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Resumen de la tesis que presenta Leonel Pérez Carrasco como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacién en
Biotecnologia Marina.

Efecto de la acidificacidn en el desarrollo de dos etapas larvales de la almeja Panopea globosa

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth. Galindo Sdnchez Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El incremento de la concentracién de CO, atmosférico y la absorcién de éste por el océano ha
tenido como consecuencialadisminucién del pH del agua de mar. Esto ha llevado a que baje la
disponibilidad del carbonato de calcio para la biomimeralizaciéon de organismos marinos que
forman estructuras calcdreas como es el caso de equinodermos, corales y moluscos bivalvos
entre otros. Panopea globosa o almeja chiluda es un recurso importante en el Noroeste de
México con una produccion de mas de 1000 toneladas al afio. La especie pasa por seis etapas
durante su ciclode vida, siendo durante su desarrollo temprano cuando ocurren procesos como
la organogénesis, diferenciacién celular y el inicio de la calcificaciéon. Durante el desarrollo
larvario esta almeja tiene una vida plancténica, por lo que se encuentra a expensas de las
corrientes marinas que las transportany las mantienen en constante interaccién con los cambios
de losfactores ambientales comoloes el pH. En este trabajo, se expuso a larvas en etapastipo D
y umbonadade P. globosa adiferentes condiciones de pH: uno entre 7.3y 7.5y el grupo control
en pH 8.0. Bajo estas condiciones, se evalud su respuestafisioldgicay molecular. Los resultados
mostraron que hay un efecto en el crecimiento a partir del tercer dia en lalarva D, y desde el
segundo dia en la larva umbonada, con una reduccién de tamafio en las larvas expuestas a pH
mas acido en comparacion con las que se desarrollaron en pH 8.0. El efecto de la exposicién a
este cambio de pH también fue evaluado mediante determinacién de consumo de oxigeno,
donde se observé unincremento del consumo de oxigeno porefectodel pHacido y también por
efecto del estadio de desarrollo larvario. Asimismo se realizé un analisis de expresion de los
genes ATP sintasay anhidrasa carbdnicalos cuales presentaron una importante actividad en los
primeros dos dias de larva “D”, indicando que la expresidn de estos genes esta influenciada por
el proceso de desarrollo en adiciéon a las condiciones de acidificaciéon experimentadas por las
larvas durante las condiciones experimentales.

Palabras clave: Acidificacion, Panopea globosa, Anhidrasa carbdnica, ATP sintasa



Abstract of the thesis presented by Leonel Pérez Carrasco as a partial requirementto obtain the
Master of Science degree in life science with orientation in marine biotechnology

Effect of acidification on the development of two larval stages of the geoduck clam Panopea

globosa
Abstractapproved by:
Dr. Clara Elizabeth. Galindo Sanchez Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte
Thesis Co-director Thesis Co-director

The increase in atmospheric CO, concentration and the absorption of this by the ocean has
resultedin the acidification of seawater. This has led to lower availability of calcium carbonate
for biomineralization of marine organisms that form calcium carbonate structures such as
echinoderms, corals and bivalve molluscs. Geoduck clam Panopea globosa is an important
fishery in Northwest Mexico with a production of over 1,000 tons per year. The species passes
through six stages of development being including organogenesis, cell differentiation and the
initiation of calcification. During larval development is planktonic at expense of ocean currents
that transportthem keep them in directinteraction with the oscillation of environmental factors
such as pH. Inthisresearch two larval Veliger stages (Larvae D and umbonate) were exposed to
modified seawater to a pH between 7.3 and 7.5 and their response was compared against a
control group inseawater at pH 8.0. The results showed an effect on growth from the third day
in the larva D, and from the second day in the umbonate larvae, with a size reduction in larvae
exposed to more acidic pH compared to those remained at pH 8.0. The effect of exposure to this
change in pH was also evaluated by determination of oxygen consumption, where anincrease in
oxygen consumption was influenced by the pH conditions and the development stage od the
larvae. Analysis of gene expression of ATP synthase and carbonic anhydrase showed an
importantactivity inthe firsttwo daysfor the "D" stage larvae, indicating that the expression of
these genes is influenced by the development process in addition to the acidified conditions
experienced by the larvae during the experimental conditions.

Key words: Acidification, Panopea globosa, carbonic anhydrase, ATP synthase
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Capitulo 1. Introduccion

El océano absorbe alrededor del 25% del CO, atmosférico, y éste se disuelve en agua de mar para
formar acido carbdnico. En afios recientes, el océano ha absorbido cantidades cada vez mayoresy a
velocidades mas rdpidas. Este proceso estd alterando la capacidad del sistema de ajustarse a los
cambios de CO, que ocurren naturalmente y esta alterando perceptiblemente la quimica de los mares,
denominandose a esta condicién acidificacion ocednica. Bajo este contexto, el océano asimila el
excedente de CO, atmosférico a manera de amortiguamiento y la hidrdlisis de éste incrementa la
concentracién del ion hidronio (bajando el pH) simultaneamente al incremento del CO, acuoso, la
concentracidon delion carbonato [CO2;] como se muestraen la siguiente relacién: CO,+ CO?%; + H20 >
2HCO.; (Haugany Drange, 1996). Lo anterior hace menos disponible al ion carbonato dificultando
para los organismos marinos la biosintesis del carbonato de calcio el cual se presenta en dos formas:

aragonitay calcita (Haugan y Drange, 1996; Orr et al., 2005).

Las aguas marinas superficiales tropicales estdn generalmente sobresaturadas con respecto a los
minerales de carbonato (como calcitay aragonita) de los cuales los organismos marinos construyen sus
conchas y estructuras calcareas. A mayores profundidades, el agua de mar se vuelve subsaturada en
estos minerales y comienzan a disolverse. Nos referimos al grado en el que el agua de mar estd
saturada con respecto a estos minerales como 'estado de saturacidon'y se denotan usando la letra
griegaQ (omega). Porejemplo, cuando este valores menora 1, se dice que se encuentra subsaturado.
Un cambio enla concentracién de iones carbonato resultaen un cambio proporcional enlos valores de
Q argonita y Q calcita, de tal manera que a medida que continua la acidificacion, estos valores en la
superficie del océano se reducirdy a medida que disminuye el estado de saturacion, es mas dificil para
los calcificadores marinos precipitar el carbonato de calcio que necesitan para construir sus esqueletos
(NOOA. 2016. NOOA Coral reef watch. consultado el 27 de octubre del 2016 de:

http://coralreefwatch.noaa.gov/satellite/oa/description/oaps_intro_aragonite_ss.php)

Muchos organismos marinos tienen conchas o esqueletos de carbonato de calcio secretados en una
formade carbonato (con base a su formade aragonita) que se podrian disolverfacilmente si los mares
contindan acidificdandose y un cambio hacia condiciones mas acidas reducira la capacidad de tales
especies para formar sus conchas (Haugan y Drange, 1996; Laffoley y Baxter, 2009), dificultando la
biosintesis de carbonato de calcio en organismos marinos tales como corales (esqueletos de
aragonita), microalgas (testas de calcita), larvas de equinodermos y larvas de moluscos, porlo que la

acidificacion del océano afectaria a organismos y ecosistemas marinos en una variedad de maneras.
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Por ejemplo, unadisminucién en el estado de saturacion del agua de mar con respecto a los minerales
de carbonato (incluyendo tanto la calcita y aragonita) debilitaria la capacidad de los corales y otros
organismos que contienen carbonato cdlcico y por lo tanto para construir sus esqueletosylos arrecifes
que de ellos derivan, lo que representa un riesgo para su continuidad. Una disminucién en el pH del
océano también afectaria el crecimiento, la respiracion y la reproduccién de algunos organismos
marinos, asi como de forma general pueden llegar a alterar la biodiversidad de los ecosistemas

marinos (Raven et al., 2005; Caoy Caldeira, 2010).

Los cambios enla quimicadel océano probablemente afectaran ala vida marina. El pH bajo trae como
efectonoséloladisminucionde losiones carbonato (lo cual dificultalacalcificacion), sino que también
afectala regulacion dcido-basey otros procesos fisioldgicos. Ademas el aumento de la concentracién
de CO, también puede alterar la capacidad fotosintética de los productores primarios (Logan, 2010).
Los modelos de prediccion de acidificacion ocednica indican que el pH disminuird entre 0.3y 0.5
unidades para el afio 2100, siendo el pH actual de 8.11 (Haugan y Drange, 1996; Caldeira y Wickett
2005; Orr et al., 2005). Estudios de laboratorio sugieren que los moluscos, incluyendo especies que
soportan valiosas pesquerias marinas son particularmentesensibles a estos cambios, especialmente en
sus etapas larvales y juveniles (Gazeau et al., 2007; Kurihara et al., 2007a 2009b; Cohen, 2008; Barton,
2009).

