. Se
deshidrataron los tejidos con alcohol absoluto. Se aclaré la muestra y se monté en resina sintética.
Se observaron las laminillas al microscopio y se documentaron mediante fotografia digital (Image
ProPlus v.7). Se analizaron las imagenes a un aumento de 10x con el fin de abarcar la mayor

cantidad de tejido del mejillon. El porcentaje de melanizacion se obtuvo mediante la
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identificacion automatica de pixeles negros usando el programa Image ProPlus (v.7). de acuerdo

con la siguiente formula:
% melanosis = drea cubierta en por melanina en um? / AT * 100 (1)

Donde:

AT=Area total de la imagen en um?.

6.8 Andlisis de Isoprostanos

La preparacién de la muestra previa al ensayo se realizé como se describe en Navarro et al. (2019).
Se colocaron 12 mg de peso seco de las branquias, musculo, manto y glandula digestiva de cada
mejillén en un tubo de 1.5 mL (Eppendorf Tubes®) para el andlisis de 8-isoprostano. Las muestras
se homogeneizaron en hielo después de agregar 300 pL de tampdn de homogeneizacidn (tampdn
de fosfato 0,1 M, pH 7,4, que contiene 1 mL de EDTA y 0.005% de BHT) utilizando un Potter-
Elvehjem (VWR®) de vidrio equipado con un mortero de vidrio. El 8-isoprostano total (libre +
esterificado) se midié por hidrdlisis utilizando 300 L de KOH al 15% (p/v). Para precipitar las
proteinas, se agregaron 4 mL de etanol a cada muestra. Se realizé un paso de purificaciéon
adicional para eliminar contaminantes que pudieran interferir con los cartuchos SPE (C-18, 6 mL,
Cayman Chemical, E.U.A. No. De articulo 400020). El desarrollo del ensayo se llevé a cabo como
se describe en el manual del kit ELISA de 8-isoprostano (Cayman Chemical, E.U.A., No. de articulo

516351) (Maclouf et al., 1987; Pradelles et al., 1990).

6.9 Anadlisis de expresion de genes
6.9.1 Conservacion de muestras y extraccion de ARN

Las muestras utilizadas para el analisis de expresion génica fueron preservadas en RNAlater y
almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento. La extraccidn de ARN total se efectudé empleando
el reactivo TRI® (Sigma-Aldrich, 93289), siguiendo los lineamientos proporcionados por el
fabricante. La calidad del ARN se verificd con un espectrofotémetro Nanodrop ND-2000® (Thermo

Scientific), midiendo las absorbancias a 260 y 280 nm para evaluar pureza y concentracion. La
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integridad de los fragmentos de ARN se comprobd mediante corrido electroforético en gel de

agarosa-synergel al 1%, preparado en tampdn TBE tratado con DEPC.

Para asegurar que las muestras estuvieran libres de ADN gendmico, se realizé una PCR empleando
1 pl de ARN (equivalente a 50 ng), usando oligonucleétidos especificos para el gen ribosomal 28S.
Los amplicones fueron separados en gel de agarosa-synergel al 1% en tampdn TBE, utilizando una
camara de electroforesis horizontal (BioRad) a 70 V durante 40 minutos. Las imagenes de los geles
fueron capturadas mediante un sistema de documentacién digital (Chemidoc, BioRad). Cuando
se detectd contaminacién con ADN gendmico, las muestras fueron tratadas con la enzima DNasa

| (Sigma-Aldrich AMPD1).

6.9.2 Sintesis de ADNc

La retrotranscripcion del ARN se llevd a cabo para obtener ADN complementario (ADNc) de doble
cadena. La mezcla de reaccidn incluyd: 0.6 ul de agua libre de nucleasas, 4 pl de tampdn 5x
Improm-Il (Promega, A3803), 2.4 ul de MgCl2 (25 uM), 1 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 1.5 pl
de inhibidor de RNasas (RNAsin), 1 ul de oligo-dT18 (10 mM), 1 ul de transcriptasa reversa
Improm-Il (Promega) y 1 ug de ARN en un volumen total de 20 pl. La reaccién se incubd en un
termociclador T100® (BioRad) bajo el siguiente programa: 5 min a 95 °C, 60 min a 42 °Cy 15 min

a 72 °C. Posteriormente, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacidn en gPCR.

6.9.3 Cuantificacion por PCR en tiempo real (qPCR)

La expresion relativa de los genes HSP70, MnSOD y FLA2 fue determinada mediante PCR en
tiempo real (gPCR). Para calcular la eficiencia de amplificacion, se generaron curvas estandar para
cada gen blanco y de referencia (28S), utilizando cinco diluciones seriadas del ADNc. Cada punto
de la curva fue amplificado por triplicado. A partir de la pendiente (m) de la recta obtenida al
graficar el log10 de la concentracidn contra el valor de Ct, se estimd la eficiencia (E) de la PCR

utilizando la formula:

E=10=0) -1 (2)
m
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La mezcla de reaccidn para gqPCR consté de: 1.5 ul de tampdn 10x, 0.75 ul de MgCl2 (50 mM),
0.25 pl de dNTPs (10 mM), 0.7 ul de primers (sentido y antisentido), 0.07 ul de Taq polimerasa
platino, 0.75 pl de EvaGreen 20x (marca), 5 pl de ADNc y 5.8 pl de agua Milli-Q® libre de
contaminantes, totalizando 15 pl. Como control negativo (NTC), se empled agua Milli-Q® estéril
por duplicado. Las condiciones de ciclaje térmico fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C durante
10 min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 55°C por 1 min y 75°C por 20 s. Finalmente, se
generd una curva de disociacion desde 65°C hasta 95°C con incrementos de 0.5°C cada 10

segundos. Todas las muestras se corrieron por duplicado junto con los controles negativos.

6.9.4 Diseio de oligonucleétidos

Los primers fueron disefiados a partir de secuencias especificas de Mytilus edulis depositadas en
NCBI GenBank, utilizando el software Primer3 (Rozen y Skaletsky, 1999). Para evitar artefactos de
amplificacién, se evalué la posibilidad de formacién de dimeros y estructuras secundarias

mediante el servidor RNAfold (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos de qPCR utilizados para el analisis de la expresidn genética de branquias
de mejillédn azul M. edulis bajo estrés térmico agudo y crénico.

Tamaio
(pb)
HSP70 TGAAAACAAGCGTGCTGTCC ACCTGGCTCTTGTGATGCTT 143
SOD  CTATCCCTGACTGGTCCCCA ACCCCCAGTATTGCCTGTTG 120
FLA; GGCAAACCACGGGATTATGC CGTTCACAGGTGTTCACTGC 167

Gen Forward (5'-3") Reverse (5'-3")

6.10 Analisis metaboldmicos

Para el analisis de metabolitos por cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS), se colocé una muestra de 10 mg de DW de cada branquia, musculo, manto y
glandula digestiva de mejillén en tubos de mezcla de homogeneizacion de 2 mL (mezcla de
homogeneizacion de tejido blando VWR Radnor, PA, E.U.A.). El tejido se homogeneizd a 5800 rpm
durante tres ciclos de 20 s con un homogeneizador Precellys®24 (Bertin Technologies, Francia) y

una unidad de enfriamiento Cryolys. A cada muestra se le afadieron 200 uL de 2,2,2
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trifluoroetanol/tampdn de extraccion (1/1, tampdn de extraccion 50 mM formiato de amonio a
pH 3 con 4cido férmico). Las muestras se agitaron durante 10 s, luego se afiadieron 200 pL de
solucidén de acetonitrilo/metanol (1/1) a cada muestra para el choque de proteinas. Las muestras
se agitaron durante 10 s y luego se centrifugaron durante 5 min a 15000 RCF a 4°C, después de lo
cual se transfirieron 250 pL del sobrenadante a un vial de HPLC de 2 mL. Ailadimos 1 mL de
tampon de extraccién (formiato de amonio 50 mM a pH 3 con 4acido férmico) que contenia 10
ng/mL de estandar interno (PGE ,-d9) al vial de HPLC de 2 mL para cada muestra. Las muestras (1
mL) se inyectaron en un HPLC 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, E. U.A.) equipado con un
espectrometro de masas (65460B QTOF, Agilent Technologies, E.U.A) y se realizé una extraccion
en fase soélida (SPE) en linea con un cartucho Security Guard de fenil-hexilo de 4 x 2.0 mm
acoplado a una columna InfinityLab Poroshell HPH C-18, 2.1 x 100 mm 1.9 um (Agilent
Technologies, EE. UU.) que funciond a 40°C. Los datos se procesaron con el software MassHunter
Quantitative QTOF (Quant-my-Way) de Agilent Technologies, EE. UU. (Le Faouder et al., 2013;
Pisani et al., 2014).

6.11 Analisis estadisticos

Se verificod la normalidad y homocedasticidad de los datos. Los datos de acidos grasos fueron

analizados mediante T-test muestras independientes con un nivel de significancia de p< 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Andlisis histolégicos
7.1.1 Filamentos branquiales

Los filamentos branquiales de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo presentaron una
ligera inflamacién en comparacion con los filamentos branquiales de los organismos control, sin
embargo, esta diferencia no fue significativa (P>0.05) (Fig. 14a), también se observad infiltracion
hemocitica en comparacion con el control (Fig. 15b). Al someter a los organismos al estrés térmico
cronico se observé una disminucién significativa del ancho del filamento branquial en
comparacion a los organismos control (Fig. 14b), pero no se observd infiltracion hemocitica (Fig.
15c).
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Figura 14. Ancho de los filamentos branquiales (um) de mejillon M. edulis sometido a estrés
térmico agudo (a) y crénico (b). T-test. Medias * error estandar (n=3). * sobre la barra indica
diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 15. Filamentos branquiales de M. edulis sometidos a estrés agudo (b) y crénico (d) y sus
respectivos controles (a y c). Las flechas indicas la presencia de hemocitos. 20x.

7.1.2 Epitelio de los tubulos digestivos

Se observo una disminucidn significativa de la altura de los epitelios de los tubulos digestivos al
someter a los mejillones a estrés térmico agudo y crénico en comparacion a los organismos
control (Fig. 16ay b; Fig. 17ay 17b, respectivamente), pero la disminucién fue mayor con el estrés

agudo.
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Figura 16. Altura del epitelio de los tubulos digestivos (um) del mejillén M. edulis sometido a
estrés térmico agudo y crénico comparando con sus respectivos controles. T-test. Medias * error
estandar (n=3 réplicas biolégicas). * sobre la barra indica diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 17. Tubulos digestivos del mejillén M. edulis sometido a estrés térmico agudo (b) y crénico
(d) y sus respectivos controles (a y c) mantenidos a temperatura ambiente. 20x.

7.1.3 Lipofuscinas

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de lipofuscinas en las branquias de

los mejillones sometidos a estrés térmico agudo o crénico (Fig. 18ay 18b).
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Figura 18. Porcentaje de lipofuscinas (%) en las branquias de mejillon Mytilus edulis sometido a
estrés térmico agudo. NS indica que no hubo diferencias significativas (p<0.05, t-test).

7.1.4 Melanosis

Se detectd la presencia de depdsitos de melanina en los filamentos branquiales de los mejillones
sometidos a estrés agudo (Fig. 20a y 20b) y crénico (Fig. 20c y 20d), pero el porcentaje de
melanosis estimado no fue significativamente diferente respecto a los mejillones control (Fig. 19a

y 19b).

Los mejillones sometidos a estrés térmico agudo presentaron un incremento significativo del
porcentaje de melanizacién en tejido presumiblemente de manto, el cual se encontraria
embebido en el musculo abductor del mejilléon (Fig. 21a). La melanina se aprecia en color negro
intenso (Fig. 22b). No se observaron diferencias significativas para manto/musculo después del

estrés cronico (Fig. 21b).

No hubo diferencias significativas en metanefridios de mejillones sometidos a estrés agudo o

cronico (Fig. 23 y Fig. 24).
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Figura 19. Porcentaje de melanosis (%) presente en las branquias del mejilldn M. edulis expuesto
a estrés térmico agudo y mantenido a temperatura constante (Control). * Indica diferencias

significativas (p<0.05). T-test.
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Figura 20. Seccidon transversa de los filamentos branquiales (FB) de mejilldén Mytilus edulis
sometido a estrés térmico agudo (b) y organismos mantenidos a temperatura constante como
control (a). Filamentos branquiales de los mejillones sometidos a estrés térmico crénico (d) y su
respectivo control (c) Las flechas indican la presencia de cimulos de melanina de acuerdo con la
técnica de tincién con Kit Fontana-Masson para melanina. Se observa fusiéon lamelar (FL) en
organismos sometidos a estrés agudo. 20 y 40x.
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Figura 21. Porcentaje de melanosis (%) en manto embebido en musculo de mejillon M. edulis
expuesto a estrés térmico agudo y cronico.
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Figura 22. Seccion transversa de manto de mejillén Mytilus edulis embebido en musculo (MU)
sometido a estrés térmico agudo (B) y crénico (D) y sus respectivos controles (A y C) organismos
mantenidos a temperatura constante. La melanina se observa en color negro de acuerdo con la
técnica de tincion (Kit Fontana-Masson para melanina). 20x.
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Figura 23. Porcentaje de melanosis (%) presente en los metanefridios (rifiones) del mejilléon M.
edulis expuesto a estrés térmico agudo y mantenido a temperatura constante (Control). * Indica
diferencias significativas (p<0.05). T-test.
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Figura 24. Seccion transversa de los metanefridios del mejillén Mytilus edulis sometido a estrés
térmico agudo (B) crdnico (D) y sus respectivos controles (B y C) que fueron mantenidos a

temperatura constante. Tincidn con Kit Fontana-Masson para melanina. 40x.

7.2 Experimento 1. Estrés Agudo

7.2.1 Anailisis de acidos grasos metil-esterificados (FAME)
7.2.1.1 Acidos grasos en microalgas
La mezcla de Nannochloropsis oculata y Pavlova lutheri (1:1) presentd un alto contenido de EPA

(25.6 %), 16:0 (20.4%), 16:1n-7 (18.9%), DHA (8.4%), 14:0 (5.8%), 18:1n-9 (4.7%) y ARA (2.1%) en
fraccion neutra, y niveles de 6.3% de ARA, 22.3% de EPA y 1.9% de DHA en la polar (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen de la proporcidn de acidos grasos de la fraccidon neutra y polar (porcentaje en
relacion al total de acidos grasos) de la mezcla de microalgas Nannochloropsis oculata y Pavliova
lutheri proporcién (1:1) suministrada como alimento para los mejillones durante el experimento
estrés térmico agudo y crénico. Media * error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.

Acido graso Lipidos neutros Lipidos

polares
14:0 5.75+0.02 6.93+0.26
16:0 20.33+0.16 22.85+0.54
18:0 0.66 £0.01 0.35+0.06
16:1n-9 1.76 £ 0.06 0.47 +£0.13
16:1n-7 18.86 £ 0.03 20.39+£0.60
18:1n-9 4,70+0.03 6.29+0.24
18:1n-7 1.07+£0.01 1.20+£0.02
18:2n-6 1.40+0.01 299+0.11
18:3n-3 0.46 £0.01 0.77 £0.05
18:4n-3 4.30+0.06 1.02+£1.05
20:3n-6 0.73+£0.02 1.13+0.46
20:4n-6 (ARA) 2.14 +0.02 6.29+0.47
20:5n-3 (EPA) 25.61+£0.02 22.27 £ 0.58
22:4n-6 0.64 £ 0.02 0.23+0.02
22:5n-3 0.14+0.01 0.52+0.31
22:6n-3 (DHA) 8.33+0.19 1.93+£0.07
SAT. 27.72+£0.17 32.98 £ 0.59
MONO 28.03 £ 0.08 28.79+£0.30
POLY 44.25 +0.23 38.23+£0.80
n-3/n-6 4.03+0.01 2.11+0.19

7.2.1.2 Acido araquidénico (ARA) en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de ARA de fosfolipidos en ninguno
de los tejidos de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo al comparar con los organismos
mantenidos a temperatura constante (control). Sin embargo, bajo estrés crénico, los mejillones
presentaron cambios significativos, hubo un incremento de la concentracion de ARA en la fraccidon

polar de branquias y una disminucién de este en la glandula digestiva (Fig. 25).
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Figura 25. Concentracidon de ARA (g 100g™) en la fraccidon polar de los tejidos de mejillones M.
edulis sometidos a estrés térmico agudo (experimento 1) y crénico (experimento 2). Media + error
estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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Figura 26. Concentracion de ARA (g 100g™) en la fraccién neutral de los tejidos de mejillones M.
edulis sometidos a estrés térmico agudo (experimento 1) y crénico (experimento 2). Media + error
estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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No se observaron diferencias significativas en la concentracion de ARA de lipidos neutros en los
mejillones sometidos a estrés térmico agudo en ninguno de los tejidos evaluados. La
concentracion de ARA disminuyd significativamente en el musculo de los mejillones sometidos a
estrés térmico crénico al comparar con los organismos que permanecieron a temperatura

constante, mientras que no hubo efecto en el resto de los tejidos (Fig. 26).

7.2.1.3 Acido eicosapentaenoico (EPA) en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico

La concentracion de EPA en la fraccidn polar de la glandula digestiva incremento con estrés agudo
y disminuyo con estrés crénico respecto a los organismos mantenidos a temperatura constante
(Fig. 27). Los organismos en estrés créonico presentaron una disminucion de EPA en la fraccién

polar de musculo.

Un decremento significativo de EPA en la fraccion neutral de branquias se observé en los
mejillones sometidos a estrés agudo. El EPA disminuyd significativamente su concentraciéon en la
fraccion neutral del musculo de mejillones sometidos a estrés térmico crénico al comparar con

su control. No hubo efecto en el resto de los tejidos (Fig. 28).
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Figura 27. Concentracion de EPA (g 100g™) en la fraccidn polar de los tejidos (branquias, musculo,
manto y glandula digestiva) de mejillones M. edulis sometidos a estrés térmico agudo
(experimento 1) y crénico (experimento 2). Media + error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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Figura 28. Concentracién de EPA (g 100g?) en la fraccidn neutral de los tejidos (branquias,
musculo, manto y glandula digestiva) de mejillones M. edulis sometidos a estrés térmico agudo
(experimento 1) y crénico (experimento 2). Media + error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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7.2.1.4 Relacion 20:4/20:5 en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico

Se encontrd un incremento significativo en la relacidon 20:4/20:5 en la fraccion polar de las

branquias de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo (Fig. 29).
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Figura 29. Relacidn 20:4/20:5 en la fraccidn polar de los tejidos de mejillon M. edulis sometido a
estrés térmico agudo (experimento 1) y crénico (experimento 2). T-test. * Indica diferencias
significativas (P>0.05). NS=No significativo. Media * error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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Un efecto similar al encontrado en la fraccidn polar en la relacion 20:4/20:5 se encontrd en la

fraccién neutral de branquias y glandula digestiva de los mejillones sometidos a estrés térmico

agudo. No hubo efecto en la fraccidn neutral de los tejidos de los mejillones sometidos a estrés

cronico (Fig. 30).
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Figura 30. Relacidn 20:4/20:5 en la fraccion neutral de los tejidos de mejillén M. edulis sometido
a estrés térmico agudo (experimento 1) y crénico (experimento 2). T-test. * Indica diferencias
significativas (P>0.05). NS=No significativo. Media * error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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7.2.1.5 Acido docosahexaenoico (DHA) en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico.

La concentracién de DHA incremento en la fraccidn polar de branquias y manto de los mejillones
sometidos a estrés térmico crénico, mientras que una marcada disminucion se observd en

musculo de los mismos organismos (Fig. 31).

El DHA disminuyd significativamente en la fraccion neutral de la glandula digestiva de los

mejillones sometidos a estrés térmico agudo (Fig. 32).
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Figura 31. Concentracion de DHA (g 100g?) en la fraccidn polar en distintos tejidos (branquias,
musculo, manto y glandula digestiva) de mejillones M. edulis sometidos a estrés térmico agudo
(experimento 1) y crénico (experimento 2). T-test. * Indica diferencias significativas (P>0.05).
NS=No significativo. Media £ error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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Figura 32. Concentracién de DHA (g 100g™) en la fraccidon neutral en distintos tejidos (branquias,
musculo, manto y glandula digestiva) de mejillones M. edulis sometidos a estrés térmico agudo
(experimento 1) y crénico (experimento 2). T-test. * Indica diferencias significativas (P>0.05).
NS=No significativo. Media * error estandar, n=3 réplicas bioldgicas.
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7.3 8-Isoprostano en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico

Se observé un incremento significativo en la concentracién de 8-isoprostano en las branquias y el
manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo en comparacion al control, mientras
gue, en tejido muscular, asi como glandula digestiva no se encontraron diferencias significativas.
Una mayor concentracion de 8-isoprostano en comparacién al control fue encontrada en las
branquias y manto de los mejillones sometidos a estrés térmico crénico, sin embargo; no hubo
efecto sobre tejido muscular y la glandula digestiva cuya concentracion no vario

significativamente. (Fig. 33).
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La concentracion de metabolitos que fueron identificados en la mezcla de microalgas

Nannochloropsis oculata y Pavlova lutheri (1:1) con la cual fueron alimentados los mejillones

durante los experimentos de estrés agudo y crénico se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de metabolitos (ng/mL) en la mezcla de microalgas Nannochloropsis
oculata y Pavlova lutheri (1:1) utilizada como alimento para los mejillones en ambos

experimentos.

Nombre del metabolito

Abreviacion

Concentracion

(ng/mL)
(+)12(13)-Dihidroxi-octadecenoico (£)12(13)-DiOME 0.60
(£)12(13)-Epoxi-octadecenoico (£)22(13)-EpOME 29.99
(£)9(10)-Dihidroxi-octadecenoico (£)9(10)-DiIHOME 0.29
(£)9(10)-Epoxi-octadecenoico (£)9(10)-EpOME 1.56
Acido 10-hidroxi-docosahexaenoico 10-HDHA 133.14
11B-Prostaglandina Fy, 11b_PGF,, 12.11
Acido 11-hidroxi-docosahexaeno 11-HDHA 12.93
Acido 11-hidroxi-eicosapentaenoico 11-HEPE 201.38
Acido 11-hidroxi-eicosatetraenoico 11-HETE 17.61
Acido 12-hidroxi-eicosapentaenoico 12-HEPE 85.79
Acido 12-hidroxi-eicosatetraenoico 12-HETE 21.65
12-0xoETE — Acido 12-oxo-eicosatetraenoico 12-0xoETE 1.28
13(S)-HOTrE — 13(S)-Hidroxi-octadecatrienoico 13(S)-HOTrE 4.54
13(S)-Hidroxi-octadecatrienoico (g) 13(S)-HOTrE(g) 25.44
13,14-Dihidro-15-Ceto-prostaglandina D, 13,14-dihydro-15-Keto-PGD; 113.47
13,14-Dihidro-15-Ceto-prostaglandina E; 13,14-dihydro-15-Keto-PGE; 20.26
13,14-Dihidro-15-Ceto-prostaglandina Fyq 13,14-dihydro-15-Keto-PGF,q 6.52
13-Hidroxi-docosahexaenoico 13-HDHA 19.16
13-Hidroxi-octadecadienoico 13-HODE 28.99
13-Oxo-octadecadienoico 13-o0xo0ODE 1.16
14-Hidroxi-docosahexaenoico 14-HDHA 56.18
15-Desoxi-A12,14-prostaglandina J; 15-deoxy-d12,14-PGJ, 10.82
15-Hidroxi-eicosapentaenoico 15-HEPE 463.96
15-Hidroxi-eicosatetraenoico 15-HETE 55.84
15-Ceto-prostaglandina E; 15-keto-PGE; 5.51
15-Ceto-prostaglandina Fyq 15-keto-PGFyq 266.04
15-Oxo-eicosatetraenoico 15-0xoETE 85.79
16-Hidroxi-docosahexaenoico 16-HDHA 171.51
17-Hidroxi-docosahexaenoico 17-HDHA 150.98
18-Hidroxi-eicosapentaenoico 18-HEPE 413.98
20-Hidroxi-docosahexaenoico 20-HDHA 120.41
22-Hidroxi-docosahexaenoico 22-HDHA 59.48
4-Hidroxi-docosahexaenoico 4-HDHA 1.88
5-Hidroxi-eicosapentaenoico 5-HEPE 20.11
7-Hidroxi-docosahexaenoico 7-HDHA 5.46
8-Hidroxi-docosahexaenoico 8-HDHA 5.73
8-Hidroxi-eicosapentaenoico 8-HEPE 251.31
8-Hidroxi-eicosatetraenoico 8-HETE 8.54
9(S)-Hidroxi-octadecatrienoico 9(S)-HOTrE 25.63
9-Hidroxi-eicosapentaenoico 9-HEPE 102.00
9-Hidroxi-eicosatetraenoico 9-HETE 3.57
9-Hidroxi-octadecadienoico 9-HODE 18.58
9-Oxo-octadecadienoico 9-0xoODE 1.46
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Prostaglandina A, PGA; 4.49
Prostaglandina B, PGB, 4.05
Prostaglandina D, PGD, 46.97
Prostaglandina E; PGE; 30.75
Prostaglandina E3 PGE; 3.96
Prostaglandina F3, PGF34 5.34
Prostaglandina J, PGJ; 27.56

7.5 Metaboldmica en mejillones sometidos a estrés agudo y crénico

Se observd una tendencia al incremento en la concentracion de los metabolitos derivados a partir
de ARA (Fig. 34), EPA (Fig. 35) y DHA (Fig. 36) en las branquias de los mejillones sometidos a estrés
térmico agudo comparados con el control. Siendo los metabolitos 15-keto-PGF,, (Fig. 34), 11-
HEPE (Fig. 35) y 8-HDHA (Fig. 36) los que presentaron un incremento mds marcado. Un efecto
opuesto fue observado al someter a los mejillones a estrés térmico crénico, en este caso la
tendencia fue una disminucién en la concentracién de los metabolitos derivados de ARA (Fig. 34),

EPA (Fig. 35) y DHA (Fig. 36).
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Figura 34. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentraciéon de metabolitos
derivados de ARA en las branquias de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico
comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media
de 3 réplicas bioldgicas (n=3).
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Figura 35. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de EPA en las branquias de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico
comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media
de 3 réplicas bioldgicas (n=3).



73

Estrés agudo Estrés crénico
o L
4 o
o
(} . 90 N C}
o (&
£ e 2.1
4-HDHA 4-HDHA
7-HDHA 7-HDHA
1.1
10-HDHA 10-HDHA
0
11-HDHA 11-HDHA 0
13-HDHA 13-HDHA
14-HDHA 14-HDHA
16-HDHA - 16-HDHA
17-HDHA . 17-HDHA
29-HDHA 22-HDHA

Figura 36. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de DHA en las branquias de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico
comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media
de 3 réplicas bioldgicas (n=3).

En otros tejidos como el musculo de los mejillones bajo esteres agudo se observé incremento de
la concentracion de los siguientes metabolitos derivados del ARA: 12-oxoETE, 13,14-dihydro-15-
Keto-PGD; y 13,14-dihydro-15-keto-Prostaglandina F.,; mientras que, bajo estrés crénico, a

diferencia de branquias se observd un incremento significativo de 15-oxoETE, 12-HETE, 11-HETE

y 8-HETE, asi como de las prostaglandinas J;, 11B-PGF2q, PGE; y 15-keto- PGF2q (Fig. 37)
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Figura 37. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados de ARA
en los musculos de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con
los mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media de 3 réplicas
bioldgicas (n=3).

En cuanto a los metabolitos derivados del EPA, bajo estrés agudo el musculo de los mejillones
disminuyd significativamente la concentracidon de 15-HEPE. Por otro lado, el musculo de los

mejillones bajo estrés crdnico incrementd la concentracién de 5-HEPE, 8-HEPE, 11-HEPE,12-HEPE

y 18-HEPE (Fig. 38).
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Figura 38. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados de EPA
en musculo de mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con los
mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media de 3 réplicas
bioldgicas (n=3).

El musculo de los mejillones sometidos a estrés agudo presentd una disminucidn significativa de
la concentracién de 10-HDHA. Por otro lado, bajo la condicidon estrés crénico el musculo

incrementd la concentracién de 14-HDHA, 17-HDHA, 20-HDHA y 22-HDHA metabolitos derivados
del DHA (Fig. 39).
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Figura 39. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados del DHA
en musculo de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con los
mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles).

Media de 3 réplicas bioldgicas (n=3).

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de metabolitos derivados de ARA
en el manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo. Sin embargo, bajo la condicion

estrés cronico se observé un incremento de 11b_PGF,,, 5-HETE, 8-HETE, 9-HETE, 11HETE-, 12-
HETE y 15-HETE, 12-oxoETE, 13,14-dihydro-15-Keto-PGD,, 13,14-dihydro-15-Keto-PGFzq, 15-
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deoxy-d12,14-PGJ;, 15-keto-PGE;, 15-keto-PGF,,, 15-0X0ETE, asi como las prostaglandinas A, B,

D, E2 y J2 (Fig. 40).
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Figura 40. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados del ARA
en manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con los
mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media de 3 réplicas

bioldgicas (n=3).

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de metabolitos derivados de EPA

en el manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo, pero si hubo un incremento

significativo del 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15- y 18-HEPE vy las prostaglandinas Ezy F3,en el manto de los

mejillones sometidos a estrés cronico (Fig. 41).
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Figura 41. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados del EPA
en manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con los
mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media de 3 réplicas

bioldgicas (n=3).

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de metabolitos derivados de DHA

en los mejillones sometidos a estrés térmico agudo, pero si en crénico, donde hubo un

incremento significativo de los metabolitos 4-,7-, 10-,11, 13-14-, 16-17-, 20- y 22-HDHA (Fig. 42).
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Figura 42. Mapa de calor donde se visualiza el nivel de cambio de metabolitos derivados del DHA
en manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo y crénico comparados con los
mejillones que permanecieron a temperatura constante (controles). Media de 3 réplicas
bioldgicas (n=3).
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7.6 Expresion de genes

La HSP70 disminuyo su expresién en las branquias (Fig. 43b) y el manto (Fig. 45b) de los mejillones
sometidos a estrés térmico crénico, mientras que no se observaron diferencias significativas en

los tejidos de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo (Fig. 43a, Fig. 44a vy Fig. 45a).
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Figura 43. Expresion relativa del gen HSP70 en branquias de mejillones sometidos a estrés
térmico agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (qPCR). Las barras
representan la media * desviacion estandar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresion se
normalizaron frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las
comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica
diferencias significativas.
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Figura 44. Expresion relativa del gen HSP70 en musculo de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacién estandar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresién se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.
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Figura 45. Expresion relativa del gen HSP70 en manto de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacién estandar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresiéon se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.

La enzima Fosfolipasa Az disminuyd su expresion en las branquias de los mejillones sometidos a
estrés térmico agudo (Fig. 46a) al comparar con su respectivo control. El mismo efecto se observo

en musculo y manto de los mejillones sometidos a estrés térmico crénico (Fig. 47ay Fig. 48a).
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Figura 46. Expresion relativa del gen FLA; en branquias de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacién estdndar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresién se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.

1.24 *kkk

FLA2
(expresion relativa)
o
@
L

FLA;
(Expresion relativa)
o o
e (o]
1 1

Contro estres agudo Control Estrés crénico

Figura 47. FLA,. Expresion relativa del gen FLA> en musculo de mejillones sometidos a estrés
térmico crénico y agudo determinada mediante PCR cuantitativa (qPCR). Las barras representan
la media £ desviacidon estandar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresidn se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.
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Figura 48. Expresion relativa del gen FLA; en manto de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacién estdndar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresién se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.