El género Panopea (Menard, 1807) perteneciente a la Subclase Heterodonta; Orden Myoida;
Superfamilia Hiatelloidea y Familia Hiatellidae, incluye a uno de los bivalvos excavadores mas grandes
del mundo. Este género es comunmente conocido en inglés como “geoduck”, y en espafiol como
almejagenerosaoalmejachiluda. En México se reconoce dos especies Panopea generosa y Panopea
globosa. La almeja generosa es un recurso de alto valor econdmico y de reciente explotacion en la
region noroeste de México, en los estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora y Sinaloa. En
estapesqueriase capturan dos especies: P. generosa (de afinidad templada) que se capturaalo largo
de la costa Pacifico de Baja California; y P. globosa, (de afinidad tropical) en localidades dentro del
Golfo de California y en Bahia Magdalena, en la costa occidental de Baja California Sur (Calderdn-

Aguilera, 2011; Leyva-Valencia, 2012).

La almeja P. generosa se distribuye desde el sur de Alaska hasta Baja California (Moore, 1968; Goodwin
y Peace, 1989; Coan y Valentich, 2000), mientras P. globosa tiene distribucion en el Golfo de California
y seguln los ultimos reportes hasta Bahia Magdalena en el Océano Pacifico (DFO, 2000; Moore, 2001;

Feldman, 2004; Demeré et al., 2006; Leyva-Valencia et al., 2013).
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Las tasas de reclutamientoy mortalidad en adultos son bajas en miembros de P. generosa (Orensanz et
al., 2000). La tasa de crecimiento individual muestra un patrén espacial (Goodwin y Pease, 1991) y
crece con rapidez los primeros 10 a 15 afios (Strom et al., 2004). P. generosa presenta una tasa de
crecimiento que varia considerablemente de acuerdo con las condiciones ambientales como |a
temperatura, el sustratoyla profundidad, asicomo entre areas geograficas (Campbell et al., 2004). Asi
mismo ladepredacion esaltaal inicio de su etapa benténica (Goodwin y Shaul, 1984) y decrece a gran
velocidad después de un afio de edad (Sloan y Robinson, 1984). Las poblaciones de la especie poseen
como caracteristicas sus hdabitos sésiles, su baja tasa de reclutamiento a pesar de su alta fecundidad
(esto debido a la alta tasa de depredacion de las larvas), su longevidad y la baja mortalidad de los
adultos debidoaque por estarenterradaen el sustrato lo hace inaccesible alos depredadores excepto
al hombre. Estas caracteristicas hacen de la especie un buen candidato para el estudio de los efectos
del cambio climatico enlas poblaciones costeras pordos razones, la primeraes que debido a sus ciclos
de vidaextremadamentelargos presentan baja adaptacion a los cambios ambientales y la segunda es
gue debidoala baja depredacién de los adultos se puede asumir los incrementos de la mortalidad de

éstos a efectos fisiolégicos (Gonzalez-Pelaez y Luch-Cota, 2010).

En el afio 2000 la almejagenerosafueincluidaenlaCarta Nacional Pesqueradel Gobierno Mexicano y
durante 2006 y 2007, lapesqueriade almejagenerosaen México fue de 1,171 toneladas, con un valor
de $26,120,723 pesos (SAGARPA, 2007). En un escenario de calentamiento ocednico, las poblaciones
de P. generosa pueden verse afectadas, limitando su ocurrencia o restringiéndolas a habitats mas
profundos. Porsu parte, se cree que P. globosa la cual posee unaalta capacidad de toleranciatérmica,
pudieracompensarfisioldgicamente el incremento en la temperatura (Gonzalez-Pelaez y Luch-Cota,

2010).

La conchade los organismos marinos (como Panopea sp.) esta constituida de aragonita, una forma de
carbonato de calcio, éste reacciona con el acido carbdnico, que aumenta a medida que se acidifica el
océano (Brickey etal., 2012). El aumento observd doenla acidez de los océanos tendra efectos en los
organismos con concha de aragonita. Por el contrario, las larvas de P. generosa parecen tener mayores
tasas de supervivencia en un pH mas bajo (Bascom, 2011). Esto puede ser el resultado de su
preferencia por aguas mas profundas, que son mas acidas, sin embargo todavia no esta claro
exactamente el por qué Panopea generosa estd reaccionando mejor a la acidificacién de los océanos

cuando otros organismos marinos se destacaron por su respuesta negativa.

El pH es un factor con efecto en el desarrollo biolégico, cumpliendo un papel importante en los

procesos fisiolégicos y celulares y los mecanismos de su regulacidon son energéticamente costosos. Se
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ha calculado que en organismos eucariontes se mantiene un pH intracelular entre 7.0y 7.4 (Madshus,

1988).

La razén por la que el pH citosdlico debe seraltamenteregulado es porque es un factor importante en
el funcionamiento de multiples enzimas, las cuales actian en rangos especificos de pH. Ejemplo de
esto es la Fosfofructocinasa, una enzima importante en la glucdlisis cuya actividad aumenta
fuertemente con losincrementos de pHen intervalos pequefios a partir del pHfisiolégico (Fidelman et
al., 1982; Ui, 1966), Otra enzimalainsulina, que al aumentarel pH, estimula el lactato anaerdbico una
enzima clave de la glucdlisis, mediante la activacion del translocador Na * / H*~ en la membrana
plasmatica (Moore, 1981). El pH también juega un papel importante en la sintesis de ADN y ARN, ya
que el funcionamiento de las enzimas polimerasas también son influenciadas por este factor, y su
actividadincrementaun pH cercano a su valor fisioldgico. El pH 6ptimo de las polimerasas de ADN es
generalmente altoylaactividad aumenta con el aumento de pH 7.0 a 8.0, que abarca el pH fisioldgico
normal (Gerson, 1982). Esto probablementese puede deberal incremento de la energia libre causado
por la hidrolisis de ATP y otros nucledsidos trifosfatos observé dos cuando hay incremento de pH

(Alberty, 1968).

La sintesis de proteinas también se ve afectada por el pH ya que se ha encontrado un fuerte aumento
en la tasa de sintesis a partir de un pH de 6.9 y con un éptimo de 7.4 (Winkler, 1982). También la
contractibilidad de las proteinas actinay miosina puede ser afectada por pequefios cambios en el pH,
ya que en valores acidos reduce su contractibilidad (Condeelis y Taylor, 1977), ademds de que el

desensamble de los elementos del citoesqueleto aumenta con pH alcalino (Regula et al., 1981).

La variacion de pH también juega un papel en la regulaciéon del ciclo celular ya que incrementos y
disminuciones del pH citosélico pueden inducir o retrasar la mitosis en muchos tipos de células.
Estudios en diversas especies como el protozoario Tetrahymena pyriformis y el moho del fango
Physarum polycephalum determinaron que levesincrementos del pH(7.2a 7.5) anteceden ala mitosis,
logrando retrasarlade manera artificial si el pH era disminuido experimentalmente (Gerson y Burton,
1977; Gillies y Deamer, 1979; Steinhardt y Morisawa, 1982). Incrementos en el pH intracelular (junto
con otros factores) parecen inducir el paso de las células de las Fase G, y G; a fase S mediante la

activacion de factores de crecimiento (Madshus, 1988).

Porloanterior, se puede establecerunareglageneral de que la actividad metabdlica celular aumenta
con el incremento de pH (Madshus, 1988). Debido a esto el pH citosdlico es altamente regulado. Un

importante mecanismo de regulacion delpH en células eucariontes es el transporte de tipo antiporter
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Na*/H* (importantes reguladores después de incrementos de pH por hormonas y factores de
crecimiento). También los antiportes ayudan a regular el pH después de la liberacion del acido o del
alcali, pero su funcionamiento varia de acuerdo al tipo de célula. El simporter Na*/HCO* es un
mecanismo de regulacion de pHque se encuentra en células especializadas en el trasporte transcelular
de dacidos y las bombas ATPasa de H* que ayudan al transporte de protones estan presentes en las

membranas de vacuolas (Madshus, 1988) cdmo mecanismo regulador del pH celular.
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Acidificacion

Existen modelos predictivos de futuros escenarios de acidificacién, los cuales indican que el pH
ocednico bajara de 0.3 hasta 0.5 unidades para el afio 2100, siendo el pH oceanico actual de 8.1
(Haugan y Drange 1996; Caldeira y Wickett 2005; Orr et al., 2005). Esto podria tener implicaciones
socio-econdémicas, porejemplo, deltotal de la produccidn pesquerade Estados Unidos en el afio 2007,
los moluscos representaron alrededor del 19% con unvalor de $748 millones de ddlares enlosingresos
de ese afio (Andrews et al 2008; Cooley y Doney, 2009). Por lo que un aumento en la acidificacion del

océano, puede implicar un posible efecto sobre estas pesquerias.