No se observé un efecto diferenciado en la expresion de la enzima superdxido dismutasa (SOD)
por efecto del estrés agudo en branquias (Fig. 49A) y el manto (Fig. 51A), asi como en musculo de
mejillén sometido a estrés cronico (Fig. 50B). Los mejillones sometidos a estrés térmico crénico
mostraron un decremento de los transcritos de mRNA SOD en branquia (Fig. 49B) y manto (Fig.
51B) mientras que el mismo efecto se observé en el manto de los mejillones del tratamiento

estrés agudo (Fig. 50A).
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Figura 49. Expresion relativa del gen SOD en branquias de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacién estdndar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresién se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.
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Figura 50. Expresion relativa del gen SOD en musculo de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media £ desviacidn estdndar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresién se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.
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Figura 51. Expresion relativa del gen SOD en manto de mejillones sometidos a estrés térmico
agudo (a) y crénico (b) determinada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Las barras representan la
media * desviacion estdndar de 6 réplicas bioldgicas. Los valores de expresidon se normalizaron
frente a un gen de referencia 18S y se calcularon usando el método AACt. Las comparaciones
estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test (P < 0.05) *indica diferencias significativas.
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8. DISCUSION

La hipotesis de este trabajo era que, al someter a una condicidon de estrés térmico agudo a
mejillones, se presentaria una formacion no controlada e incrementada de prostanoides
formados por via no enzimatica (ERO) que darian lugar a una serie de dafos a los tejidos de los
mejillones que podran ser evaluados como necrosis, infiltracion de hemocitos en tejidos,
acumulacién de lipofuscinas y/o melanosis. Por otro lado, en el estrés crdnico la hipétesis era que
los organismos después de exposiciones constantes podrian predecir el cambio de temperatura,
disminuyendo el ARA en membrana y aumentado el de EPA y DHA, incrementado la actividad de
FLA, y COX y sintetizando por via enzimatica PG antiinflamatorias que darian lugar a una serie de
respuestas fisioldgicas como incremento de enzimas antioxidantes y HSP para lograr que el dafo
a los tejidos fuera minimo y que organismo sobreviviera e incluso, se adaptara a las condiciones

de estrés.

8.1 Tubulos digestivos

A nivel tisular, los mejillones sometidos a un estrés ya sea agudo o crénico presentaron (Tabla 6)
una disminucion significativa de la altura del epitelio de la gldndula digestiva en comparaciéon con

los mejillones que permanecieron a una temperatura constante (control).

Tabla 6. Tabla resumen resultados histologicos en los tejidos del mejillén M. edulis sometido a
estrés agudo y crénico. Diferencia entre control y tratamiento. Valores en rojo indican una
disminucion significativa respecto al control. Valores en azul indican incrementos significativos.
T-test. P < 0.05.

Tejido Diferencia entre Diferencia entre
control y estrés agudo  control y estrés cronico
Altura epitelio tubulos digestivos (um) § 62% § 29%
Ancho filamento branquial (um) 1 45% § 64%
Lipofuscinas branquias (%) ‘ 9% t 153 %
Melanosis branquias (%) 1+ 2% § 10%
Melanosis manto (%) 1+ 494% 1 117%

Melanosis metanefridios (%) § 9% § 48%
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La alimentacién en los bivalvos filtradores es un proceso complejo en el que, después de separar
y clasificar las particulas filtradas, aquellas seleccionadas para digerir pasaran a los ductos de los
tubulos digestivos donde se llevara a cabo la digestion y asimilacidn de los nutrientes, donde las
proteinas y lipidos son catabolizados intracelularmente. Si bien una segunda digestién
extracelular puede ocurrir en el estémago, los tubulos del diverticulo digestivo son el sitio
principal de digestion de nutrientes (Cummings y Graf, 2010). Cambios en la forma del epitelio de
los tubulos han sido relacionados en moluscos a presencia de microplasticos (Vasanthi et al.,
2021a), toxicos presentes en el agua después de un derrame petrolero (Lowe et al.,, 1981),
metales pesados (Jimeno-Romero et al., 2019) y cambios en temperatura (Zheng et al., 2019). Los
cambios de morfologia podrian relacionarse a la pérdida de citoplasma apical por parte de las
células del tubulo digestivo, lo que disminuiria su tamafio (Moore, 1976). Lo anterior concuerda
con la formacién de autolisosomas en las células digestivas, lo cual ya ha sido reportado en otras
especies de moluscos (Snyman et al., 2005). Bignell et al. (2011), Jimeno-Romero et al. (2019),
Duroudier et al. (2021), observaron un adelgazamiento o degeneracién de la altura del epitelio
en mejillones colectados en sitios con diferente grado de contaminacién observando pérdida de
la regién apical de las células digestivas situadas dentro del epitelio de los tubulos digestivos.
Jimeno-Romero et al. (2019), observaron un cambio del epitelio de los tubulos digestivos en
respuesta a metales pesados como cadmio, y ellos atribuyeron esta disminucién a un aumento
de la exocitosis en la parte apical de las células digestivas de los cuerpos residuales portadores de
metales, lo que llevd a un epitelio digestivo reducido en altura y, en consecuencia, a la aparicién
de alvéolos digestivos atroficos. Ademas de perdida apical por exocitosis acelerada, la perdida de
altura también podra relacionarse con cambios en la composicién de células baséfilas que ante
un estrés pueden oclusionarse y atrofiarse (Duroudier et al., 2021). En el presente trabajo se
observd obliteracion de la glandula digestiva en algunos mejillones sometidos a estrés térmico

agudo y crénico, es decir el lumen de los tubulos digestivos se encontré deformado.

Por otro lado, se ha reportado que las PG también pueden afectar el tamafio y la forma de células
epiteliales del intestino (Tsujii y Dubois, 1995). En vertebrados se han estudiado los efectos de las
PG usando inhibidores de la enzima COX, tales como el acido acetil salicilico. El acido acetil

salicilico bloquea el sitio activo de la COX, impidiendo que el ARA se una a él para formar las PG.
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En las células del tracto digestivo de vertebrados, se encuentra la COX tipo 1y esta produce PG a
partir del ARA que incrementan la division y crecimiento de las células, por lo que la inhibicién de
la COX 1 en personas que consumen frecuentemente acido acetil salicilico se asocia a ulceras del
tracto digestivo (Zhou et al., 2024). Las PG producidas por COX 1 del tracto digestivo también
alteran la funcién de las células clorhidricas que regulan el pH para la digestiéon de nutrientes
(Baumgartner et al., 2004). Es posible que en los moluscos el estrés produzca cambios en la
sintesis de PGy, con ello, menor recambio celular, que puede derivar en desgaste y cambio en la

morfologia de las células del tracto digestivo.

8.2 Filamentos branquiales

Las branquias son una de las estructuras mas delicadas de los animales. El epitelio de la branquia
es delgado y altamente vascularizado, caracteristicas que facilitan el intercambio gaseoso durante
la respiracion, permiten un mayor contacto con las particulas alimenticias y desde ahi empezar a
diferenciar las que pueden ser un alimento de las que no, sin embargo; son estas mismas
caracteristicas que a su vez lo hacen mas susceptible a los agentes estresores (Costa, 2018). En
organismos filtradores, ademas de la respiracion, hay células mucosas que participan en la
alimentacion, mediante la captacidon de particulas suspendidas en bivalvos filtradores (Beninger

et al.,, 1993).

Se ha descrito que algunos peces como Carassius carassius tienen la capacidad de ajustar la
morfologia de las branquias en respuesta a condiciones no favorables como una temperatura alta
(Nilsson, 2007). Recientemente se ha reportado que las branquias de peces también juegan un
papel importante como drgano inmune (Rességuier et al., 2020). En otros trabajos, se ha atribuido
la inflamacion a la aparicion de macrdéfagos y otros leucocitos integrando una respuesta
compensatoria de reparacion de tejido ante agentes estresores (Monteiro et al., 2008a).@stevik
et al. (2022), observaron inflamacion de los filamentos branquiales de salmoén e infiltracidon
hemocitica después de un estrés térmico agudo de 17°C (de 15.5 a 33.9°C) durante 2-3 horas.
Vasanthi et al. (2021b), reportaron infiltracién hemocitica en branquias del mejillon Perna viridis

en respuesta a la exposicion a microplasticos. Chen et al. (2021a), observaron inflamacién de las
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células epiteliales en las lamelas branquiales del pez Sander lucioperca en respuesta al
incremento de temperatura y los autores atribuyen este cambio a un intento por bloquear la
infiltracién de hemocitos hacia tejidos mas profundos, aunque esto ocurre a costo de reducir el
intercambio de gas y material de intercambio; lo que en los moluscos bivalvos solo resolveria en
forma parcial ya que su superficie de intercambio gaseoso es ademas, todo el manto (Boothy
Mangum, 1978). En el presente trabajo se observé un ligero incremento (4.5%) en el grosor del
tejido de los filamentos branquiales en los mejillones sometidos a un estrés térmico agudo (De
12 a 25°C, 1 hora) en comparacion con los controles, mientras que en los organismos sometidos
a estrés crénico se presentd una disminucion significativa (59.6%, Tabla 6). Los filamentos
branquiales en organismos sometidos a estrés agudo también presentaron infiltracion de
hemaocitos, lo cual podria explicar el ligero aumento de tamafio de los filamentos branquiales. Por
otro lado, las branquias sometidas a estrés crénico presentaron una significativa reduccion del
ancho del filamento branquial comparadas con el control. El adelgazamiento del epitelio de los
filamentos branquiales podria deberse a la pérdida de células secretoras de mucus (Monteiro et
al., 2008b; Carvalho et al., 2020), o bien a alteraciones morfolégicas inducidas por el estrés
crénico. Dado que en los moluscos bivalvos el intercambio gaseoso también ocurre a través del
manto (Booth y Mangum, 1978), la reduccién de superficie branquial podria tener consecuencias
fisioldgicas distintas a las observadas en organismos que dependen exclusivamente de las

branquias para este proceso.

8.3 Lipofuscinas y melanosis

Las lipofuscinas son el resultado de peroxidacion de lipidos por ERO especialmente en condiciones
de estrés oxidativo. Los productos de la oxidacién de lipidos y otras moléculas alteradas se
acumulan en lisosomas, que son orgdnulos responsables de la degradacion de materiales
celulares. Sin embargo, los productos de oxidacidon que no son completamente degradados por
los lisosomas con el tiempo se acumulan como pigmentos insolubles en el interior de la célula,
dando lugar a las lipofuscinas (Terman y Brunk, 2004). No se observaron diferencias significativas
entre las branquias de organismos sometidos a control y estrés, ya sea agudo o crdnico, aun si en

cronico hubo un incremento mucho mayor que en agudo. Tampoco se observaron diferencias
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significativas en la proporciéon de melanosis en branquias de organismos sometidos a un estrés
agudo o crdnico, aun si el incremento en agudo fue mayor, lo cual indica que estos mecanismos
de secuestro de lipidos peroxidados no se realizan de forma importante en branquias ante estrés
térmico, en comparacion con otros tejidos. Tampoco se observaron diferencias significativas en
metanefridios en organismos estresados. Por el contrario, se observé un incremento en el
porcentaje de melanosis del midsculo embebido en manto de aquellos mejillones sometidos a
estrés térmico agudo al comparar con los mejillones control, pero no en los mejillones sometidos
a estrés cronico (Tabla 6). Esto podria indicar que los mecanismos asociados a melanosis son mas
importantes en este tejido, o que se pueden producir en distintos tejidos, pero se acumulan en
manto durante el estrés. La melanina es un pigmento oscuro con alto potencial antioxidante, que
se produce por la enzima fenol-oxidasa cuando cataliza la oxidacién de compuestos fendlicos
(Cerenius et al., 2008). El sistema fenol-oxidasa ha sido ampliamente estudiado en crustaceos y
menos estudiado en otros grupos de invertebrados marinos como los moluscos. Se cree que el
sistema fenol-oxidasa puede actuar como un sistema de defensa inmune inespecifico, pues se
habla de que la melanina es capaz de encapsular fisicamente a los patdgenos (Luna-Acosta et al.,
2011: Zhou et al., 2012) y mas recientemente se ha asociado con la aparicion de factores que
estimulan la defensa celular al ayudar a la fagocitosis (Liu et al., 2007). Algunos estudios en
mejillén azul M. edulis han sido los de Coles et al. (1994), y Luna-Acosta et al. (2017), rednen y

describen la informacion existente en bivalvos.

8.4 Enzimas
8.4.1 Expresion proteinas de choque térmico HSP70

En respuesta a los cambios de temperatura del medio ambiente, algunos organismos acuaticos
han desarrollado mecanismos bioquimicos, fisiolégicos y moleculares para su proteccién, como
son el aumento de la actividad enzimatica antioxidante y la regulacién de la expresién de genes
que producen estos antioxidantes y otras moléculas protectoras (Dong et al., 2020; He et al.,,
2021; Xu et al., 2022). Las proteinas de choque térmico (HSP70) son consideradas como una de
las biomoléculas de mayor relevancia en la resistencia bioldgica y con mayor sensibilidad a la

degradacion ambiental (Bedulina et al.,, 2013). En un escenario en el que un organismo se
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encuentra en una condicion ambiental desfavorable, a nivel celular comienza una red de
interacciones entre diversos reguladores mediante la transduccion de senales para controlar
procesos celulares como la homeostasis y la muerte celular (Mayer y Bukau, 2005). En este
sentido, se ha reportado que las proteinas HSP70 realizan funciones criticas de estabilizacién de
proteinas en organismos poiquilotermos y, por lo tanto, desempefian un papel crucial en el
desarrollo de la termo-tolerancia (Evgen'ev et al., 2007). En el presente trabajo de investigacion
se observé un incremento en la expresién de HSP70 en los tejidos de musculo, manto y branquia
en el grupo de mejillones sometidos a una condicidn de estrés térmico agudo, siendo este ultimo
grupo (branquias) donde se presentd la mayor expresidon. Estos resultados son consistentes con
lo reportado en la almeja japonesa Ruditapes philippinarum (Nie et al., 2017) y la vieira noble
Chlamys nobilis (Cheng et al., 2019). En un estudio similar, Xu et al. (2022), reportaron que el gen
PmHSP70 se expresd de manera ubicua en todos los tejidos analizados, encontrando una mayor
expresion en el tejido branquial de la ostra perlera Pictada maximal. Rahman y Rahman (2021),
encontraron que el estrés térmico (ocasionado por calor) tiene la capacidad de daiiar la integridad
de las células y tejidos, afectando las funciones fisioldgicas de las branquias en los bivalvos
marinos. Esto se debe a que los bivalvos son organismos que se alimentan por filtracién y las
branquias son sus drganos respiratorios y alimentarios, los cuales son altamente sensibles para la
deteccion de cambios ambientales mas que otros tejidos (Cheng et al., 2019), por lo que, frente
al incremento en la temperatura generada por la induccién de una condicién de estrés térmico
agudo, la expresién de HSP70 en las branquias fue significativamente mayor que en otros tejidos.
Por otra parte, en el presente trabajo de investigacidn se observé que los mejillones que fueron
sometidos a condiciones de estrés térmico cronico (25 °C por 7 dias) presentaron una expresion
génica significativamente menor de las proteinas HSP70 con respecto al grupo control. En
acuerdo con nuestros resultados, Butelle et al. (2021), analizaron la expresién de diversos genes
de la familia HSP en tejido de branquia del mejillén azul Mytilus edulis sometidos a una condicion
de estrés térmico (20°C por 21 dias), reportando una significativa disminuciéon en la expresion de
los genes HSP24 y HSP90 con respecto del grupo control. De manera contraria, Nielsen et al.
(2021), reportaron un incremento en la expresion del gen HSP70 en branquia de M. edulis
sometido a estrés térmico (30 °C por 6 dias). Los resultados obtenidos en los estudios anteriores

indican que la exposicion repetida a un agente estresor (oscilacion diaria de 12 a 25 °C) a largo
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plazo representa un estimulo para la recuperacién de la condicidon fisiolégica del organismo
durante los periodos de menor intensidad del agente estresor (12 °C). Ademas, se ha reportado
que una elevacién moderada de la temperatura promueve la induccién de miembros de la familia
de genes HSP, lo que hace que las células sean mas resistentes a cualquier desafio adicional con
estrés por calor (Hamdoun et al., 2003). Es probable que la HSP70 sea un mecanismo de estrés
agudo inicial y después se activen otras HSP u otros mecanismos que protegen a la célula del

estrés térmico.
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Tabla 7 . Tabla resumen resultados de expresidon de genes del experimento estrés agudo y crénico.
Diferencia entre control y tratamiento. Valores en rojo indican una disminucién significativa
respecto al control. Valores en azul indican incrementos significativos. Valores en negro NS.

Diferencia entre Diferencia entre

Gen Tejido control y estrés control y estrés
agudo crénico
Branquias B 3795% 3 743%
HSP70 Musculo 1 563.3% § 436%
Manto T 3305% 3 97.7%
Branquias § 97.1% § 4100%
FLA; Musculo 3 81.6% § 99.8%
Manto T 109 § 99.9%
Branquias ‘ 26.8% ‘ 75.8%
SOD Musculo § 70.7% T 282
Manto 1 82.4% $ o983

8.4.2 Expresion superoxido dismutasa SOD

En el presente estudio, se observd un decremento en la expresiéon de mRNA de la enzima
superoxido dismutasa (SOD) en las branquias y el manto de mejillones expuestos a estrés térmico
cronico, asi como en el manto de mejillones sometidos a estrés agudo, en comparacién con el
grupo control. En contraste, no se detectaron cambios significativos en los niveles de expresion

de SOD en las branquias y el manto tras estrés agudo, ni en el musculo posterior a estrés crénico.
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Estos resultados indican que el estrés térmico crénico tiene un efecto reductor sobre la expresién
de SOD en tejidos altamente expuestos como branquias y manto, lo que podria reflejar un
mecanismo de regulacion negativa asociado a una reduccion del metabolismo aerdbico. Este
fenédmeno ha sido descrito previamente como una estrategia de ahorro energético en organismos
sometidos a condiciones ambientales adversas, en las que se activa el metabolismo anaerdbico,
el cual produce menos especies reactivas de oxigeno (ERO), reduciendo asi la necesidad de
enzimas antioxidantes como la SOD (Wilhelm Filho, 2007). Una reduccion de la actividad o
expresion de SOD bajo estrés térmico también ha sido reportada por Nardi et al. (2022), quienes
observaron niveles sin cambios de SOD y catalasa (CAT) en la glandula digestiva de M.
galloprovincialis tras exposicién a temperaturas elevadas, mientras que otras enzimas del sistema
antioxidante, como glutation peroxidasa (GPx) y glutatidon reductasa (GR), mostraron incrementos
significativos. Este patrén sugiere una redistribucién funcional del sistema antioxidante, donde
enzimas distintas a SOD podrian asumir un rol protagdnico en condiciones de estrés prolongado.
Asimismo, aunque Grimmelpont et al. (2024) reportaron una expresion estable de SOD en M.
edulis expuestos a ondas de calor marinas, las diferencias en la duracion del estrés, el rango
térmico y el tejido analizado podrian explicar las discrepancias con nuestros resultados. Por tanto,
la regulaciéon de SOD ante el estrés térmico en mejillones parece depender tanto del tejido

especifico como de la intensidad y duracién del estresor.

8.4.3 FLA2 expresion

Se observé una disminucidn en los niveles de expresién de los transcritos de ARNm de FLA;, tanto
en las branquias y musculo de los mejillones sometidos a estrés agudo, de igual forma se observé
una disminucién en los niveles de expresidén de esta enzima en el musculo y manto de los
mejillones sometidos a estrés térmico cronico. Esta enzima desempena un papel importante en
la regulacion de la sintesis de prostaglandinas (PG), ya que es responsable de liberar acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de los fosfolipidos. Una disminucidon en la expresién de FLA; mRNA podria
implicar una menor liberacion de PUFA desde los fosfolipidos hacia el citosol, especificamente
desde la posicion sn-2 del fosfatidilinositol (Diaz y Arm, 2003). Como consecuencia, se esperaria

menor sustrato disponible para la sintesis de PG y otros eicosanoides, como sucede con la
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tendencia observada de menores concentraciones de metabolitos derivados del acido
araquidonico (ARA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) bajo
condiciones de estrés crénico, en donde la disminucién de la expresion de FLA, y la disminucidn
de la concentracién de eicosanoides podria ser un mecanismo para evitar una respuesta
inflamatoria sostenida. Sin embargo, en el caso de los mejillones sometidos a estrés agudo, donde
a pesar de la reduccién de la expresiéon de FLA; hubo una mayor concentracidon de PG y otros
eicosanoides, esto podria indicar la existencia de otras fuentes de PUFA disponibles para la
sintesis de PG, como, por ejemplo Flower y Blackwell (1976), encontraron que cuando existe dafio
a nivel de la membrana celular (como podria ser el dafio causado por ERO), donde se encuentran
los precursores de las PG, los acidos grasos podrian ser liberados sin que FLA; actie como enzima
mediadora. Ademas, una mayor difusién de los precursores de PG (acidos grasos libres) hacia el
compartimento de la prostaglandina sintetasa, lo cual normalmente no ocurriria debido a la
compartimentalizaciéon celular. Asi mismo, otras isoformas de FLA; o enzimas con actividad lipasa
podrian estar actuando o cumpliendo la funcidn de FLA; durante la condicién de estrés agudo

(Chakraborti et al., 2003).

8.5 Acidos grasos

Se esperaba que los niveles de ARA en fosfolipidos se mantuviesen igual en branquias ante un
estrés agudo y disminuyeran ante un estrés crdonico, mientras que en triglicéridos esperabamos
niveles iguales en estrés agudo y mayores en estrés cronico. Lo anterior, debido a que el ARA es
el principal sustrato para diversas enzimas que producen PG inflamatorias, pero también se
producen metabolitos no derivados de enzimas sino por ERO que desorganizan la respuesta
celular. Esto puede afectar la homeostasis del organismo e incluso, producir su muerte. En un
estrés cronico repetitivo, el organismo puede disminuir la inflamacién al disminuir los niveles de
ARA en los fosfolipidos de membranas celulares. Esperdbamos un efecto en estrés crénico y no
en agudo dado que las respuestas a nivel de modulacion de la composicion de acidos grasos de
membrana en respuesta al estrés pueden oscilar entre varios dias a varias semanas (Guschina y
Harwood, 2006; da Silva Ribeiro et al., 2021). El re-modelamiento de los lipidos de membrana

puede llegar a ser un proceso lento, ya que un reajuste del estado fisico de la membrana debe
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llevarse a cabo manteniendo las actividades de membrana, como la funciéon de las proteinas

asociadas a ellas (Balogh et al., 2013). Sin embargo, de acuerdo con lo reportado en la literatura,

estos cambios también pueden ocurrir durante tiempos mas cortos, si el estrés al que esta

sometido el organismo es extremadamente severo (da Silva Ribeiro et al., 2021b).

Tabla 8. Tabla resumen de la concentracidon de ARA, EPA y DHA en los tejidos del mejilléon M.
edulis sometido a estrés térmico agudo y crénico. Diferencia entre control y tratamiento. Valores
en rojo indican una disminucién significativa respecto al control. Valores en azul indican

incrementos significativos. Valores en negro NS. T-test. P < 0.05.

Tejido Fraccién Acidos Diferencia entre Diferencia entre control
grasos control y estrés agudo y estrés crénico
20:4n-6 0 t 33.3%
Fosfolipidos ~ 20:5n-3 1+ 143% 1 28.57%
. 22:6n-3 1 100% 1 333%
Branquias
20:4n-6 0 0
Triglicéridos  20:5n-3 iZ0.0% 1 56%
22:6n-3 12.9% 1 6.7%
Musculo Fosfolipidos  20:4n-6 0 0
20:5n-3 25.0% ‘ 20.0%
22:6n-3 4 16.7% ¥ 20.0%
Triglicéridos  20:4n-6 50.0% § 20.0%
20:5n-3 150.0% ‘ 6.0%
22:6n-3 t18.2% l, 11.1%
Manto Fosfolipidos  20:4n-6 118.2% 0
20:5n-3 0 t 36.4%
22:6n-3 ‘ 7.7% 1 16.7%
Triglicéridos  20:4n-6 25.0% 25.0%
20:5n-3 i 6.3% * 28.6%
22:6n-3 3 10.0% i | 4.8%
Digestivo Fosfolipidos  20:4n-6 33.3% ‘ 20.0%
20:5n-3 1t 6.3% 'l 25.0%
22:6n-3 0 3§ 21.1%
Triglicéridos ~ 20:4n-6 1 25.0% 3§ 0
20:5n-3 J 13.3% 5.6%
22:6n-3 ¥ 20.0% # 3.6%

Lo que observamos, es que la concentracién de ARA en fosfolipidos y triglicéridos de los

mejillones sometidos a estrés térmico agudo permanecieran estables (no hubo diferencia

significativa entre agudo y control) en las branquias o en los otros tejidos (Tabla 8). Sin embargo,

los niveles de ARA en organismos sometidos a estrés cronico incrementaron significativamente
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en fosfolipidos de branquias y disminuyeron significativamente en fosfolipidos de glandula
digestiva y en triglicéridos de musculo. El incremento de ARA en fosfolipidos de branquias ante
un estrés crénico podria indicar que el organismo necesita producir mas PG inflamatorias para
echar a andar mecanismos inflamatorios de proteccidén ante el estresor repetitivo, tales como la
infiltracién de hemocitos que podrian estar llevdandose compuestos oxidados o protegiendo al
tejido de infiltracién de bacterias. Ante una condicién de estrés crénico, probablemente se
requiere ARA para incrementar la sintesis de PG por medio de la COX (Trostchansky et al., 2021;
Zhu et al., 2021; Lin et al., 2022). Algunas PG derivadas de ARA también favorecen la divisién y
especializacidon de nuevas células que podrian sustituir a las células dafadas por el estrés por
temperatura (Jain et al., 2008; Lu et al., 2017). Por otro lado, la disminucidn de la concentracién
de ARA en los fosfolipidos de glandula digestiva pudo haberse llevado a cabo con el fin de
disminuir la sintesis de PG en este tejido. Tal vez esto ayude a que no se estén creando células
nuevas si el organismo va a bajar su ingesta por estrés. Asimismo, los cambios de ARA en
fosfolipidos en el experimento crénico en branquias y glandula digestiva, podria a su vez, estar
afectando el tamano de los filamentos y epitelios observados por histologia y descritos en la Tabla
6. Es decir, los niveles de ARA altos en fosfolipidos que en otros organismos pueden ser
considerados como promotores de inflamacion, en organismos que rutinariamente estan
expuestos a variaciones ascendentes y descendentes de temperatura y agua y oxigeno pueden
ser promotores de regeneracién rapida. En bioensayos con M. edulis Pernet et al. (2007),
observaron que los niveles de ARA incrementaron con la elevacion de la temperatura en las

membranas celulares M. edulis.

Por otro lado, esperabamos un incremento de EPA en fosfolipidos y una disminuciéon de EPA en
triglicéridos ante un estrés cronico, sin cambios frente al estrés agudo. Algo similar se esperaba
también para DHA. Lo que observamos fue una disminucidn significativa de EPA en triglicéridos
de branquias, pero ante un estrés agudo. Los niveles de EPA en fosfolipidos de branquias si
incrementaron, pero no fueron incrementos significativos. También se observé un incremento de
EPA en fosfolipidos de glandula digestiva en estrés agudo. En estrés cronico hubo disminucion de
EPA en fosfolipidos de musculo y glandula digestiva, y también disminuyo en triglicéridos de

musculo. Una disminucién de EPA en fosfolipidos ante una condicion de estrés es consistente con
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lo reportado en la literatura, pues se ha descrito que en organismos sometidos a estrés térmico
ya sea agudo o crdénico existe una tendencia a la disminucion del indice de insaturacidn resultado
principalmente de una disminucién de HUFA como el EPA o DHA (Van Dooremalen, Koekkoek y
Ellers, 2011; Hixson y Arts, 2016; Muir et al., 2016). El EPA y el DHA, pueden ayudar a regular el
orden de la membrana, en términos de fluidez o viscosidad (Guschina y Harwood, 2006; Fokina
et al., 2015; Liu et al., 2018; da Silva Ribeiro et al., 2021), estos acidos grasos insaturados por sus
caracteristicas fisicas y quimicas como punto de fusion, presencia de dobles enlaces, etc.
presentan una conformacion particular y confieren fluidez en ambientes frios, donde existe una
tendencia a la rigidez de membrana, ayudando asi a mantener la fluidez (Hazel, 1995, 1997), es
de esperarse por consiguiente que, ante una temperatura elevada, la cual favorece la fluidez, que
el EPA disminuya su proporcion en la membrana para dar lugar a una mayor proporciéon de acidos
grasos saturados. A este fendmeno se le denomina adaptacién homeoviscosa y es
particularmente importante en los organismos poiquilotermos como los mejillones, donde los
cambios de temperatura perturban directamente la organizacién de las membranas celulares y
en los cuales el mantenimiento de la funcion fisiolégica representa un gran reto (Dymond, 2015).
El EPA en fosfolipidos también pudo haber disminuido como un mecanismo de proteccidn,
porque es aqui donde los AG insaturados estan mas expuestos al ataque de ERO, cuya produccién
aumenta durante el estrés térmico, como lo observo Truzzi et al. (2018), en el pez Trematomus
bernacchii, donde el aumento de la temperatura del agua de mar condujo a una condicién
estresante, que se tradujo en un aumento de la peroxidacién lipidica, por lo que se modificd la
composicidn de acidos grasos de membrana, particularmente a través de una disminucion de
MUFA y contenido de PUFA. Sin embargo, esto no explica el incremento de DHA de membrana
observado en el presente trabajo. Otra posible hipétesis es que, la disminucidn de EPA en lipidos
neutros pudo deberse a la produccién de mediadores lipidicos, a partir de EPA y DHA se forman
moléculas conocidas como resolvinas (Barnig, 2016) que modulan el estrés como lo hacen las PG,
de esta manera podria ser que el EPA se ese transfiriendo a fosfolipidos para ser rapidamente
liberado para formar resolvinas (Dobson et al., 2013; Schwanke et al., 2015). Ademas del papel
de DHA en la sintesis de resolvinas y otras moléculas como las protectinas, se observé que el DHA
incremento en fosfolipidos de branquias y musculo en mejillones sometidos a estrés crénico, lo

cual indica que no esta siendo usado para adaptacidn homeoviscosa en las membranas (Fokina
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et al., 2007; Monroig et al., 2018). Lee et al. (2022), también reportaron incremento de DHA al
incrementar la temperatura 5°C en rotiferos. Es posible que se esté acumulando mds DHA en
fosfolipidos de mejillones en estrés créonico como precaucion ante el estrés ciclico.
Adicionalmente, es interesante que el musculo parece ser una fuente de donde se movilizan los

PUFA, dada su significativa disminucion en estrés crénico (Barnig, 2016).

Por otro lado, los acidos grasos saturados tridecilico (13:0), miristico (14:0), heptadecaenoico
(17:0) y estedrico (18:0) disminuyeron significativamente en los diferentes tejidos de la fraccién
polar y neutral de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo (ver anexo). Los mejillones
sometidos a estrés térmico pudieron haber consumido/utilizado estos acidos grasos saturados
para obtener energia con el fin de mantener la homeostasis, mientras que los mejillones control
al no estar expuestos a ningun tipo de estrés retuvieron/mantuvieron esos acidos grasos
(Fernandes et al., 2021). La B-oxidacion es una fuente significativa de energia durante un estado
de alta demanda energética (Vance y Vance, 1996). El estrés agudo en particular se caracteriza
por requerir una gran cantidad de energia para lidiar ante cambios bruscos en las condiciones, a
diferencia del estrés crénico, donde el cambio gradual. Después de todo, la habilidad de una
célula de sobrevivir al estrés depende en gran medida de su capacidad de modular la produccion
de energia y cubrir su demanda (Bremer et al.,, 2014). Nuestros resultados coinciden con lo
reportado en la literatura; (Jiang et al. (2020), observaron una disminucién en los acidos grasos
saturados de los lipidos neutros de la almeja Scapharca subcrenata al someterlo a un estrés
térmico agudo incrementando la temperatura 12°C (de 19.6 a 32°C) sugiriendo que las almejas
utilizaron estos acidos grasos de las reservas energéticas lipidicas como fuente de energia. Esta
situacidon se ha observado ante otros tipos de estrés: En el trabajo de Wang et al. (2021)
observaron que Penaeus vannameij bajo estrés por amonio, incrementa el consumo de energia,

para mantener la homeostasis energética.