Recientemente, se han propuesto modelos dénde los cambios futuros de pH alterarian la distribucién
de las especies calcificantes, Los efectos sobre la reproduccidn, crecimiento y supervivencia, son
consistentes con un modelo previo de los impactos de la acidificacion del océano debido a lardpida
calcificacion enlaslarvas de bivalvos, y sugieren un cuello de botella para dichas especies (Azevedo et

al., 2015; Waldbusser et al., 2015).

2.2 Efectos de la acidificacion en organismos marinos

Con el fin de determinar la respuesta de los organismos marinos a la acidificacion, se han realizado
estudios principalmente en aspectos fisioldgicos y morfométricos (como tasa de formacién y grosor de
la concha), que han mostrado efectos fisioldgicos negativos de la acidificacion de los océanos que
incluyen el deterioro de laregulacion acido-base, lareproduccién, respiracion, el metabolismo, y una

mayor mortalidad (peces, erizos de mar, krill) (Fabry et al., 2008; Portner, 2008).

La energia es necesaria para mantener la homeostasis fisiolégica en respuesta al cambio ambiental.
Frecuentemente, aunque se supone que las respuestas a los factores de estrés ambientales implican
altos costos metabdlicos, las bases bioquimicas de las demandas reales de energia rara vez se
cuantifican. Se encontrd en estudios de crecimiento de larvas de erizo de mar Strongylocentrotus
purpuratus bajo condiciones experimentales de pH (800 um de presidn parcial de CO2), el tamafio, la
tasa metabdlica, el contenido bioquimicoy la expresidn génica no fueron diferentes en las larvas que

crecen bajo control; sin embargo, las velocidades in vivo de sintesis de proteinas y transporte de iones
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aumentaron ~ 50% bajo acidificacion. Es importante destacar que los resultados de los aumentos
fisioldgicos in vivo en el transporte deiones, en el estudio mencionado anteriormente, no se observd

ron a partir de la actividad enzimatica total o la expresidn génica (Pan et al., 2015).

2.2.1 Estudios fisiologicos en moluscos

Estudios sobre el efecto del pH en larvas de Saccostrea glomerata expuestas a pH de 8.1 (como
control) en comparaciéon con pH experimentales de 7.9 y 7.6, mostraron un incremento de la
mortalidad de las larvas, anormalidades en la formacion de la concha (indicativo de problemas de
depositacion de carbonato) ladisminucién en el crecimiento anteroposterior y dorsoventral asi como
elretrasode etapas del ciclo de vida (Watson et al., 2009). En el caso de especies como Mytilud edulis
en el mar béltico, estudios sobre juveniles mantenidos a pH acidos indican que si bien no hay efectos
sobre el proceso de calcificacidn, atribuido a la exposicion natural a pH bajos en las poblaciones de
donde son originarios, se haregistrado unaumentoenlaexcrecién de NH,* y el incremento de la tasa
metabdlica con la disminucién del pH (Thomsen y Melzer, 2010; Thomsen et al., 2010). Ademas,
aunque otros procesos fisiolégicos se ven afectados por el pH, se ha demostrado que con
manipulaciones quimicas Unicas del agua de mar, el desarrollo y crecimiento de la concha larval en
bivalvos dependen del estado de saturacion del agua de mar y no de la presion parcial o del pH del

diéxido de carbono (Waldbusser et al., 2015)

2.2.2 Estudios de expresion de genes y transcriptdmica en moluscos

El desarrollo de las dreas de la gendmica y la transcriptémica, ha permitido explorar la respuesta
fisioldgicaanivel de expresiéon de genes, para tratar de entender desde un punto de vista integral del

efecto de la acidificacion sobre los organismos marinos (Hofmann et al., 2008).

Para este fin, lagendmicafuncional proporciona herramientas para analizar el efecto de la expresién
de genes. Por ejemplo uno de los primero andlisis en este campo, fue con el microarreglo disefiado
para C. virginica (NCBI GEO Series GSE14793), el cual fue utilizado en organismos recolectados en
ambientesimpactados por contaminacidn con metales pesados. A partir de este analisis, se reportod la

expresion de genes relacionados a las vias fisiolégicas de respuesta a estrés por contaminacion,
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temperaturay pH, encontrandose que disminuye laexpresion de genes de proteinas dependientes de
ATP y de la maquinariacelular, eincrementala expresion de genes mitocondriales que intervienen en

el proceso de fosforilacién oxidativa (Champan et al., 2011).

La transcriptomicaatravés del RNA-seqtambién ha ofrecido herramientas para evaluar el problema de
la acidificacion del océano. Uno de los invertebrados marinos mas estudiados es el erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus, que mediante el analisis de metadatos se han identificados los
procesos masinfluenciados porladisminucion del pH(Evansy Watson-Wynn, 2014). Procesoscomola
produccién de energia, la fosforilacién oxidativa y del ciclo del acido tricarboxilico (mediante la
depresion metabdlica), el transporte de protones para la regulacién celular del pH (por medio de las
bombas Na/K ATPasa) y la calcificacion (transportadores de calcio y proteinas de matriz de la concha)
son algunos de los procesos que se reportan mayormente afectados y de manera particular lo
relacionado con la calcificacién (Evans y Watson-Wynn, 2014). Estos estudios también se han
realizados en especies del zooplancton antartico, como en el Krill Euphausia superba donde la
secuenciacién de sutranscriptomaen respuestaal estrés ambientalha demostrado la participacion de
las chaperonas moleculares HSP70y HSP90, asi como de la enzima glutatiéon S-transferasa relacionada

con larespuesta al estrés por cambios ambientales (Clark et al., 2011).

Este tipo de estudios también ha generado informacidonimportante en especies de moluscos bivalvos
como en Chlamys farreriy la ostra Pinctada martensiidonde el transcriptoma del manto en adultos se
ha obtenido mediante pirosecuenciacion (llumina). En este estudio, se encontré que los genes
involucrados en la calcificacién fueron afectados porel descenso del pH, principalmente las proteinas
de la matrizde la concha. Dentro de estas proteinas se encuentranlaperlinaylanacreina, (encargadas
delaformacién de las capas de calcitay aragonita) calmodulinay proteinasricas en lisina y glisina (Shi

etal.,, 2013a, 2013b).

Diversos estudios han utilizado la técnica de gPCR (Quantitave Polymerase Chain Reaction, por sus
siglas en inglés) en combinacidn para evaluar los efectos ambientales sobre invertebrados marinos,
particularmente en bivalvos. En el caso de moluscos han sido propuestos genes candidato de estudio

para respuesta a estrés por acidificacion y calcificacion (Hofmann et al., 2008).

Estos genes, hansido evaluados mediante la técnica qPCR y se ha documentado simultdneamente el
efecto de la temperatura y el pH en adultos de Pinctada fucata. En esta especie, se cuantificd la
expresion de genes en escenarios de pH de 8.1 hasta 7.7 y temperaturas de 27°C hasta 31°C donde |la

expresion de aspeina, calmodulina, nacreina, she-7-F10y hsp70 fueron alteradas (Liu et al., 2012). No
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obstante, es importante evaluar estos efectos en estadios larvales tempranos, ya que es en estas

etapas en la que son mas vulnerables a los efectos de acidificacion.

Por otra parte, se ha evaluado larespuestatranscriptémicay los efectos de los patrones de expresién
génicas en especies de moluscos expuestas acondiciones experimentales de acidificacién en como el
mejillén M. edulis, el ostion Crassostrea virginica y |las ostras P. fucata y S. glomerata (Watson et al.,
2009; Champan et al.,, 2011; Hining et al., 2012; Wenguang et al., 2012). Estos estudios se han
realizado mediante la técnica del RNASeq, donde ademas de estudiar los genes ya mencionados
involucrados en la formacidn de la concha, también se han estudiado genes como el de la bomba
sodio-potasio ATPasa, glutamato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y la anhidrasa carbdnica

(Hining et al., 2012).