8.6 Metabolitos producidos enzimaticamente a partir de acidos grasos

En la se observa que después de someter a los mejillones a un estrés agudo hubo un incremento

de varios de los metabolitos analizados derivados de ARA y producidos a partir de las enzimas
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COX-1y 2, 15-LOX, 12-LOX, 9-LOX y 8-LOX y por medios no enzimaticos, como los producidos por
ROS. En contraste, aquellos derivados de 5-LOX y P450 no fueron afectados. Algunos de los
metabolitos detectados desempefian un papel clave en la modulacién de procesos fisiolégicos
afectados por el estrés térmico. Por ejemplo, la prostaglandina E2 (PGE;), derivada de la COX, ha
sido reportada como un modulador del transporte iénico en células especializadas, como las
células clorhidricas, que participan en la osmorregulacién en organismos acuaticos (Evans et al.,
2005). Un incremento en la PGE; podria estar relacionado con ajustes en la homeostasis idnica
del mejillon en respuesta al estrés térmico, lo que podria afectar su capacidad de aclimatacion a
cambios ambientales bruscos. Ademas de la PGE,, otros derivados de ARA pueden inducir
alteraciones en la morfologia del tracto digestivo y las branquias, lo que ha sido reportado en
estudios previos en moluscos expuestos a factores de estrés ambiental (Pipe et al., 1999; Matozzo
et al., 2012). La activacion de estas vias puede estar relacionada con procesos inflamatorios,
apoptosis o remodelacién tisular, dependiendo de la intensidad y duracidon del estimulo
estresante. Finalmente, la formacion de metabolitos por vias no enzimdticas (como los
isoprostanos generados por ERO) indica un incremento en el estrés oxidativo, lo que podria
contribuir al dafio estructural y funcional de los tejidos. Esto refuerza la hipdtesis de que el estrés
térmico agudo induce un desbalance en la homeostasis de los lipidos de membrana, favoreciendo
la produccidon de eicosanoides que modulan diversas respuestas celulares y fisioldgicas. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que la respuesta al estrés térmico agudo en mejillones
involucra una activacion diferencial de las vias de metabolismo de ARA, con una regulacién
especifica de COX, LOX y ERO, lo que influye directamente en la funcion de tejidos clave como el

sistema digestivo y respiratorio.

En contraste, durante el estrés cronico (Fig. 55), los metabolitos producidos a partir de ARA
sufrieron una disminucién, en particular aquellos producidos por 5y 15-LOX y ERO, mientras que
los metabolitos producidos por otras enzimas no variaron. Es interesante que esperdbamos una
disminucion de prostanoides producidos por ERO por disminucién de ARA en fosfolipidos, aunque
esto no se observd en acidos grasos si ocurrio con los prostanoides. El 11-HETE se ha asociada en
humanos, a la supresidon de la expresion de citocinas proinflamatorias como iNOS, TNF-a, IL-1B e

IL-6 (Wang et al., 2017), mientras que el 15-HETE ha demostrado tener efectos antiinflamatorios
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significativos. Su presencia elevada en la epidermis de animales alimentados con aceites ricos en
EPA o 4cido linolénico (18:3n-6) sugiere que este metabolito contribuye a los efectos beneficiosos
de estos acidos grasos en condiciones inflamatorias (Zulfakar et al., 2007). Esto nos hace suponer
gue los mejillones tuvieron una adaptacién importante al estrés crénico después de solo una
semana. Estos cambios en dichos metabolitos afectan la respuesta fisioldgica e incluso la
supervivencia de los organismos permitiéndoles mitigar el dafio oxidativo y mantener el equilibrio
celular en condiciones ambientales adversas. Sin embargo, si el estrés térmico persiste mas alla
de la capacidad de adaptacion del organismo, la reduccién prolongada de estos mediadores
lipidicos podria comprometer su viabilidad a largo plazo, aumentando la susceptibilidad a dafios

tisulares, disfuncion metabdlica y, eventualmente, mortalidad.

Los metabolitos producidos por el mejillén a partir de DHA durante un estrés agudo muestran un
incremento en el 16-HDHA, 17-HDHA y 20-HDHA (Fig. 54), mientras que aquellos producidos
durante un estrés crénico (Fig. 57) muestran disminucién de la maresina (14-HDHA) y el 16-HDHA
y 13-HDHA aun si este actia como precursor en la biosintesis de mediadores lipidicos
especializados en la resolucidn de la inflamacién HDHA (Itoh et al., 2016; Perry et al., 2022),
conocidos como resolvinas y protectinas. Estos compuestos facilitan la finalizacion de la respuesta
inflamatoria, promoviendo la reparacidn tisular y restaurando la homeostasis (Kilburg-Basnyat,
2018). A pesar de los efectos benéficos de estos metabolitos, su disminucién durante el estrés
cronico o repetitivo puede deberse a una retroalimentacion negativa, agotamiento de los
precursores o bien un cambio en la regulacion metabdlica. Los resultados anteriores respaldan la
hipotesis de que la produccién enzimatica de PG inflamatorias disminuye como proceso de
aclimatacién de los mejillones al estrés repetido, mientras que aquellas derivadas de EPA y DHA

incrementan, en comparacion con un estrés puntual.
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Figura 52. Incremento de la concentracién (rojo) de los metabolitos derivados a partir del acido
araquidonico (ARA) por las enzimas ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX) y el citocromo
p450 (p450), asi como por via no enzimatica (lineas discontinuas) en las branquias de mejillones

sometidos a estrés térmico agudo. T-test.
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via no enzimatica a causa de las especies reactivas de oxigeno (lineas discontinuas) en las

branquias de mejillones sometidos a estrés térmico agudo. T-test.
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discontinuas) en las branquias de mejillones sometidos a estrés térmico agudo. T-test.
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en las branquias de mejillones sometidos a estrés térmico crénico. T-test.
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Figura 56. Disminucién de la concentracion (azul) de los metabolitos derivados a partir del acido
eicosapentaenoico (EPA) por medio de las enzimas ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX),
citocromo P450 (450) asi como por via no enzimatica a causa de las especies reactivas de oxigeno
(lineas discontinuas) en las branquias de mejillones sometidos a estrés térmico cronico. T-test.
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Figura 57. Disminucién de la concentracion (azul) de los metabolitos derivados a partir del 4cido
docosahexaenoico (DHA) por medio de las enzimas ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX),
citocromo P450 (450) asi como por via no enzimatica a causa de las especies reactivas de oxigeno
(lineas discontinuas) en las branquias de mejillones sometidos a estrés térmico crénico. T-test.

8.7 Metabolitos producidos por oxidacion no enzimatica a partir de acidos grasos

Varios compuestos similares a PG pero producidos por oxidacién no enzimdatica en respuesta a un
aumento de ERO también pueden ser afectados por el estrés (Trostchansky et al., 2019). En el

presenta trabajo, no se observo efecto significativo para 13,14-dihidro-15-ceto-PGE2 (producido
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a partir de ARA), pero observamos una disminucién significativa en la PGF3a branquial (producido
a partir de EPA) y un aumento significativo de 8-isoprastano en mejillones que fueron sometidos
a tratamiento croénico de estrés. A diferencia de la produccién enzimdtica de PG que esta muy
regulada por la disponibilidad de sustrato pero también por la sintesis y activacion enzimatica, la
produccién de metabolitos a través de ERO es mas cadtica; aun si estad controlada de cierta forma
por la disponibilidad del sustrato, es decir, la concentracién de ARA y otros PUFA en las
membranas celulares que estan expuestos a ERO y la cantidad de ERO que no ha sido eliminada
por antioxidantes, entre otras cosas (Araujo et al., 2021; Bao et al., 2023). Sin embargo, es una
reaccién rapida que no se regula por otros factores y la produccién no controlada de compuestos
similares a los PG puede provocar efectos fisiolégicos negativos en el organismo y, en ultima
instancia, la muerte. El estrés continuo puede aumentar la produccion de compuestos similares
a PG que pueden disminuir la supervivencia, como se observé en camarones estresados (Navarro

et al., 2019).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo proveen informacién sobre la modulacién de PG en respuesta a
estrés térmico agudo y crénico en M. edulis. Si bien hubo un fuerte aumento en la produccién de
la PG proinflamatoria PGE, durante el estrés agudo, que se relaciond con la activaciéon de
mecanismos citoprotectores, como son la inflamacidn y la respuesta inmune, los niveles de estos
disminuyeron durante el estrés crénico. Los niveles de PGE3 y 13-HDHA también aumentaron bajo
estrés agudo y disminuyeron bajo estrés crénico, pero el aumento fue al menos 10 veces menor
comparado con los cambios para PGE,. Los compuestos producidos a partir de omega 3 son
antiinflamatorios lo que sugiere que su sintesis evita un dafio excesivo sobre células y tejidos
cuando se presenta un estrés térmico. En contraste, el omega 6 ARA disminuyd durante el estrés
crénico en fosfolipidos, pero, a diferencia de lo que esperdbamos, no fue afectado en triglicéridos.
La disminucién de ARA en fosfolipidos afecta la disponibilidad de este acido graso para su uso
como sustrato de enzimas como la COX, pero también de oxidacidon no regulada por ROS. Una
disminucion de ARA implica que los organismos estan regulando la inflamacién cuando se
exponen a un estrés térmico repetitivo. En contraste, el EPA disminuyo significativamente en
triglicéridos en mejillones estresados de forma aguda, y una tendencia a incrementar observada,
en fosfolipidos, indicando mayor sustrato de este acido graso para la sintesis de PG anti-
inflamatorias. Estas PG afectan, entre otros, la presencia de hemocitos en branquias de mejillén,
asi como las células clorhidricas y mucosas en respuesta a estresores. La diferencia de la respuesta
en branquias ante un estrés agudo y crénico, donde hubo un pequefo incremento y una gran
disminucion, respectivamente, proporciona informacion sobre los mecanismos adaptativos de los
organismos acuaticos, como algunos como primera linea de defensa contra factores estresantes
agudos y otros ante un estresor repetitivo. Estas adaptaciones pueden implicar reestructurar los
tejidos branquiales para optimizar la funcién respiratoria, mantener equilibrio electrolitico, o
minimizar el gasto energético. El estudio y la comprensién de la produccién de PG y otros
compuestos lipidicos en mejillones, particularmente cuando se compara el estrés térmico agudo
y cronico, puede contribuir a nuestra comprension de la aclimatacion o adaptacion de los
moluscos a su entorno. A nivel practico, se podria evitar la mortalidad de mejillones y otros

moluscos durante el cultivo con cambios de dieta a una mas rica en omega 3, o de factores
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ambientales en previsidon de factores estresantes breves, como la manipulacién o cambios de
temperatura. Los organismos pueden sobrevivir y adaptarse si el estrés no es demasiado fuerte
ni demasiado prolongado. Algunos incluso podrian aprender a anticipar el estrés si es periddico,
como se ha observado en ostras sometidas a ritmos de marea (Tran et al., 2020), e incluso en
algunas especies de ostras se necesitan estresores repetitivos para estimular la maduracién e
inducir el desove (Hurtado et al., 2009). Asimismo, este conocimiento podria ayudar con planes
de cultivo de moluscos a largo plazo, tales como seleccion de sitios o cambio en la temporada de

siembra, en previsién de cambios climaticos.
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Anexo A. Proporcion (%) de acidos grasos en la fraccion neutral de los tejidos de M. edulus sometidos a estrés térmico agudo. N=3.
De esta tabla solo cambiaste el nombre de los AG, falta cambiar los valores.

Branquias Musculo Manto Glandula digestiva
Acido graso Control Estrés ‘r/i”: Control Estrés ‘:‘L’: Control Estrés Valor Control Estrés ‘rkz!l:
tee. agudo £ e.e. P tee. agudo t e.e. P tee. agudo £ e.e. de P tee. agudo £ e.e. P
12:0 0.20 £0.00 0.02 £0.01 0.85 0.03 £0.00 0.02 £0.00 0.07 0.01£0.00 0.02 £0.00 0.00 0.05+0.00 0.03 £0.01 0.01
13:0 0.30 +£0.02 0.70 £0.25 0.12 0.79+0.07 124 £017 0.03 0.33+0.07 0.33+0.04 1.00 0.19+0.02 0.25+0.00 0.00
14:0 0.26 +0.05 0.24 +0.04 0.78 0.35+0.06 044 +0.10 0.44 0.48 £0.09 0.84+0.12 0.03 207 +0.07 222015 0.39
15:0 0.16 £0.01 0.26 £0.06 0.16 0.20 £0.00 0.22 £0.01 0.05 0.18 £0.01 0.24 £0.02 0.00 0.29 £0.01 0.34 £0.04 0.24
16:0 3.63£045 2.89+0.14 0.13 5.08 £0.42 548 £0.69 0.63 6.64 £0.49 8.18 £ 0.66 0.08 10.49 +0.36 11.54 £ 0.42 0.07
17:0 0.25+0.01 0.18+0.01 | 0.001 0.45+0.02 0.37 £0.03 0.03 0.39+0.04 0.27 £0.02 0.01 0.31+0.00 0.31+0.01 0.73
18:0 2.28+0.08 2.09 £ 0.05 0.06 4.88 £0.31 369045 0.05 415+ 0.56 3.09 +0.51 0.18 2.36 +0.11 289+0.22 0.05
19:0 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 -
20:0 0.03£0.00 0.03£0.00 0.12 0.10 £0.01 0.08 £0.01 0.10 0.08 £0.02 0.09 £0.02 0.71 0.05+0.00 0.11£0.03 0.03
21:.0 0.00 +£0.00 0.00+0.00 - 0.01+0.00 0.00+0.00 0.06 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
220 0.04 +0.01 0.02+0.00 0.10 0.04 £0.00 0.06 +0.01 0.06 0.06 +0.00 0.04 +0.01 0.02 0.02+0.00 0.01+0.01 0.85
240 1.22+0.10 1.36 £ 0.04 0.21 422+0.25 3.34£043 0.10 1.07 £0.14 117 +£0.18 0.65 0.61£0.06 0.52 £0.01 0.14
14:1n-8 0.03 £0.00 0.02£0.00 0.12 0.02 £0.01 0.03 £0.01 0.62 0.04 £0.00 0.07£0.02 0.09 0.24 £0.02 0.35+0.03 0.01
14:1n-5 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
15:1n-8 3.51+0.03 4.05+0.07 0.005 3.33+£0.18 3.39+0.25 0.83 2.04 +£0.06 223+0.14 0.25 1.06 £ 0.02 1.20 £0.05 0.02
16:1n-9 3.89+0.28 3.14 £0.06 0.02 3.14+£0.18 3.05+£0.21 0.74 1.55+0.03 1.66 +0.14 0.46 0.75 £ 0.06 0.93+£0.12 0.20
16:1n-7 3.81+0.23 1.95+0.23 0.003 2.63 £ 0.56 5.01+1.55 0.017 6.22 £0.65 9.31£1.96 0.15 1120 £0.41 16.66 + 1.06 0.05
16:1n-5 0.07+0.00 0.07 +£0.00 0.19 0.08 +0.01 0.08 +0.01 0.75 0.07 +0.01 0.10 +£0.01 0.01 0.15+0.01 0.15+0.1 0.95
17:1n-8 0.14+0.00 0.14 +£0.01 0.97 0.13+0.01 0.15+0.01 0.35 0.25+0.01 0.22+0.01 0.11 0.23+0.01 0.25+0.02 0.28
17:1n-7 0.00 £0.00 0.00+ 0.00 - 0.00 £0.00 0.00 +£0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 -
18:1n-9 1.14 +£0.07 0.81£0.03 0.001 1.69+0.14 1.75+0.30 0.86 3.65+0.30 2.99+0.18 0.08 3.49+0.08 444 +0.27 0.00
18:1n-7 1.35+0.09 1.08 £0.07 0.03 1.60 £0.13 1.73+£0.17 0.54 203+0.12 207015 0.87 3.63+0.09 332+0.14 0.09
18:1n-5 0.06 +0.00 0.05+0.00 0.001 0.06 +0.00 0.06 +0.00 0.84 0.03+0.00 0.09 +£0.02 0.03 0.05+0.01 0.07 +0.01 0.07
20:1n-11 3.12+0.16 464 +£0.12 0.57 2.07+£0.09 314022 0.00 1.93+0.10 2.82+027 0.01 1.13+0.01 151+0.14 0.01
20:1n-9 573+0.23 5.88 £0.09 1 0.004 7.01+044 6.78 £0.58 0.76 5.68 £0.40 471024 0.05 2.93+0.10 2.86 £0.22 0.80
20:1n-7 6.62+0.19 8.05+0.09 0.05 5.80+0.16 6.79 £ 0.31 0.01 6.20 +0.32 6.44 +048 0.69 3.13+0.07 3.45+0.31 0.32
22:1n-11 0.06 +0.01 0.04+0.00*| 0.001 0.08 +0.01 0.05+0.00 0.04 0.11+0.01 0.08 +0.03 0.47 0.02+0.00 0.03+0.01 0.34
22:1n-9 0.05+0.00 0.07 £0.01 0.61 0.15+0.01 0.16 £0.03 0.83 0.10 £0.02 0.07 £0.01 0.25 0.05+0.00 0.08 £0.01 0.01
24:1n-9 0.45+0.05 0.52 £0.03 0.23 1.75+0.10 142+0.23 0.21 0.18 £0.03 0.39 £0.05 0.00 0.24 £0.03 0.25+0.02 0.71
16:2n-7 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
16:2n-4 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
16:3n-6 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 - 0.00 £0.00 0.00 £0.00 -
16:3n-4 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 - 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 - 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 - 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 -
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Branquias Musculo Manto Glandula digestiva

Acido graso Control Estrés Valor Control Estrés Valor Control Estrés Valor Control Estrés ‘r/ég:

*ee. agudo *e.e. deP *tee. agudo * e.e. deP tee. agudo * e.e. deP *tee. agudo * e.e. P
18:2n-6t 210+0.10 2.79+£0.09 0.001 222+0.12 231+£0.19 0.071 1.31£0.10 1.46 £0.16 0.42 0.55+0.03 0.63+0.04 0.16
18:2n-6 065+0.10 0.61+0.04 0.76 0.85+0.08 0.85+0.06 0.99 091+0.14 1.05 £ 0.06 0.35 1.36 £0.09 1.25+£0.06 0.33

18:2n-4 0.00 £0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
18:3n-6 0.07 £0.01 0.07 £0.00 0.87 0.23+0.03 0.24 £0.04 0.89 0.07 +0.01 0.30+0.10 0.04 0.11+0.00 0.14 £0.02 0.20

18:3n-4 0.00 £0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 - 0.00+0.00 0.00+0.00 -
18:3n-3 0.77 £0.08 0.78 £0.03 0.89 1.52 +0.06 1.64 +£0.02 0.09 1.20 £0.10 1.51£0.02 0.01 1.68 +£0.09 1.25+0.07 0.00
18:4n-3 0.50 £0.12 0.37 £0.02 0.30 047 £0.14 0.85+0.12 0.05 0.82+£0.25 153 +0.18 0.04 2.75+£0.10 1.95+0.10 0.00
20:2n-6 0.65+0.08 0.70 £0.07 0.52 0.68 £ 0.04 0.76 £0.02 0.1 0.97 £0.11 1.06 £ 0.08 0.51 0.85+0.04 0.66 £ 0.06 0.02
20:3n-6 0.13 £ 0.008 0.11+0.01 0.16 0.21+0.00 0.17 £ 0.01 - 0.25+0.01 0.20 +0.01 0.04 0.35+0.02 0.42+0.01 0.00
20:3n-3 0.10 + 0.009 0.08 +0.01 0.24 0.08 +0.01 0.10+0.00 0.13 0.13+0.02 0.19+0.02 0.04 0.25+0.01 0.34 £0.02 0.00
20:4n-6 (ARA) 8.31+£0.27 8.93+£0.16 0.06 5.06 £0.08 5.03+0.27 0.92 464 £017 425+0.34 0.31 2.95+0.10 3.61£0.24 0.02
20:5n-3 (EPA) 18.13+0.12 16.22+0.34 | 0.00 14.56 £0.16 12.53 £ 1.46 0.18 18.88 £ 0.24 16.86 + 0.66 0.01 20.86 £0.27 1921 £0.52 0.01
21:4n6 0.13+0.02 0.1147+0.01 0.472 0.14 £ 0.01 0.20+£0.00 0.00 0.27£0.03 0.39+0.04 0.03 0.38 £0.02 0.28+0.03 0.02
22:4n-6 0.59 +0.03 0.54 +0.02 0.14 0.70+£0.03 0.55+0.02 0.00 0.62 +0.03 0.40 +0.01 0.00 0.55+0.02 0.54 +0.02 0.60
22:5n-6 0.09 £ 0.004 0.10 £0.01 0.53 0.15£0.01 0.17 £0.03 0.55 0.17£0.03 0.07£0.02 0.01 0.10 £0.01 0.10£0.02 0.97
22:5n-3 217 £0.04 251+0.18 0.09 1.90 £0.08 2.25+0.02 0.00 1.96 +0.14 214£0.10 0.31 1.46 +0.02 1.54 £0.15 0.59
22:6n-3 (DHA) 2741+£0.34 27.76 £0.33 0.48 2553 £0.31 23.82£0.58 0.02 24.35+0.33 21.06 £0.81 0.00 21.09 £0.26 17.31+£0.73 0.00
TO.SAT. 8.19+040 7.80+0.35 0.47 16.14 £0.15 14.94 + 0.51 0.04 13.39+£0.38 14.26 £0.78 0.33 16.43+£0.25 18.22 £ 0.86 0.06
TO.MONO 30.03+0.24 30.51 £0.51 0.40 29.55+£0.45 33.61+0.69 0.00 30.08 £0.36 33.25+0.95 0.01 28.30 £0.31 32.56 + 0.96 0.00
TO.(n-11) 3.19+£0.15 468+0.121 0.00 2.15+0.08 3.19+0.22 0.00 2.04£0.10 290£0.29 0.01 1.15+0.01 1.54 £0.13 0.01
TO.(n-9) 11.24 £0.45 1043+0.20 0.12 13.74 £ 0.63 13.16 £0.76 0.56 11.16 £0.73 9.82+0.33 0.12 746 +0.25 857 +0.12 0.00
TO.(n-7) 11.79£0.12 11.08 £0.35 0.07 10.03 +£0.55 13.53+1.43 0.04 14.46 +0.39 17.82 £1.63 0.06 17.96 + 0.43 2044 £0.97 0.03
TO.POLY 61.78 £0.19 61.68 £0.84 0.91 54.31+£0.42 51.46 £1.08 0.03 56.54 £0.71 52.49 £1.47 0.02 55.27 £ 0.50 4922 £1.78 0.00
TO.HUFA 57.33+£0.36 56.53 £0.86 0.40 48.53 £0.49 4540+1.10 0.02 51.71£0.48 46.71 £1.32 0.00 50.13+£0.45 4453 £1.60 0.00
TO.DI 3.38+0.11 411+0.011 0.00 3.74+£0.03 3.92+0.14 0.25 319017 358+0.19 0.15 276 £0.09 254 +0.11 0.14
TO.TRI 1.06 £0.08 1.04 £0.01 0.80 2.04 +0.06 2.15+0.06 0.24 1.64 £0.11 220+0.10 0.00 2.38+0.08 214 +£0.07 0.04
TO.TETRA 9.53+£0.15 9.96 £0.14 0.06 6.38 £ 0.05 6.63 +£0.16 0.16 6.35+0.16 6.57 £0.29 0.52 6.62£0.10 6.38 £0.25 0.37
TO.PENTA 20.39£0.15 18.82 £0.52 0.01 16.62 £0.20 14.94 £1.42 0.26 21.01£0.36 19.08 £0.57 0.01 2241+0.26 20.85 £ 0.66 0.04
TO.HEXA 2741+0.34 27.76 £0.33 0.48 2553 £0.31 23.82£0.58 0.02 2435%0.33 21.06 £0.81 0.00 21.09£0.26 17.31+£0.73 0.00
TO.(n-6) 13.21+£0.06 1434 £0.13 1 0.00 10.72 £ 0.06 11.13+0.37 0.29 10.02+£0.28 10.72 £ 0.53 0.26 9.94+0.20 9.58 +0.34 0.38
TO.(n-3) 49.08 £0.15 47.72 £0.69 0.07 4407 £0.55 4118 £1.15 0.04 47.33 £0.69 4329 £1.14 0.01 48.08 £0.33 4159 £1.40 0.00
(n-3)/(n-6) 3.72+0.02 333+£002* 0.00 411 +£0.07 3.75+0.19 0.08 4.74 +0.09 411019 0.01 4.85+0.07 4.34 +0.02 0.00
22:6/20:5 1.51+£0.03 1.72£0.03 0.00 1.75+£2.12 2.26+0.38 0.21 1.29£0.03 1.27 £0.07 0.74 1.01£0.02 0.90 +£0.02 0.00
Sat index 34454 +1.76 342.32 +3.88 0.61 304.94 + 001 292.05+4.80 0.03 317.92+272  295.04 £ 6.60 0.01 306.08 +2.14 277.67 £7.95 0.00
20:4/20:5 0.46 £0.02 0.55+0.00 1 0.00 0.35+0.00 0.49+£0.09 0.16 0.25+0.01 0.26 £0.03 0.71 0.14 £0.00 0.19£0.01 0.00

Total (AG) 100 100 100 100 100 100.00 1000 100

Acido graso
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Anexo B. Proporcidn (%) de acidos grasos en la fraccion polar de los tejidos de mejillon M. edulis sometidos a estrés térmico agudo.

N=3
Branquias Masculo Manto Glandula digestiva
Acido graso Control * e.e Estr;se.a‘gudo \(lizk;,r Control * e.e. Estr;seigudo \(/;;Ic;’r Control Estr;se:;gudo Vak;,r de Control * e.e. Estr:s:gudo \c/’aelt;,r
12:0 0.0 £0.00 0.01+0.00 0.42 0.01+0.00 0.01+0.00 0.35 0.00+0.00 0.00+0.0 0.013£0.00 0.01+0.00 0.01
13.0 1101 0.60+0.08 0.00 0.98+0.25 0.57+£0.05 0.13 0.90+0.11 0.83+0.20 0.75 0.49+0.03 0.43+0.01 0.03
14:0 0.4£0.01 0.34 £0.01 0.00 0.28 £0.01 0.34£0.03 0.08 0.32£0.04 0.39£0.03 0.16 0.70£0.01 0.62 £0.01 0.00
15:0 0.6 +0.04 0.41£0.01 0.00 0.33£0.02 0.36 £0.03 0.40 0.34 £0.00 0.36 £0.02 0.26 0.33£0.01 0.30 £0.01 0.07
16:0 138105 12.06 £ 0.14 0.00 9.36 £ 0.09 9.23+0.32 0.71 10.41+0.46 9.33+0.29 0.06 11.19+£0.06 11.06 £ 0.09 0.24
17:0 0.8+0.02 0.51+0.01 0.00 0.92+0.01 0.74+£0.03 0.00 0.76 £ 0.03 0.51+0.03 0.00 0.58 +0.02 0.50+0.00 0.00
18:0 44+01 2.98£0.15 0.00 5.34 £0.23 439041 0.06 5211042 3.27+£0.20 0.00 3.97+£0.19 3.39£0.00 0.01
20:0 0.1£0.00 0.08 £0.00 0.00 0.04 £0.00 0.05+0.00 0.00 0.04 £0.00 0.04 £0.00 0.25 0.03£0.00 0.04 £0.00 0.00
22:0 0.1+0.01 0.05+0.01 0.23 0.06 + 0.01 0.03+0.01 0.08 0.02+0.00 0.03+0.00 0.10 0.04 £0.01 0.04 +£0.01 0.92
24:0 0.1+0.01 0.05+0.01 0.26 0.07 £0.00 0.07 £0.01 0.66 0.05+0.01 0.04 £0.00 0.14 0.04 £0.00 0.03+0.01 0.04
14:1n-8 0.0£0.00 0.03£0.00 0.29 0.09 £0.04 0.07 £0.03 0.72 0.06 £0.02 0.07 £0.03 0.90 0.03£0.00 0.03£0.00 0.32
15:1n-8 38+0.2 3.52+0.07 0.30 346 £0.10 3.25+0.18 0.34 3.33+£0.18 3.09£0.07 0.22 3.08£0.12 3.14+£0.10 0.72
16:1n-9 30+0.2 2.75+0.07 0.15 298 +0.08 2.80+0.13 0.27 265+0.15 250+ 0.06 0.38 294 +0.13 291+0.14 0.87
16:1n-7 24+0.1 267 +0.21 0.35 1.67+£0.13 2.81+0.37 0.01 2311034 390+0.38 0.01 352+0.14 3.71+0.09 0.28
16:1n-5 0.1£0.00 0.06 £0.00 0.44 0.05£0.00 0.06 £0.01 0.14 0.05£0.01 0.06 £0.00 0.15 0.10 £0.00 0.09 £0.00 0.1
17:1n-8 0.2+0.00 0.15£0.00 0.01 0.12£0.00 0.12£0.01 1.00 0.11£0.00 0.12£0.00 0.1 0.12£0.00 0.12£0.00 0.64
18:1n-9 15+0.1 1.41+£0.05 0.26 1.23+£0.07 1.36 £0.08 0.22 1.22 £0.06 1.49 £0.07 0.01 1.58 £0.05 1.49 £0.02 0.13
18:1n-7 35+0.1 2.77+0.11 0.00 328+0.10 3.16+0.18 0.56 266+0.17 254+0.12 0.55 3.85+0.04 329+0.17 0.00
18:1n-5 0.3£0.01 0.19£0.01 0.00 0.24 £0.01 0.14£0.03 0.00 0.23 £0.01 0.17 £0.01 0.00 0.16 £0.00 0.15£0.00 0.19
20:1n-11 2301 3.17+0.16 0.00 154 £0.10 2.09 £0.05 0.00 1.80+£0.12 2.38+£0.14 0.01 1.56 £ 0.03 2.07£0.10 0.00
20:1n-9 56+0.1 484 £0.07 0.00 446 +0.12 4.40+0.16 0.76 414 +£0.09 3.83+0.03 0.00 3.42+0.09 3.16 £0.02 0.02
20:1n-7 56+0.1 6.37 £ 0.21 0.01 395+ 0.11 438+017 0.05 4.18+0.08 464 +0.16 0.02 3.80+0.09 411+£0.13 0.06
22:1n-11 0.1£0.01 0.06 £0.01 0.60 0.03 £0.01 0.02 £0.01 0.44 0.04 £0.01 0.05£0.01 0.10 0.07 £0.00 0.10 £0.01 0.01
22:1n-9 0.1£0.01 0.16 £0.00 0.41 157 +0.74 0.09 £0.01 0.06 0.07 £0.01 0.05£0.00 0.01 0.04 £0.00 0.07 £0.01 0.01
24:1n-9 0.1+0.01 0.00+0.02 0.00 0.13+0.01 0.15+0.01 0.12 0.08 £0.00 0.13+0.01 0.00 0.07+£0.00 0.08 +0.00 0.07
18:2n-6t 1.8+0.1 1.90 £0.12 0.33 1.52 £0.07 1.48 £0.08 0.73 1.35+£0.05 1.25+0.06 0.19 1.20 £0.03 1.23+£0.01 0.37
18:2n-6 0601 0.67 £ 0.06 0.32 0.72£0.04 0.79£0.08 0.44 0.64 £0.07 0.74 £0.08 0.36 0.73+0.03 0.64 £0.05 0.17
18:3n-6 0.1£0.01 0.15£0.01 0.90 0.11£0.01 0.08 £0.01 0.01 0.08 £0.01 0.07 £0.00 0.32 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.89
18:3n-3 0.9+0.03 0.82+0.01 0.01 1.23+0.04 1.31£0.01 0.11 0.91+0.05 1.03+£0.03 0.06 0.83+0.02 0.83+0.02 0.95
18:4n-3 0.3+£0.03 0.26 £ 0.03 0.66 048 +£0.05 0.68+0.05 0.01 0.52 +£0.07 0.79+0.07 0.02 0.96 +0.05 0.84+0.08 0.23
20:2n-6 0.7+0.1 0.84 £0.07 0.15 0.67 £0.03 0.68 +0.02 0.80 0.64 £0.07 0.77 £ 0.06 0.17 0.58 +0.03 0.66 £ 0.01 0.02
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Branquias Musculo Manto Glandula digestiva
Acido graso Control Estrés agudo Valor Control Estrés agudo  Valor Control Estrés agudo  Valor de Control Estrés agudo  Valor
*ee. *e.e. de P *ee. +e.e. de P *e.e. *e.e. P *e.e. *e.e. de P
20:3n-6 0.1+0.00 0.11£0.01 0.12 0.12 £ 0.01 0.12 £ 0.01 0.40 0.13+0.00 0.11£0.01 0.11 0.21£0.01 0.18 £0.00 0.00
20:3n-3 0.1+0.00 0.11+0.01 0.03 0.07 £0.00 0.09 +0.01 0.00 0.07 £ 0.01 0.10+0.01 0.01 0.15+0.01 0.14+0.00 0.11
20:4n-6 (ARA) 55402 6.42+0.05 0.00 413+0.20 4.32+0.07 0.40 4.66 +0.06 493+0.15 0.11 513+ 0.11 5311015 0.33
20:5n-3 (EPA) 157104 16.43 £0.11 0.10 17.35+0.12 18.00 £ 0.06 0.00 21.69+0.49 21.55+0.81 0.89 24.25+0.35 25.30 £ 0.40 0.07
21:4n-6 0.1+0.00 0.08 £0.00 0.00 0.07 £0.00 0.10 £0.01 0.00 0.08 £ 0.00 0.15+0.01 0.00 0.15+0.00 0.14 £0.00 0.32
22:4n-6 0.5+0.02 0.47 £0.02 0.33 0.71+0.01 0.60 +£0.02 0.00 0.54 £0.03 0.45+0.01 0.02 0.65+0.01 0.55 +0.02 0.00
22:5n-6 0.1+0.01 0.05+0.00 0.01 0.11+0.00 0.09 +0.01 0.04 0.05+0.01 0.08 £ 0.01 0.03 0.07 £0.00 0.05+0.01 0.01
22:5n-3 24+0.1 3.60+0.18 0.00 2.89+£0.06 3.81+£0.23 0.00 244 £0.05 346+0.23 0.00 1.97 £0.04 295+0.24 0.00
22:6n-3 (DHA) 214+07 22.78+0.78 0.19 27.62+0.45 2717 +0.72 0.60 25.19+0.97 2468 +0.57 0.66 21.34+£0.10 20.18 £0.29 0.00
TO.SAT. 214104 17.08 £0.19 0.00 17.39 £ 0.11 15.79+£0.39 0.00 18.05+0.20 14.81+0.30 0.00 17.39+£0.24 16.41+0.10 0.00
TO.MONO 28407 28.21 +£0.53 0.79 24.80 £0.29 2490 £1.17 0.93 2295+1.04 25.01+£0.21 0.07 24.33+£0.26 2452 +0.21 0.58
TO.(n-11) 23+0.1 324 £0.17 0.00 1.56 +0.11 211+0.05 0.00 1.84+£0.13 243+0.14 0.01 1.63+0.03 217+£0.12 0.00
T0.(n-9) 103102 9.21+0.15 0.00 10.37 £0.54 8.80 £0.34 0.02 8.16+£0.23 8.00 £ 0.01 0.48 8.05+0.09 7.72+0.09 0.02
TO.(n-7) 116+0.2 11.82+£0.25 045 8.91+0.30 10.35 £ 0.66 0.06 9.16 £ 0.57 11.08 £0.34 0.01 1117 £0.12 11.10+£0.13 0.72
TO.POLY 502+1.0 54.70 £ 0.69 0.00 57.81+0.36 59.30 £0.82 0.12 59.00 £1.23 60.17 £0.12 0.35 58.28 £0.26 59.07 £0.31 0.07
TO.HUFA 459+12 50.08 +£0.76 0.01 53.36 £ 0.40 54.75+0.87 0.16 55.18 + 1.46 56.10 £ 0.22 0.54 54.52 +0.31 55.32 +0.39 0.13
TO.DI 31402 342+0.12 0.08 2.91+0.11 2.96 £0.06 0.74 2.63+0.17 2.76+0.10 0.54 2.50+0.08 2.53+0.07 0.80
TO.TRI 1.3+0.04 1.20 £0.01 0.19 153 £0.04 1.60 £0.03 0.19 119 £0.06 1.31+£0.04 0.09 1.25+0.01 1.22 £0.01 0.01
TO.TETRA 6.3+0.1 7.22+0.09 0.00 539+0.22 5.69 +0.06 0.20 5.81+0.08 6.32+0.08 0.00 6.89+0.08 6.86 £ 0.05 0.71
TO.PENTA 18205 20.08 £0.10 0.00 20.36 £0.15 21.89+0.30 0.00 2417 +£0.48 25.10 £ 0.80 0.34 26.29 +0.32 28.29 +0.63 0.01
TO.HEXA 214+07 22.78+0.78 0.19 27.62+0.45 2717 +0.72 0.60 25.19+0.97 2468 +0.57 0.66 21.34+£0.10 20.18 £0.29 0.00
TO.(n-6) 9.7+0.1 10.96 £ 0.08 0.00 8.64 +0.33 8.93+0.11 0.42 8.71+£0.19 9.35+0.16 0.02 9.73+0.06 9.68 £0.02 0.38
T0.(n-3) 408+1.0 44,01 £0.71 0.02 4964 +0.35 51.04 £0.93 0.18 50.81+£1.33 51.61+0.23 0.56 49.50 £ 0.21 50.24 £ 0.26 0.04
(n-3)/(n-6) 42+0.1 402+0.07 0.20 582+0.25 573+0.17 0.77 5.88 £0.26 5.54 £0.12 0.25 5.09 £ 0.01 5.19+£0.04 0.02
22:6/20:5 14+0.02 1.39+0.04 0.68 1.59 +0.03 1.51+0.04 0.11 1.16 £ 0.02 1.17 £0.07 0.92 0.88 +£0.02 0.80 £0.02 0.01
Satindex 2828+56 304.63 +3.83 0.01 32426+183  330.83+387 0.14 327.05+6.69 333.34 £ 0.56 0.36 320.14 £ 1.11 323.17+1.24 0.09
20:4/20:5 0.4 +£0.00 0.39+0.00 0.00 0.24 +0.01 0.24+£0.00 0.84 0.22+0.00 0.23+0.01 0.22 0.212 £0.00 0.210+ 0.00 0.66
Total (AG) 100.0 100.0 X 100.00 100.00 100.00 + 100.00 100.00 100.00
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Anexo C. Proporcidon (%) de acidos grasos en la fraccion neutra de los tejidos de mejillon M. edulis sometido a estrés térmico cronico.