Al evaluarlaexpresion de genesrelacionados con la calcificacién y la formacion del periostraco (como
la tirosinasa (Tyrl) y su isoforma (Tyr2), asi como la quitinasa y la quitinasintasa) en manto de M.
edullis, se ha encontrado que éstos se ven regulados con los cambios del pH. Sin embargo, aunque
genes como el canal ATPasa de calcio (necesario para el transporte del calcio en laformacion de la
concha) no sevié alterado, este estudio ayudd aencontrar posibles rutas de regulacién al efecto del pH

(Huning et al., 2012).

En el caso de laanhidrasacarbdnica, se trata de una metaloenzima ubicua que se encarga de catalizar
la hidratacion reversible del bioxido de carbono (CO% + H,0 ¢> HCO; + H *) y contribuye ala regulacion
del pH intracelular durante la absorcién de péptidos de protones acoplados (Lehenkari et al., 1998).
Este gen ha sido caracterizado en la matriz organica del esqueleto en varios metazoarios como en los
corales Sinularia polydactyla y Tubastrea aurea el mejillén Unio pictorum, y el caracol Lotia gigantea,
asicomo en esponjasy equnodermos (Rahman, Isa y Uehara, 2005; Marie et al., 2008; Tambutté et al.,
2007; Jackson et al, 2007 y Mann et al., 2008) y se cree que es esencial en el proceso de
biomineralizacién debido a que el carbonato, un producto de su proceso catalitico puede reaccionar

con los iones de calcio para formar carbonato de calcio (Marie et al., 2013)


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=author:%22Lehenkari+P.%22
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2.3 Caracteristicas biologicas y de desarrollo en Panopea spp.

2.3.1 Caracteristicas biolégicas en Panopea spp.

La almejagenerosa Panopea spp. fue avistada por primeravez en Baja Californiaa finales de la década
de los noventa pero en 2002 se otorgaron los primeros permisos para su pesca prospectiva y de
fomento mientras que en 2004 se otorgaron los permisos de pesca comercial. En 2007 se establecié el

primer plan de manejo costero (DOF, 2012).

Se ha determinado que dentro del género, P. generosa es la de mayor talla (De 212 a 250 mm de
longitud de la concha) con un peso maximo de 3.25 kg y, un promedio de 1 kg (Goodwin y Pease,
1989). Ademads, esunode los bivalvos maslongevos del mundo y puede alcanzar edades de hasta 146

afios (Bureau et al., 2002).

Panopea spp. presenta fertilizacion externa, las hembras liberan de siete a diez millones de huevos
(DFO 2000) y aparentemente no existe reduccidn de la fecundidad con la edad (Sloan y Robinson,
1984). En el caso de la almeja P. globosa (Figura 1), la actividad reproductiva empieza en octubre y
termina en marzo, con un pico claro en noviembre, aparentemente sincronizado para que la etapa
larval coincida con la mayor produccién primariaanual de laregion (Calderdny Aragén, 2011). Por otra
parte P. generosa tiene actividad reproductiva la mayor parte del aiio, pero sin un periodo tan claro

como P. globosa (Calderdn y Aragon, 2011).

Figura 1 Panopea globosa, conocida cominmente como almeja de sifén,almeja generosa o almeja chiluda
(imagen cortesia Dr. Pedro Cruz)
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2.3.2 Ciclo de vida en Panopea spp.

La almeja Panopea spp. tiene seis etapas o estadios de desarrolloa lo largo de su ciclo de vida (Figura
2). El primer estadio es el dvulo fertilizado o cigoto, que mide apenas 80 pm; seguido de las etapas
larvales de larva trocéfoera, caracterizado por una forma de pera, una banda de cilios y una longitud
de alrededor de unas 93 um, le sigue la etapa de la larva veliger, que crece hasta 110 um durante los
siguientes cinco dias y posee una forma caracteristica de “D”, las larvas umbonada temprana,
umbonadaintermediay umbonadatardia enlas que va cambiando de forma y tamafio (modificando la
forma “D” por una masredondeaday presentando el umbo) por aproximadamente 7 dias y creciendo
de 180 pum hasta 310 um. Durante estas etapas (Tabla 1), las almejas en el océano estan sujetas al
transporte de olasy corrientes, y tienen una limitada capacidad de movimiento en el agua, lo que las
hace vulnerables a los cambios en las condiciones ambientales dentro de las corrientes. La etapa
pediveliger, enlaque se prepara para migrar haciael fondo presentaun umbo definido, aparece el pie
(6rgano para escavar en el fondo) mide hasta 340 um y tiene una duracién de dos dias. En la etapa de
postlarva, posterior a la metamorfosis y donde migra al fondo, su tamafio es de 1.5 mm y 35 dias
después, se convierte en un ejemplarjuvenil de hasta 7.5 mm, que cava activamente en el fondo para
protegerse en el sedimento de sus depredadores. Durante |la sextay Ultima etapa en su ciclo de vida,
la etapaadulta, vive enterrada (profundidad aproximada de un metro) lo que las hace casiinvulnerable

a sus depredadores (Calderén y Aragdn 2011; Ferreira-Arrieta et al., 2015).

Veliger

Juvenil

Adulto

Figura 2 Ciclo de vida de Panopea spp el clico de vida estd compuesto por las etapas de cigoto, larva trocéefora,
dos larvas veliger seguida de una larva pediveliger, la postlarva, juvenil y adulto.
(Imagen:http://www.asnailsodyssey.com/LEARNABOUT/CLAM/clamRepr.php)



http://www.asnailsodyssey.com/LEARNABOUT/CLAM/clamRepr.php
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Tabla 1 Etapasycaracteristicasde los estadios larvales de Panopea globosa (Ferreira-Arrieta et al., 2015)

Etapa Caracteristicas Tamaiio Tiempo de
aparicion

9331+ 20 hrs después 4 horas
Forma de Peray
Larva Trocofoera 1.6 um. de la
banda de cilios

fertilizacion.
Concha en Forma 110+ 3.0 Obtenida 24 5 dias
Veliger visagra recta
de “D” pm. hrs
181+3.7 Obtenida entre 1dia
Comienza a
Etapa Umbonada pm los dias5y 6
redondearse la
Temprana después de la
concha “D”
fertilizacion

Etapa Umbonada 208+ 6.6 Obtenida entre Entre 3y 4
Forma redonda
intermedia pm losdias 9y 10 dias
Etapa Umbonada Crecimiento del 311+39 Obtenida entre Entre 1y 2
Tardia umbo pm losdias 11y 12 dias

Umbo conspicuo 343+43 Obtenido entre 2 dias
Pediveliger y aparicion del pm losdias 12y 14
pie.

Dentro del ciclo biolégico, las etapas larvales se consideran particularmente susceptibles al cambio
climatico, debido a que estan aexpensas del transporte de las corrientes marinas y no pueden migran
encaso de que las condiciones no sean favorables. Resultados recientes con larvas de S. glomerata que
son sensibles a una concentracién alta de CO,, mostraron que son afectadas negativamente por la
exposicion a condiciones de pH de 7.9y 7.5, valores pronosticados para los océanos del mundo para

los afios 2050 y 2100 respectivamente (Watson et al., 2009).

Debidoa laimportanciaecondmicade estapesqueriay ante los escenarios de acidificacién del océano,
es importante generar la informacidn acerca del efecto de la disminucién del pH ocednico en esta
especie.Porloque eneste trabajo se evalud larespuestaal pHen dos estadios del desarrollo larval en

Panopea globosa, a partir de larvas obtenidas de progenitores del Alto Golfo de California.
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Capitulo 3. Justificacion

El campo de la acidificacién ocednica es de interés sobre todo por el efecto que ésta tiene sobre los
organismos marinos de importancia comercial y afecta a especies de moluscos en laformacién de la
concha, incluidas especies como M. edulis, C. gigas, Panopecten magellanicus y Mercenaria
mercenaria que representaron alrededor del 19% de los 34 mil millones de délares de la produccién
pesqueraen 2007, por lo que estimaciones en el efecto del descenso del pH en los océanos predicen

serios efectos socioecondmicos (Andrews et al., 2008; Cooley y Doney, 2009).

En el caso de las pesquerias de las especies del género Panopea, éstas representan un importante
ingreso econdmico enlossitios dondese capturan. Porejemplo, en el estado de Washington (EUA), la
pesqueria de almeja generosa (P. generosa) genera un ingreso de 32 millones de délares al afioy la
acuiculturade estaespecie haexperimentado recientemente un crecimiento significativo debido ala
importancia econémica de esta especie (Bascom, 2011) mientras que en el noroeste de México esta

pesqueria representd un ingreso de 26,120,723 MXN entre los afios 2006 y 2007 (SAGARPA, 2007) .

Por lo que en este trabajo se propone realizar un estudio para generar informacion sobre el efecto de
los cambios de pH en larvas Dy umbonadade P. globosa dado que potencialmente es una etapa critica
para la sobrevivencia de este organismo. Estos datos pueden contribuir, alageneracion de informacién
para el manejo ensistemasacuicolas y en las pesquerias de estaespecie en México, principalmente en

Baja California.
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Capitulo 4: Hipaétesis

La disminucion del pHde 8.1 (correspondiente al pH actual del océano) a 7.3 afectard el desarrollo en
laslarvas enetapaD y umbonadade P. globosa, debido al estrés que provocard y se vera reflejado en
un menor crecimiento, alteraciones alatasa metabdlicayenlaexpresidon de genes que intervienen en

la calcificacion y la respuesta a estrés.
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Capitulo 5: Objetivos

5.1: Objetivo general

Evaluar la respuesta fisioldgica, metabdlica y la expresién de los genes que intervienen en la

calcificacion y la respuesta a estrés en larvas de P. globosa provocadas por la disminucidn de pH en

condiciones experimentales.

5.2: Objetivos especificos

1

Identificar In silico a partir de los datos previamente generados de un transcriptoma de P.

globosa, los genes de interés y de referencia relacionados con la respuesta a la acidificacion.

Evaluar la respuesta metabdlica mediante la medicion de consumo de oxigeno, de larvas en

estadio veliger “D” y umbonada de P. globosa ante la disminucién de pH.

Evaluar el proceso de crecimiento en larvas de P. globosa.

Validar los genes seleccionados como genes de referencia.

Evaluar la expresién génica por medio de g-PCR de los genes de respuesta a estrés y

calcificacion.
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Capitulo 6: Materiales y métodos

6.1: Organismos de estudio

Se manejaron doslotes de larvas en diferentes etapas de desarrollo, larva de charnelarecta en estadio
de veliger D (“stright hinge”), la cual tenia un dia de edad al momento de la llegada al laboratorio y
larvaveligerumbonada de entre cincoy seis dias de edad, las cuales fueron producto de un desove en
el Laboratorio de Biotecnologia de Moluscos del 110 a cargo del Dr. Zaul Garcia Esquivel, Los
reproductores que se usaron en estos desoves (cuatro hembras y siete machos) provenian de San
Felipe, en el alto Golfo de California. Durante las condiciones, las larvas fueron alimentadas con la
microalga Isochrysis galbana (15000 a 20000 ce/ml.) y fueron mantenidas en dos grupos a diferente

tratamiento de pH: grupo control con pH de 8.1y el grupo experimental a pH entre 7.3y 7.5.

6.2: Disefo experimental

Serealizé un desove porinduccidon quimicay una posteriorfertilizacidon (Garcia Ezquivel, sin publicar),
de la cual se cuantificaron los cigotos viables y se repartieron en doce recipientes de 4 litros. Estos
recipientes se colocaronenunbafioa 21°C para mantenerlatemperatura constante, 6de los cuales se
mantuvieron a pH 8.1 (control) y 6 a un pH experimental de entre 7.3y 7.5 (condicidon acidificada). El
agua fue acidificada mediante inyeccién de CO, hasta alcanzar el pH deseado y se hicieron recambios
cada 24 horas durante el tiempo que durd el experimento. El agua que se usé para el recambio fue
filtrada e irradiada con ultravioleta para asegurar su esterilidad y se alimentd después de cada
recambio con Isochrysis galbana. Se realizaron dos ensayos donde se utilizaron dos lotes de larvas
diferentes, el primero de larva en estadio D, con 6 dias de duraciéon y el segundo ensayo con larvas de
estadio umbonada con una duracion de 7 dias (Figuras 3 y 4), de los seis recipientes de cada
tratamiento, tres correspondieron a las réplicas para el analisis morfométrico, y los ultimos tres

correspondieron a las réplicas del andlisis de expresidon de genes.
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Figura 4 Sistema experimental, consistié en recdpientes de alrededorde 4 litros donde se contuvieron a las larvas en los

ensayos realizados, fueron colocados en un bafio de agua para manteneruna temperatura constante y evitar asilas

variaciones en el pH.

6.3: Efecto del pH acido en la morfometria y en el crecimiento

Se tomaron muestras de larvas que fueron tefiidas con el colorante vital rojo neutro (que tifie

Unicamente las larvasvivas) y fueron fijadas con formalina al 4%. Estas muestras fueron observé das en

el microscopio confocal Zeiss, usando el objetivo 10X para buscar malformaciones en la concha las

mismas que fueron medidas usando el programa Axiovition3.4. Se midieron entre 30 y 45 por

muestra, a las cuales se les midio largo, ancho y area de la concha.
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6.4: Estudio de consumo de oxigeno

Se realizaron 2 respirometrias de la larva veliger D de 2 y 5 dias edad y 4 respirometrias de la larva

umbonada de 2, 4, 6y 7 dias de edad.

Para evaluarel consumo de oxigeno en las larvas se utilizé un respirémetro Loligo® Systems® 0X11930
(Figura 5). El sistema consta de una placa con 24 camaras de 750 uL de capacidad cada una, de las
cuales se usaron 18 para el andlisis experimental y se dejaron seis como control. En cada una de las
camaras experimentales se depositaron entre 130 y 160 larvas y se agregd agua del pH
correspondiente durante el periodo experimental. En los controles se agregé 750 L de agua de mar al
pH correspondiente de acuerdo al tratamiento sin larvas. Se tomé lectura de la concentracién de
oxigeno cada minuto durante unahora, tiempo suficiente para que nodisminuyera el oxigeno disuelto
a menos del 20%, al término de la cual, las muestras fueron tefiidas con rojo neutro y fijadas con
formalina al 4% para su conteo. Los datos de las lecturas realizadas fueron promediados y divididos
entre el nUmero de larvas correspondientes acada cdmara de manera que los resultados corresponden

ala concentracién de oxigeno consumida por cada larva por hora.

W W
%.m‘ v o |
-

Figura 5 Respirémetro para larvas, el cual estd compuesto poruna cdmara cerrada herméticamente yllena de agua (parte
superior derecha) que ensu interior se coloca una placa con 24 cdmaras individualescon una capaddad de 750 pL. cada uno
(parte superiorizquierda), en cuyo interiorse colocaronlas larvas o el agua del tratamiento experimental sinlarvasenel caso
de los controles, la cual se coloca sobre unsensor que mediante unhazde luz registra la concentracion de oxigeno cada lapso

de tiempo (parte inferior de la imagen).
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6.5: Sistema de Carbono

Durante los muestreos de larvas se tomaron datos de las siguientes variables fisico-quimicas del agua:
pH, temperatura, salinidad, oxigeno disuelto. Asimismo, se tomaron muestras de agua por duplicado
(volumen minimo 10 mililitros) las cuales se fijaron con 4 uL de solucién de cloruro de mercurio
saturadoy fueron selladas herméticamente hasta el momento de su evaluacién. En estas muestras se
cuantificd el carbono inorganico disuelto (DIC, disolved inorganic carbdn, por sus siglas en inglés)
mediante el equipo LI-7000CO2/H20 Analyzer (Anexo 2). Los datos obtenidos fueron analizados con el

programa CO2Cal para calcular los valores de Q Aragonita y Q Calcita.

6.6: Analisis moleculares

Se realizé el analisis de los genes ATP sintasa y anhidrasa carbdnica de los grupos de larva “D" y
umbonada (porseparado). Se tomaron muestras de 3000 larvas como minimo, por triplicado y de cada

réplica bioldgica se realizaron tres réplicas técnicas.