N=3
Branquias Musculo Manto Glandula Digestivo

Acido graso Control + 6.6 Estrés cronico  Valor Control Estrés cronico Valor Control Estrés cronico  Valor de Control Estrés cronico  Valor
- tee. de P tee. de P tee. P tee. tee. de P

12:00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.00 0.03+0.01 0.04 £0.00 0.44 0.01+0.00 0.01+0.00 0.59 0.05+0.01 0.04 +£0.00 0.26
13.0 0.44 +£0.07 0.55+0.05 0.20 0.74+0.15 0.95+0.04 0.19 0.82+0.22 0.57+0.10 0.31 0.25+0.02 0.17£0.00 0.00
14:0 0.23 £0.02 0.19 £ 0.01 0.10 0.16 £0.04 0.38 £0.06 0.01 0.55 +0.04 0.51£0.11 0.74 2.83+0.12 243 +0.15 0.06
15:0 0.22 £0.02 0.17 £0.02 0.08 0.21£0.03 0.24 £0.01 0.27 0.27 £0.04 0.25+0.02 0.58 0.28 £0.02 0.31£0.02 0.27
16:0 3361015 3.16+0.22 0.46 394 +0.31 4.97 £0.65 0.18 6.01+0.36 5.95+ 0.64 0.94 13.51+0.61 12.57 £0.54 0.27
17:0 0.26 +0.00 0.23+0.02 0.16 0.32+0.05 042 +0.04 0.13 0.38+£0.01 0.35+0.03 0.36 0.27£0.01 0.28+0.00 045
18:0 2.37+£0.15 212 +0.04 0.13 478+0.13 5.25+0.53 0.40 3.00£0.28 3.24 £049 0.67 174 £0.11 2.00£0.15 0.18
20:0 0.04 £0.00 0.07 £0.01 0.04 0.08 £0.01 0.08 £0.01 0.93 0.05£0.01 0.05£0.01 0.71 0.04 £0.00 0.04 £0.00 0.99
22:0 0.08 +£0.02 0.08 +0.03 0.88 0.06 +£0.00 0.04 £0.00 0.01 0.03+0.01 0.03+0.00 043 0.06 +0.00 0.01+0.00 0.00
24:0 1.83+£0.04 143 £0.05 0.00 1.88 £0.88 3571097 0.22 1.34£0.20 140 £0.22 0.84 0.50+0.02 0.46 £ 0.00 0.03
14:1n-8 0.02 £0.00 0.02 £0.00 0.32 0.07 £0.03 0.03£0.00 0.1 0.05£0.01 0.16 £0.05 0.06 0.21£0.05 0.25£0.01 043
15:1n-8 3.84 £0.09 3.39+£0.16 0.02 2.48 £0.62 2.85+0.33 0.61 1.92+0.53 2.39+0.33 047 0.99+0.10 0.99 £0.03 0.98
16:1n-9 3.27+£0.13 3.27+£0.23 0.99 244 £0.52 275+0.28 0.61 1.88 £0.27 1.87 £0.27 0.99 0.86 +0.08 0.96 + 0.07 0.36
16:1n-7 165+0.15 154 +£0.16 0.60 285+0.79 298+1.15 0.92 6.11+0.78 6.92+1.33 0.61 15.03 £ 0.81 1425+0.78 0.50
16:1n-5 0.05£0.01 0.05£0.00 0.69 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.67 0.07 £0.01 0.07 £0.01 0.91 0.16 £0.01 0.16 £0.01 0.97
17:1n-8 0.12 £0.02 0.12 £0.02 0.94 0.12£0.00 0.12£0.01 0.85 0.31£0.04 0.26 £0.02 0.17 0.21£0.01 0.22 £0.02 0.67
18:1n-9 1.00 £0.07 0.75+0.02 0.00 111+£025 142+0.14 0.30 3.80+0.75 2.96 +0.58 0.39 466 +0.26 425+0.21 0.22
18:1n-7 1.17 £0.06 1.02+0.03 0.05 120 +£0.04 145+0.19 0.21 1.85+0.06 2.06 +£0.11 0.11 2.99+0.09 2.91+0.07 047
18:1n-5 0.07 £0.00 0.06 £0.00 0.14 0.06 £0.00 0.06 £0.00 0.76 0.05£0.01 0.04 £0.01 0.33 0.08 £0.02 0.05£0.00 0.21
20:1n-11 344 £0.11 3.67+0.18 0.29 3.39+£0.34 2.63+0.22 0.07 272047 2.63+0.22 0.87 0.83+0.02 1.28+0.10 0.00
20:1n-9 6.46 +0.37 6.06 £0.19 0.35 7.26+0.27 6.09 +0.40 0.03 5.57+0.26 5.76 £ 0.59 0.77 2.27+0.09 2.70+0.15 0.03
20:1n-7 7.67 £0.50 8.21 £0.11 0.30 744 £0.16 6.61+0.54 0.16 6.80 £ 0.33 7.37£0.67 045 240+0.17 3.18+0.24 0.02
22:1n-11 0.05£0.01 0.06 £0.01 0.31 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.33 0.05+0.01 0.05+0.01 0.89 0.04 £0.01 0.05£0.01 0.30
22:1n-9 0.07 £0.00 0.07 £0.00 0.51 0.21£0.02 0.16 £0.01 0.07 0.05+0.00 0.06 £0.0 0.04 0.04 £0.01 0.06 £0.01 0.10
24:1n-9 0.58 +0.03 0.35+0.03 0.00 1.80 £0.17 2.03+0.21 0.39 042 +0.07 0.43+0.06 0.91 0.15+0.02 0.16 £ 0.01 0.64
18:2n-6t 229+0.15 2.39+0.14 0.64 2.61+0.03 2.16 +£0.25 0.09 1.37 £0.17 1.54 +£0.23 0.54 0.43+0.03 0.53 +0.03 0.05
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Anexo C. Continuacion.

Branquias Musculo Manto Glandula Digestiva

Acido graso Control + 6.6 Estrés cronico  Valor Control Estrés cronico Valor Control Estrés cronico  Valor de Control Estrés cronico  Valor
- tee. de P tee. de P tee. P tee. tee. de P
18:2n-6 0.56 + 0.05 0.54 £ 0.04 0.77 0.88 £ 0.09 0.87 £0.03 0.92 1.01+0.16 0.74 £ 0.04 0.13 1.41+0.03 1.38 £ 0.05 0.73
18:3n-6 0.13+0.01 0.22 +£0.02 0.00 0.37 £0.02 0.36£0.03 0.92 0.04 £0.01 0.05+0.01 0.40 0.17 £0.00 0.15+0.01 0.07
18:3n-3 0.83+0.03 0.97 £0.09 0.19 1.46 +£0.07 2.04+0.15 0.00 1.53+0.25 1.68+0.21 0.66 1.26 £ 0.09 1.63+0.12 0.02
18:4n-3 0.29+0.04 0.43+0.04 0.02 0.41+0.08 0.73+£0.22 0.18 0.72+0.16 1.04+0.35 0.42 2.30+£0.25 218+0.13 0.69
20:2n-6 0.44 £ 0.01 0.47 £0.04 0.50 0.40 £ 0.05 0.62£0.11 0.08 0.92+0.08 0.91+£0.08 0.94 0.51+0.06 0.67 £0.07 0.10
20:3n-6 0.17 £0.01 0.13+0.01 0.00 0.12+0.01 0.17 £0.02 0.02 0.18£0.02 0.25+0.00 0.01 0.50 £ 0.01 0.48 £0.02 0.50
20:3n-3 0.12+0.01 0.15+0.01 0.25 0.08 £0.01 0.17 £0.05 0.12 0.18+0.03 0.25+0.07 0.39 0.23+0.01 0.33+£0.03 0.00
20:4n-6 (ARA) 9.47+0.24 9.19+0.16 0.34 6.48 £0.16 4.80+0.54 0.01 518+0.71 470+ 0.63 0.62 315+ 0.17 3.38+0.17 0.35
20:5n-3 (EPA) 16.61+£0.21 15.77 £0.72 0.28 15.53 £ 0.98 1417 +£0.48 0.23 16.32 £ 1.06 17.11+£1.28 0.64 20.93 £ 0.56 19.68 £ 0.13 0.05
21:4n-6 0.09 £ 0.00 0.14 £ 0.02 0.03 0.13+0.02 0.21+0.06 0.22 0.23+0.05 0.36 £ 0.11 0.30 0.21+£0.04 0.34+£0.05 0.08
22:4n-6 0.95+0.09 0.86+0.12 0.57 0.71+0.02 0.71+0.06 0.97 0.84 +0.09 0.69+0.10 0.27 0.71+0.06 0.69 + 0.04 0.70
22:5n-6 0.12£0.02 0.10£0.01 0.36 0.15+0.02 0.09 £ 0.00 0.01 0.05+0.01 0.12+0.02 0.00 0.06 £0.02 0.06 £0.01 0.81
22:5n-3 2.15+0.08 221+0.15 0.72 2.08 £0.03 1.82+0.18 0.17 2.01+0.07 2.06+0.25 0.84 1.09+0.10 1.45+0.17 0.09
22:6n-3 (DHA) 27.48 £0.32 29.78 £ 0.61 0.00 25.81 £ 0.61 25.81+0.79 1.00 25.32+0.82 2313+ 1.17 0.14 16.61 £ 0.98 17.26 £ 0.62 0.58
TO.SAT. 8.84+0.14 8.01+0.28 0.02 12.21+£1.22 15.95+0.36 0.01 12.46 £0.27 12.35+0.52 0.86 19.53 + 0.69 18.32+ 0.56 0.19
TO.MONO 29.45+0.73 28.64 £0.70 0.44 30.57 £ 0.41 29.30 £ 0.75 0.16 31.64 £1.01 33.03+0.88 0.32 30.91+0.97 31.48+0.38 0.60
TO.(n-11) 3.48+0.11 3.73+£0.18 0.25 3.46+0.33 2.68 £0.22 0.07 277+048 2.68+0.23 0.86 0.86 £0.02 1.34+£0.11 0.00
T0.(n-9) 11.38 £ 0.39 10.50 £ 0.08 0.04 12.81+£1.05 12.45 £ 0.65 0.77 11.71+£0.77 11.09 £ 1.08 0.64 7.98+0.19 8.13+0.24 0.64
TO.(n-7) 10.49 £ 0.45 10.78 £ 0.30 0.61 11.48 £1.00 11.04 £1.07 0.77 14.76 £ 0.59 16.35+0.79 0.13 2042 +0.72 20.34 £ 0.59 0.93
TO.POLY 61.71+0.59 63.35+0.89 0.15 5722 +1.27 54.75 + 0.60 0.10 55.90 + 0.80 54.62 +1.09 0.36 49.56 + 1.65 50.21+£0.94 0.74
TO.HUFA 57.16 £ 0.61 58.49 + 1.09 0.30 51.30+1.26 48.35 + 0.68 0.06 50.67 + 0.63 49.20 £ 0.85 0.19 45,07 £ 1.54 45,05+ 0.89 0.99
TO.DI 3.29+0.11 3.40%0.16 0.58 3.89+0.06 3.65+0.13 0.12 3.30+0.23 3.20+0.16 0.72 2.34+0.06 2.58 +0.05 0.01
TO.TRI 1.25+0.05 146 +£0.10 0.09 2.03+0.05 2.75+0.20 0.00 1.93+0.29 222+0.28 0.49 215+ 0.07 258 £0.12 0.01
TO.TETRA 10.80 £ 0.34 10.62 £0.21 0.65 7.73+£0.08 6.46 £0.35 0.00 6.98+0.75 6.78 £ 0.41 0.82 6.38+0.07 6.59 + 0.05 0.02
TO.PENTA 18.88 £ 0.15 18.09 £ 0.63 0.24 17.77 £1.00 16.08 £ 0.53 0.16 18.37 £ 1.11 19.29 £ 1.48 0.63 22.09 + 0.65 21.20 £ 0.30 0.24
TO.HEXA 27.48 £0.32 29.78 + 0.61 0.00 25.81+0.61 25.81+0.79 1.00 25.32+0.82 2313+ 1.17 0.14 16.61 £ 0.98 17.26 £ 0.62 0.58
TO.(n-6) 14.51+£0.28 14.47 £ 0.08 0.87 12.26 £ 0.03 10.73+0.50 0.01 10.54 £ 0.99 10.40 £ 0.56 0.90 944 +£0.12 9.86 £ 0.08 0.01
TO.(n-3) 4749 +0.34 49.32£0.84 0.06 4537+ 1.18 4475+ 0.85 0.67 46.08 + 1.42 4526 +1.27 0.67 4242 +1.73 4253 +0.90 0.95
(n-3)/(n-6) 3.28+£0.04 3.41+0.06 0.09 3.70+£0.09 4.26+0.26 0.05 4.85+0.64 445+ 0.27 0.58 448+0.13 4.31+0.07 0.27
22:6/20:5 1.66 +£0.03 1.91+0.08 0.01 1.71£0.10 1.84+£0.08 0.36 1.60+0.11 1.45+0.17 0.46 0.79+£0.04 0.88£0.03 0.1
Satindex 34230 £ 2.27 351.43+4.68 0.10 319.03 £ 6.55 305.95 +3.27 0.09 315.71 £ 3.87 308.44 +4.29 0.23 277.61+£7.86 280.27 £ 4.70 0.78
20:4/20:5 0.57+£0.01 0.59 +0.02 0.42 0.43+0.02 0.35+0.05 0.17 0.34 + 0.06 0.31+0.06 0.69 0.15+0.01 0.17+0.01 0.21

Total (AG) 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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Anexo D. Proporcion (%) de acidos grasos en la fraccion polar de los tejidos de mejillon M. edulis sometidos a estrés térmico cronico.