6.6.1: Extraccion de ARN

Se tomaron muestras de agua con alrededor de 3000 y 5000 larvas en suspension, las muestras se
tomaron estimando ladensidad de larvas pormililitroy con base en eso se calculé el volumen de agua
para la cantidad de larvas antes mencionada. Posteriormente, el volumen recolectado se redujo
mediante un tamiz con luz de malla de 100 um en la cual se retuvieron las larvas y con una cantidad
minimade agua, se depositaron en tubos Eppendorf. Los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm por
30 minutosa 4°C, con el finde compactar las larvas en el fondo del tubo. Posteriormente, se decantd el
agua de mar y a continuacion se adicionaron 500 pL de TRI Reagent® (Sigma) y las muestras fueron
almacenadas a -80°C hasta el momento de la extraccion. La extracciéon de ARN se realizd usando el
método Tri Reagent (Sigma®) siguiendo las instrucciones de fabricante (Anexo 3). En resumen,
consistié enlahomogenizacién de las muestras por medios mecanicos usando perlas silica-zirconia (1.0
mm, BioSpectrum) y el equipo FastPrep-25®™5G. El ARN fue extraido con cloroformo, precipitado con
etanol absoluto y lavado dos veces con etanol al 75% y disuelto en agua libre de RNAsas. Finalmente

fue almacenado a-80°C hasta el momento de utilizarlo. Previo al almacenamiento, lacantidad y pureza
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del ARN extraido fue evaluado por NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Para determinar su integridad,

se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1.5% y TAE (80V).

6.6.2: Digestion con DNAsas y Sintesis de ADN complementario (cDNA)

Para eliminar el ADN gendmico remanente que pudieran provocar falsos positivos en los analisis de
expresion e genes, 5ug de ARN de cada una de las muestras fueron digeridos con DNAsa | (RQ1 RNAse-
Free DNase, Promega®) (Anexo 4). Para corroborar la cantidad e integridad del ARN se usé el
espectrofotémetro NanoDrop 2000y se visualizdé en gel de agarosaal 1.5% y TAE 1X, respectivamente.
Para corroborar la correcta remocidn del ADN gendmico, se realizé un PCR punto final usando

cebadores del gen 18S y el ARN digerido como templete, esperando no encontrar amplificacion.

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir del ARN extraido usando 1.5ug de ARN, oligo (dT) y la enzima
retrotranscriptasa del kit ImProm-1I™ Reverse Transcription System (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante (Anexo 5). El oligo (dT) asegura la retrotranscripcion total del ARN
mensajero. Paracorroborarla correcta retrotranscripcion del ARN mensajero, se realizé un PCR punto
final del ARN usando cebadores del gen 18S, esperando encontrar amplificacién de productos del gen

del tamafio correspondiente.

6.6.3: Busqueda bioinformatica y disefio de cebadores para q-PCR

De un experimento previo sobre el efecto de latemperaturaenlaexpresion de genes en adultos de P.
globosa se obtuvo un transcriptoma mediante RNAseq que fue analizado con los programas CLC
Genomics Workbench (CLC Bio, Dinamarca) y Blast2go (Conesaetal., 2006) para generarel ensambley
mapeo de las secuencias obtenidas por RNAseq (contigs) a través del BLAST x respectivamente. Lo
anterior, para darle una anotacidn a las secuencias y encontrar homologias con los genes de interés:

ATP sintasa, Anhidrasa carbdnica, NADH deshidrogenasa, Perlucina (Tabla 2).

Tabla 2 Contigs de Genes de interés obtenidos in silico del transcriptoma de P. globosa.

conig_ foen Jrnaon  lewede | Accesoinca)

0000133 ATP sintasa Produccion de ATP Artemia franciscana Q37708

0038353 NAHD deshidrogenasa Aceptor de electrones, tran_sferer]cia de Rattus norvegiccus Q5BK63
electrones en la cadena respiratoria

e e Nucleacién y crecimiento de critales de  Mytilus galloprovincialis P86854
carbonato de calcio durante la formacion
0019795 de la concha.
0065729 AlieEss eere e Hidratacion reversible del bioxido de Patellavulgata CCI09592

carbono, Regulacién icido-base
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De esta busqueda, se eligieron también los genes de referencia: Proteina ribosomal L45 (RPL45),
Proteina ribosomal L22 (RPL22), Succionato deshidrogenasa (SDHA), Tubulina a (TUB «), Factor de
elongacion 1 a (EF1 o) y Factorde trancripcion 3L (TIF3L) (Tabla 3) que se evaluaron en este estudio. De
las secuencias obtenidas (Anexo 1) se disefiaron los cebadores que generaron tamaro de fragmentos

de entre 150y 200 pares de bases (pb) para gPCR.

Tabla 3 Contigs de genesde referencia obtenidos in silico del transcriptoma de P. globosa.

Contig Acceso
(NCBI)

Proteing Ribosomal 145 Gen ribosomal, involucrado Drosophila P59480
0013372 A 5 A
(RPL45) en la sintesis de proteinas melanogaster
i ) Gen ribosomal, involucrado en Rattus norvegicus Q49874
Proteina  Ribosomal [22 la sintesis de proteinas.
(RPL22)
Esta implicado en el complejo Il Cricetulus griseus P70097

de la cadena de transporte de

. . electrones mitocondrial y es
Sucsinato deshidrogenasa

0055064 responsable de la transferencia
(SDHA) de electrones del succinato a la
ubiquinona
TlsifE Pronteina constituye los  Mytilus AlI27191
0000773 microtubulos del citoesqueleto.  galloprovincialis
(TUBa)
Promueve la unién del sitio Xenopus laevis P13549
Factor de elongacién 1 a dependiente de GTP del
0013738 aminoacil-ARNt al sitio A de

(EF1a) los ribosomas
Factor intermediario  Xenopus laevis
Factor de transcripcion f incional P Q8AVIO
0031579 ranscripciona
(TiF3L)
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Para el disefio de los cebadores, se alinearon los contigs correspondientes al gen, utilizando el
programa MEGA 5.2, posteriormente a partir de las secuencias conservadas, se disefaron los
cebadores, utilizando el programa Perl Primerv1.1.21. Para el diseiio de los cebadores, se traté que la
Tm fuera alrededor de 60°C, y fueran de una longitud de aproximadamente 20 pb y un porcentaje de

guaninas y citosinas de alrededor del 50% (Tablas 4y 5)

Tabla 4 Cebadores disefiados a partir de los contigs encontrados de los genes de interés

F TGAACCGTGITTIGTTGTCGT 45 110ph

m A ACGCACCTGCTTTATGATCC 20ph 60,10 "C 50
HADH F TAGCAACAATACCACTGAAGGA 2ph S0U60°C a0 121pb ERT%

Deshidrogenasa R TCATGTETCTGACETAGOGA 0pb G087 "C 0
- F AGCCTCTACGOCAACAMGAR 20ph 60,02 °C 50 170 ph B7.2%

A GGECAMCTGGGAAGTAGAN 20ph 5017 °C 50
FTGTTTAGAGATAACCGTTOCCT 21 ph 5506 °C A 155 ph 109.7%

R AGCGTTGEGTGGATATITGS 20ph B0.88°C w0

Tabla 5 Cebadores disefiados a partir de los contigs encontrados de los genes de referencia

Secuencia (5-3") longitud % G:C Tamaiio de
fragmento

F GTAAGGAGAGCGTTGATCTG 20 pb 60°C 92.1%
R GCTGTGGAAGATGAGGAAC 19 pb 60 °C 52 29

F TGAAGGATTCGATAGCAAGG 20pb 59°C a5 102.9%
R TCAGTTCTGGGAGGATGAC 19pb 60°C 52 117

F CCCTGTTTACCCAGCATAC 19pb 60°C 52 99.6%
R CTGCAGAACGGACATTTG 18pb 59 °C 50 115

F CACTCCTTCCGTACAAAC 18pb 60°C 50 99.4%
R GAGAAATACCCGAACGAG 18 pb 60°C 50 131

F CGTGGGAAGGTTCATCATC 19pb 60°C 52 02 108.7%
R TCCAACAGCCCATTTGTC 18pb 60 °C 50

F GGAGTTTGGTCAGCAGTC 18 pb 60°C 55 100 o

R AAGGGCCTGGTAGTAGTC 18 pb 60°C 55




6.7: Analisis de expresion de genes mediante PCR cuantitativo en tiempo real

Serealizé el andlisis de expresidn para los genes de anhidrasa carbdnica y ATP sintasa, y se evalud la
eficienciade los cebadores para NADH deshidrogenasa y perlurcina. También se evalud la estabilidad

en la expresién de los siguientes genes de referencia: RPL22, RPL45, TIF3L, EF1-A, TUB-A y SDHA.

6.7.1: Estandarizacion de la amplificacion de los genes de estudio por PCR punto final.