N=3.
Branquias Musculo Manto Glandula Digestivo

Acido graso Control + 6.6 Estrés cronico  Valor Control Estrés cronico Valor Control Estrés cronico  Valor de Control Estrés cronico  Valor
- tee. de P tee. de P tee. P tee. tee. de P

12:00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.00 0.03+0.01 0.04 £0.00 0.44 0.01+0.00 0.01+0.00 0.59 0.05+0.01 0.04 +£0.00 0.26
13.0 0.44 +£0.07 0.55+0.05 0.20 0.74+0.15 0.95+0.04 0.19 0.82+0.22 0.57+0.10 0.31 0.25+0.02 0.17£0.00 0.00
14:0 0.23 £0.02 0.19 £ 0.01 0.10 0.16 £0.04 0.38 £0.06 0.01 0.55 +0.04 0.51£0.11 0.74 2.83+0.12 243 +0.15 0.06
15:0 0.22 £0.02 0.17 £0.02 0.08 0.21£0.03 0.24 £0.01 0.27 0.27 £0.04 0.25+0.02 0.58 0.28 £0.02 0.31£0.02 0.27
16:0 3361015 3.16+0.22 0.46 394 +0.31 4.97 £0.65 0.18 6.01+0.36 5.95+ 0.64 0.94 13.51 +0.61 12.57 £0.54 0.27
17:0 0.26 +0.00 0.23+0.02 0.16 0.32+0.05 042 +0.04 0.13 0.38+£0.01 0.35+0.03 0.36 0.27£0.01 0.28+0.00 045
18:0 2.37+£0.15 212 +0.04 0.13 478+0.13 5.25+0.53 0.40 3.00£0.28 3.24 £049 0.67 174 £0.11 2.00£0.15 0.18
20:0 0.04 £0.00 0.07 £0.01 0.04 0.08 £0.01 0.08 £0.01 0.93 0.05£0.01 0.05£0.01 0.71 0.04 £0.00 0.04 £0.00 0.99
22:0 0.08 +£0.02 0.08 +0.03 0.88 0.06 +£0.00 0.04 £0.00 0.01 0.03+0.01 0.03+0.00 043 0.06 +0.00 0.01+0.00 0.00
24:0 1.83+£0.04 143 £0.05 0.00 1.88 £0.88 3571097 0.22 1.34£0.20 140 £0.22 0.84 0.50+0.02 0.46 £ 0.00 0.03
14:1n-8 0.02 £0.00 0.02 £0.00 0.32 0.07 £0.03 0.03£0.00 0.1 0.05£0.01 0.16 £0.05 0.06 0.21£0.05 0.25£0.01 043
15:1n-8 3.84 £0.09 3.39+£0.16 0.02 2.48 £0.62 2.85+0.33 0.61 1.92+0.53 2.39+0.33 047 0.99+0.10 0.99 £0.03 0.98
16:1n-9 3.27+£0.13 3.27+£0.23 0.99 244 £0.52 275+0.28 0.61 1.88 £0.27 1.87 £0.27 0.99 0.86 +0.08 0.96 + 0.07 0.36
16:1n-7 165+0.15 154 +£0.16 0.60 285+0.79 298+1.15 0.92 6.11+0.78 6.92+1.33 0.61 15.03 £ 0.81 1425+0.78 0.50
16:1n-5 0.05£0.01 0.05£0.00 0.69 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.67 0.07 £0.01 0.07 £0.01 0.91 0.16 £0.01 0.16 £0.01 0.97
17:1n-8 0.12 £0.02 0.12 £0.02 0.94 0.12£0.00 0.12£0.01 0.85 0.31£0.04 0.26 £0.02 0.17 0.21£0.01 0.22 £0.02 0.67
18:1n-9 1.00 £0.07 0.75+0.02 0.00 111+£025 142+0.14 0.30 3.80+0.75 2.96 +0.58 0.39 466 +0.26 425+0.21 0.22
18:1n-7 1.17 £0.06 1.02+0.03 0.05 120 +£0.04 145+0.19 0.21 1.85+0.06 2.06 +£0.11 0.11 2.99+0.09 2.91+0.07 047
18:1n-5 0.07 £0.00 0.06 £0.00 0.14 0.06 £0.00 0.06 £0.00 0.76 0.05£0.01 0.04 £0.01 0.33 0.08 £0.02 0.05£0.00 0.21
20:1n-11 344 £0.11 3.67+0.18 0.29 3.39+£0.34 2.63+0.22 0.07 272047 2.63+0.22 0.87 0.83+0.02 1.28+0.10 0.00
20:1n-9 6.46 +0.37 6.06 £0.19 0.35 7.26+0.27 6.09 +0.40 0.03 5.57+0.26 5.76 £ 0.59 0.77 2.27+0.09 2.70+0.15 0.03
20:1n-7 7.67 £0.50 8.21 £0.11 0.30 744 £0.16 6.61+0.54 0.16 6.80 £ 0.33 7.37£0.67 045 240+0.17 3.18+0.24 0.02
22:1n-11 0.05£0.01 0.06 £0.01 0.31 0.07 £0.01 0.06 £0.01 0.33 0.05+0.01 0.05+0.01 0.89 0.04 £0.01 0.05£0.01 0.30
22:1n-9 0.07 £0.00 0.07 £0.00 0.51 0.21£0.02 0.16 £0.01 0.07 0.05+0.00 0.06 £0.0 0.04 0.04 £0.01 0.06 £0.01 0.10
24:1n-9 0.58 +0.03 0.35+0.03 0.00 1.80 £0.17 2.03+0.21 0.39 042 +0.07 0.43+0.06 0.91 0.15+0.02 0.16 £ 0.01 0.64
18:2n-6t 229+0.15 2.39+0.14 0.64 2.61+0.03 216+0.25 0.09 1.37£017 154 £0.23 0.54 043+0.03 0.53+0.03 0.05
18:2n-6 0.56 £ 0.05 0.54 £0.04 0.77 0.88 £0.09 0.87 £0.03 0.92 1.01+0.16 0.74 £0.04 0.13 1.41+0.03 1.38 £0.05 0.73
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Anexo D. Continuacion.

Branquias Musculo Manto Glandula Digestivo
Acido graso Control + 6.6 Estrés cronico  Valor Control Estrés crénico Valor Control Estrés cronico  Valor de Control Estrés cronico  Valor
- tee. de P tee. de P tee. P tee. tee. de P
18:3n-6 0.13+0.01 0.22+0.02 0.00 0.37 £0.02 0.36 £ 0.03 0.92 0.04 +0.01 0.05+0.01 040 0.17+£0.00 0.15+0.01 0.07
18:3n-3 0.83 £0.03 0.97 £0.09 0.19 1.46 £0.07 2.04 £0.15 0.00 1.53+0.25 1.68 £0.21 0.66 1.26 £0.09 1.63+0.12 0.02
18:4n-3 0.29 £0.04 0.43£0.04 0.02 0.41+0.08 0.73+£0.22 0.18 0.72+0.16 1.04+£0.35 0.42 2.30£0.25 218+0.13 0.69
20:2n-6 0.44 +£0.01 047 +£0.04 0.50 0.40+0.05 0.62+0.11 0.08 0.92+0.08 0.91+0.08 0.94 0.51+0.06 0.67 £0.07 0.10
20:3n-6 0.17 £ 0.01 0.13+0.01 0.00 0.12+0.01 0.17 £0.02 0.02 0.18+£0.02 0.25+0.00 0.01 0.50 +0.01 0.48 +0.02 0.50
20:3n-3 0.12 £0.01 0.15£0.01 0.25 0.08 £0.01 0.17 £0.05 0.12 0.18 £0.03 0.25+0.07 0.39 0.23 £0.01 0.33£0.03 0.00
20:4n-6 (ARA) 9.47 £0.24 9.19+0.16 0.34 6.48 £0.16 4.80+0.54 0.01 518 £0.71 470+0.63 0.62 315017 3.38£0.17 0.35
20:5n-3 (EPA) 16.61 £0.21 15.77 £0.72 0.28 15.53 £ 0.98 1417 £0.48 0.23 16.32 £ 1.06 1711+£1.28 0.64 20.93 +£0.56 19.68 +0.13 0.05
21:4n-6 0.09 +£0.00 0.14 £0.02 0.03 0.13+0.02 0.21+0.06 0.22 0.23+0.05 0.36 £ 0.11 0.30 0.21+0.04 0.34 +£0.05 0.08
22:4n-6 0.95 £0.09 0.86 £0.12 0.57 0.71£0.02 0.71£0.06 0.97 0.84 £0.09 0.69£0.10 0.27 0.71£0.06 0.69 £0.04 0.70
22:5n-6 0.12 £0.02 0.10 £0.01 0.36 0.15+£0.02 0.09 £0.00 0.01 0.05£0.01 0.12£0.02 0.00 0.06 £0.02 0.06 £0.01 0.81
22:5n-3 2.15+0.08 221+0.15 0.72 2.08+0.03 1.82+£0.18 0.17 2.01+0.07 2.06+0.25 0.84 1.09£0.10 145+0.17 0.09
22:6n-3 (DHA) 2748 £0.32 29.78 £ 0.61 0.00 25.81+£0.61 25.81+£0.79 1.00 25.32£0.82 23.13+1.17 0.14 16.61+0.98 17.26 £ 0.62 0.58
TO.SAT. 8.84 £0.14 8.01£0.28 0.02 12.21£1.22 15.95 £ 0.36 0.01 12.46 £0.27 12.35+0.52 0.86 19.53 £ 0.69 18.32 £ 0.56 0.19
TO.MONO 29.45+0.73 28.64 £0.70 0.44 30.57 £0.41 29.30£0.75 0.16 3164 £1.01 33.03+0.88 0.32 30.91+£0.97 3148 £0.38 0.60
TO.(n-11) 348+ 0.11 3731018 0.25 3.46+0.33 268+0.22 0.07 2.77+048 2.68+0.23 0.86 0.86 +0.02 1.34£0.11 0.00
T0.(n-9) 11.38£0.39 10.50 £ 0.08 0.04 12.81+1.05 12.45 +0.65 0.77 11.71+0.77 11.09 £1.08 0.64 798+0.19 8.13+£0.24 0.64
TO.(n-7) 1049 £0.45 10.78 £0.30 0.61 11.48 £1.00 11.04 £1.07 0.77 14.76 £0.59 16.35+0.79 0.13 2042 £0.72 20.34 £0.59 0.93
TO.POLY 61.71 £0.59 63.35+0.89 0.15 57.22£1.27 54.75 £ 0.60 0.10 55.90 £0.80 54.62 £1.09 0.36 49.56 £ 1.65 50.21£0.94 0.74
TO.HUFA 57.16 £0.61 58.49 £ 1.09 0.30 5130 £1.26 48.35+0.68 0.06 50.67 £0.63 49.20 £0.85 0.19 45,07 £1.54 45.05+0.89 0.99
TO.DI 329+ 0.11 340+0.16 0.58 3.89+0.06 365+0.13 0.12 3.30+0.23 320+0.16 0.72 2.34+£0.06 2.58 £ 0.05 0.01
TO.TRI 1.25+0.05 146 +£0.10 0.09 2.03£0.05 2.75+£0.20 0.00 1.93+0.29 2.22+0.28 0.49 2.15+£0.07 2.58 £0.12 0.01
TO.TETRA 10.80 £0.34 10.62 £0.21 0.65 7.73+0.08 6.46 £ 0.35 0.00 6.98 £0.75 6.78 £ 0.41 0.82 6.38 £0.07 6.59 £ 0.05 0.02
TO.PENTA 18.88+£0.15 18.09 £ 0.63 0.24 17.77 £1.00 16.08 £ 0.53 0.16 18.37 £ 1.11 19.29 +1.48 0.63 22.09 +£0.65 2120 £0.30 0.24
TO.HEXA 2748 £0.32 29.78 £ 0.61 0.00 25.81+£0.61 25.81+£0.79 1.00 2532 £0.82 2313 +1.17 0.14 16.61+0.98 17.26 £ 0.62 0.58
TO.(n-6) 1451 £0.28 1447 £0.08 0.87 12.26 £0.03 10.73 £0.50 0.01 10.54 £0.99 1040 £0.56 0.90 944 £0.12 9.86 £0.08 0.01
TO.(n-3) 4749 £0.34 49.32 £0.84 0.06 4537 +1.18 4475 +0.85 0.67 46.08 £1.42 4526 £1.27 0.67 4242 £1.73 4253 +£0.90 0.95
(n-3)/(n-6) 3.28+0.04 341+0.06 0.09 3.70+0.09 4.26+0.26 0.05 485+ 0.64 445+0.27 0.58 448+0.13 431+0.07 0.27
22:6/20:5 1.66 £0.03 1.91+0.08 0.01 1.71+£0.10 1.84 £0.08 0.36 1.60 £0.11 1.45+017 0.46 0.79+0.04 0.88+0.03 0.11
Sat index 34230 £2.27 35143+468  0.10 319.03 £6.55 305.95 +3.27 0.09 315.71 £ 3.87 308.44 £4.29 0.23 277.61+7.86 280.27 £4.70 0.78
20:4/20:5 0.57 £0.01 0.59 £0.02 042 0.43+0.02 0.35£0.05 0.17 0.34 £0.06 0.31 £0.06 0.69 0.15£0.01 0.17 £0.01 0.21

Total (AG) 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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Anexo E. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de ARA, EPA y DHA en las branquias de los mejillones sometidos a estrés térmico
agudo y crénico comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante
(controles).
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Anexo F. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de ARA, EPA y DHA en el musculo de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo
y crénico comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante
(controles).
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Anexo G. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de ARA, EPA y DHA en el manto de los mejillones sometidos a estrés térmico agudo
y crénico comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante
(controles).
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Anexo H. Mapa de calor donde se visualiza el incremento en la concentracion de metabolitos
derivados de ARA, EPA y DHA en glandula digestiva de los mejillones sometidos a estrés térmico
agudo y crénico comparados con los mejillones que permanecieron a temperatura constante

(controles).
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