Para asegurar que los cebadores disefiados amplifican el producto esperado, no generando

7 . oz

inespecificidades y conocer la temperatura éptima de los cebadores, se realizé un PCR punto final

Las caracteristicas de la reaccidény las condiciones del programa para el PCR puntofinal, se especifican

enlas Tablas6y 7

Tabla 6. Caracteristicas de |la reaccién de PCR, para estandarizarlos cebadores.

por reaccién reacciones final
06wl 360l 15mM
o1 o) Tr
e = e
008 1. 05l 0.0
e = :
| conasomw)  JEEERIH 15 myv
104 -

Tabla 7. Programa de PCR para estandarizar los cebadores.

T o N
95°C 2 minutos 1 ciclo

95°C 30 segundos 35 ciclos

56°a 65° 30 segundos
m 72°C 5 minutos 1 ciclo

4°C 10 minutis 1 ciclo
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6.7.2: qPCR: Curva de Eficiencia de los cebadores disefiados

La eficiencia (e) de cada par de cebadores, tanto para los genes de interés como los de referencia,
se calcularon de acuerdo a Pfaffi (2001). Para esto, se hicieron cinco diluciones seriadas (1:5) del
pool de cDNA de todas las muestras y cada dilucién fue amplificada por triplicado con cada uno de
los genes, obteniéndose una curva estandar por gen, la eficiencia del gen y el coeficiente de

determinacién (r?).

Los andlisis se realizaron en el termociclador en tiempo real CFX96 (Bio-Rad) y se utilizé un master

mix 2x AcurStart Tag-Eva Green (5 pL), 0.2 uM de oligonucledtidos (forward y reverse 10 uM), 3 uL de

templado y H,0 libre de nucleasas en un volumen final de 10 pL (Anexo 6)

6.7.3: Validacion de genes de referencia en qPCR

Se analizaron los siguientes genes de referencia candidatos: RPL22, RPL45, TIF3L, EF1-A, TUB-A y SDHA.
Para validarlos genes de referencia se utilizaron los valores de Cq obtenidos, y los programas genNorm

y NormFinder.

GeNorm calculala estabilidad de la expresién (o valor M) de cada gen basado en la proporcion relativa
de la expresién promedio por pares para cada uno de los genes en el analisis. Un valor alto de M
representaunagranvariacion ensu expresion. Posteriormente, estima el factor de normalizacion (NF)
utilizando la media geométrica de los niveles de expresion de los mejores genes de referencia,
utilizando lavariacién por parejas (V) conunvalor de 0.15 como umbral. Este valor V indica el nimero
de genes que deben ser utilizados para la normalizacion de los ge nes blanco (Vandesompele et al.,

2002).

NormFinder es un modelo basado en la estimacidén de la varianza, el cual calcula los valores de
estabilidad de expresion paracadagen analizado (SV). Permite la estimacidn de la variacién global de
los genes de referencia tomando en cuenta las variaciones intra e inter grupales de un conjunto de
muestras. De acuerdo con este algoritmo los genes con menor SV seran los genes mas estables

(Andersen et al., 2004).
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6.7.4: Cuantificacion de la expresion génica relativa por gPCR

El analisis de expresion de genes se realizé mediante la técnica de PCR cuantitativo en tiempo
real (QPCR) que consiste en la utilizacion de moléculas indicadoras fluorescentes para monitorear
la produccidon de productos de amplificacion durante cada ciclo de la reaccion de PCR. Esto
combina la amplificacién de ADN y los pasos de deteccidon en un ensayo homogéneo y evita la
necesidad de electroforesis en gel para detectar los productos de amplificacion. Para la
cuantificacion relativa de la expresidn de los genes de interés se utilizan genes de referencia, los
cuales normalmente son genes constitutivo porque su expresién no debe ser regulada o

influenciada por el procedimiento experimental (Radonic et al., 2004; Bustin y Benes, 2005)

La amplificacion de los genes de estudio en las muestras experimentales fue realizada con los
cebadores disefados, las concentraciones de reaccion fueron: 2x Acurstar Taq -Eva Green (5 ulL), 0.2
MM de oligonucledtidos (forward y reverse 10 uM), 3 uL de templado y H,O libre de nucleasas en un
volumen final de 10l (Anexo 6). Las condiciones de amplificacion consistieron en: 2 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacidn a 95°C por 15 segundos y, alineamiento y extensién a 60°C
por 30 segundos; y se agregd un analisis de curva de disociacidon con una desnaturalizacién a 95°C por
10 segundos, disociacion de 65-95°C por 5 segundos con un incremento de 0.5°C. Como control
negativo se utilizé H,O libre de nucleasas. Los andlisis se realizaron en el termociclador en tiempo real

CFX96 (Bio-Rad).

Para obtenerlosvalores estimados de expresion relativa, los valores de Cq fueron analizados mediante
el programa Qbase plus (Biogazelle, Bélgica), se utilizé el método deltadelta Ct (A A Ct) para calcular la
expresion génica normalizada utilizando los valores de eficiencia de los genes asi como la estabilidad
de los genes de referencia (Hellemans et al., 2007). Los resultados de expresion génica fueron

reportados en CNRQ's (Calibrated Normalized Relative Quantities).
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6.8: Analisis estadisticos

Se utilizé el programa STATISTICA mediante el cual se evalud la normalidad de los grupos de datos de
crecimiento, consumo de oxigenoy expresion de genes (Pruebas de Shapiro- W de Willk, Kolmogorov-

Smirnov y prueba de normalidad de Lilliefors).

Los resultados de crecimiento y respirometria con respectoal pHy la edad de la larva, se evaluardn con
una prueba de Andlisis de Varianza (Anova factorial). Se determiné la significancia de los resultados

mediante una prueba a posteriori de Tukey, tomando un valor de significancia de P<0.05.

Para evaluarel efectodel pHsobre la expresion génica durante el desarrollo de las etapas larvales Dy
umbonada, se realizé un andlisis de varianza (Anova factorial). Estos resultados fueron comparados
mediante una prueba a posterioride Diferencias Minimas Significativas de Fisher (LSD, porsus siglasen

inglés) con un valor de significancia P<0.05.
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Capitulo 7: Resultados

7.1: Estudio del efecto del pH acido en la morfometria y el crecimiento

No se observé ron malformaciones ni alteraciones enlaconcha en las larvas expuestas a pH mas acido
(Figura 6). No se notd un efecto del pH en el crecimiento de la concha en larva “D” del primero al
tercerdia, siendo a partirdel cuarto dia donde se noté unadisminucidonen el crecimiento en las larvas
expuestas a pH mads bajo (7.3-7.5) en comparacién con el grupo control (Figuras 7, 8 y 9). Estos
resultados son consistentes en los datos de largo, ancho y area teniendo diferencias significativas en
los dias cuatro, cinco y seis. Ademas se observé que el crecimiento se redujo alrededor de 9.9% en el
area de la concha de la larva D en pH 7.5 del cuarto dia (media del drea del pH 7.5 de 18430.9 pm?
contra el pH 8.0 con una mediade 20268.04 um?) alrededordel 19% de reduccién en el quinto (media
de 19686.03 um? en el pH 7.5 contra 24332.6 um? del grupo control de pH 8.0) y una reduccién del
area de alrededor del 22% en el sexto dia (Area promedio de 23687.4 um? en el pH 7.5 contra

30237.09 um? en el grupo control).

Figura 6: Observo cidn en el microscopiodelarvas expuestas a pH de entre 7.3 a 7.5 (lado izquierdo) contra las larvas
expuestas al pH oceanicoactualde 8.1 (lado derecho)ydonde se compara el estadiodelarva D (las cuatro fotos superiores)
contra el estadio de larva umbonada (las dos fotos inferiores), donde se pueden notar que nose presentaron malformaciones

ni alteraciones durante el desarrollo.
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Figura 7 Largo de laconchadelalarva “D” enlaquenose observd efecto delpH hasta después del cuartodia (Prueba Tukey:
P<0.05) donde las larvas expuestas a un pH de 7.5 presentaron menor crecimiento
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Figura 8 Ancho de laconchadelalarva “D” enlaquenose observd efecto del pH hasta después del tercer dia (Tamafio
minimode muestra 30 |arvas, barras verticales representa intervalo de confianza de 0.95, Prueba Tukey: P<0.05) donde las
larvas expuestas a un pH de 7.5 presentaron menor crecimiento.
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Figura 9 Area de laconchadelalarva “D” enlaqueno se observd efecto del pH hasta después del cuarto dia (Tamafio
minimode muestra 30 |arvas, barras verticales representa intervalo de confianza 0.95, Prueba Tukey: P<0.05) donde laslanas
expuestasaun pHde 7.5 presentaron menor crecimiento (Tamafio minimo de muestra 30 larvas, barras verticales intervalo
de confianza de 0.95).

En el crecimientode laconchade lalarva umbonada (Figuras 10, 11 y 12), se observé rondiferenciasa
partir del segundo dia. Se debe de considerar que en esta parte del experimento se utilizé un lote
nuevo de larvas que no habian sido estresadas por cambios de pH. Asimismo se observé unareduccidn
de alrededor de 19% en el area de la concha de la larva Umbonada expuesta al pH de 7.5 en el
segundo dia (media del drea del pH 7.5 de 20742.90um? contra el pH 8.0 con una media de
25572.94um?), alrededor del 16.6% de reduccidon en el tercer dia (media de 25018.90um? en el pH 7.5
contra 29994.1 um? del grupo control de pH 8.0) una reduccion del area de alrededor del 18% en el
cuarto dia (drea promedio de 26475.53 um? en el pH 7.5 contra 32347.36 um? en el grupo de pH 8.0) y
un 11% en el quinto dia (30031.28 um? como media en el pH 7.5y 33814.30 um? de drea promedio en
el grupode pH 8.0). En el sexto dia no se observo ron diferencias significativas en el area de la concha
enlarvas expuestasal pH7.5, sinembargo en el séptimo dia si se observé unadisminucién significativa
en el drea de alrededor de 23.4% (con un promedio de drea de la concha de 31476.50 um? contra un
area promedio de 41057.30 um? en las larvas que permanecieron en pH 8.0). En el caso de esta etapa
larval se observé que tuvo menor crecimiento en el pH de 7.5 en comparacién con las de pH 8.0 a

partir del segundo dia, pero esta reduccidon del crecimiento en el drea gradualmente se fue
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compensando hastaal punto de alcanzar el mismo tamafo de area con respecto al grupo control en el

sexto dia, para posteriormente caer el crecimiento en el séptimo dia.
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Figura 10 Largo de la conchadelalarva umbonada En laque se observd efecto del pH a partir del segundo dia (Tamafio
minimode muestra 30 |arvas, barras verticales representa intervalo de confianza 0.95, Prueba Tukey: P<0.05) donde laslanas
expuestasaun pHde 7.5 presentaron menor crecimiento en el quintoysexto dia se observd crecimiento hasta igualaral
tamafio del grupo control en el dia seis pero posteriora eso vuelve a disminuirsu crecimiento.
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Figurall Ancho de laconchadelalarva umbonada en la que se observd efecto del pHdesde el segundo dia (Tamafio minimo
de muestra 30larvas, barras verticales representa intervalo de confianza 0.95, Prueba Tukey: P<0.05) donde las larvas
expuestasaun pHde 7.5 presentaron menor crecimiento en el quintoysexto diase observd crecimiento hasta igualaral
tamafio del grupo control pero posteriormente vuelve a disminuir su crecimiento.
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Figura 12 Area de laconchadelalarva umbonada enlaquese observé efectodel pHdesde el segundo dia (Tamafio minimo
de muestra 301arvas, barras verticales representa intervalo de confianza 0.95, Prueba Tukey: P<0.05) donde las larvas
expuestasaun pHde 7.5 presentaron menor crecimiento en el quintodia se observd crecimientohastaigualaraltamaniodel
grupo controlyen el sexto nose observé n diferencias entre tratamientos posteriormente vuelve a disminuirsu crecimiento.
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7.2. Consumo de oxigeno

7.2.1 Consumo de oxigeno Larva veliger D

De las dos respirometrias correspondientes a los dias 2 y 5 del desarrollo de la larva veliger D, las
muestras de la primera respirometria no se fijaron correctamente, por lo que no se pudieron
preservar para el cdlculo del consumo de oxigeno. Por lo que sdélo se utilizaron los datos
correspondientes al dia 5, debido a que estos datos no presentaron una distribucién normal se
realizaron pruebas no paramétricas de Man-Whitneyy Kluskal wallis. En estos no se observé un efecto

del pH sobre el consumo de oxigeno (Figura 13).

Respirometria Larva D

(Micromoles)
N
nN v

=
=

o
]

Consumo de Oxigeno por hora por larva

1
mpH75  mpH8O

Figura 13 Consumode oxigenode larva veliger D de cinco dias (cuantificado en micromolesde oxigeno consumido por hora
porlarva). En este casonose observd diferencias entre tratamientos ni se detectd efectodel pH (barras verticalesdesviacidn
estandar).

7.2.2: Consumo de oxigeno larva umbonada

En la respirometria de larva umbonada, se observé en general un incremento en el consumo de
oxigeno conforme avanzael desarrolloy el crecimiento de las larvas, tanto en el grupo control como en

el experimental.

Entre las larvas expuestas a los diferentes condiciones de pH, no se observd ron diferencias en el

consumo de oxigeno en los dias 2 y 4, sin embargo, si se observd un incremento significativo en el
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consumo de oxigeno en los dias 6y 7 del desarrollo en la larva umbonada expuesta a pH mas bajo

(Figura 14).

Consumo de oxigeno larva Umbonada
Intervalo de confianza 0.95

Consumo: (Micromoles Oy)(hora™)(larva™)

2 dias 4 dias 6 dias
Tiempo(Dia)

Figura 14 Consumo de oxigeno delarvaen etapa umbonada de 2,4, 7y 8 dias. Se puede observéd r mayor consumo de
oxigeno en el tratamiento experimental (pHde 7.5) queenel grupo control. También se observd un mayor consumo de

oxigeno asociado al mayor desarrollo de las larvas (barras verticales:intervalo de confianza 0.95).

7.3: Sistema de carbono

De las muestras de agua obtenidas durante los ensayos se le determind el carbono inorgdnico disuelto

(resultado medido en umoles Kg'* de agua mar), con estos datos, utilizando los valores de pH usados y

manteniendo los valores de salinidad y temperaturas estables, se determiné mediante el software

CO,Cal el restode los componentes del sistema oceanico de carbono como lo son la presién parcial de

CO, (medidoenp) ylos valoresde Qcalcitay Q aragonita, estos valores se calcularén para el agua del

cultivo de larva veliger D (Tabla 8) y larva veliger umbonada (Tabla 9) .

El valor de Q calcita estuvo entre 4.020y 4.120 en las muestras de pH 8.0, mientras que estos valores

llegarona0.85 y0.89 enlas muestrasde pH 7.3. En el caso de Q aragonita estuvieron entre los 2.620y

2.670 en el pH 8.0y entre 0.54y 0.58 en las muestras en pH 7.3.

Se sabe que el valor Q aragonita y Q calcita representa el grado de saturacion de estas formas de

carbonatos y valores menores a 1lindican que se encuentran subsaturados



Tabla 8 Caracteristicas fisico-quimicas delagua cultivo larva veliger “D”

Muestra Salinidad Alcalinidad Carbono inérganico disuelto ppco2 0 Calcita 0Q Aragonita
(1Mol/Kg agua mar)
Ppm (p atm)
30 2278623 2089 456163 4,041 2.623
80 2293123 20625 459.168 4067 264
73 2152948 21785 2523.021 0.89 0.578
80 2275938 2046.5 455,606 4036 262
73 2266.14 2294 2656.786 0937 0.608
80 2351.123 21165 47119 4174 2.709
73 2081.406 21055 2438.476 0.86 0.558
80 2341.993 2108 469.298 4.157 2.699
73 2064.746 20885 2418.787 0.853 0.554
80 2306.549 2075 261.951 4092 2.656
73 2137.757 2163 2505.069 0.883 0.573
80 2312993 2081 463.287 4.104 2.664
73 2120117 2145 2484.223 0.876 0.569
Tabla 9 Caracteristicas fisico-quimicas del agua cultivo larva umbonada
Salinidad Alcalinidad Carbono disuelto ppCO2 (u atm) 0 Calcita 0 Aragonita
“ (nuMol/Kg agua mar)
Ppm

80 2201512 2061 158834 4.064 2638
80 2310.845 2079 462,341 41 2661
73 2137.267 21625 2504.49 0.883 0573
80 2322123 2089.5 465.179 4121 2675
73 2146577 2172 2515493 0.887 0576
80 2277.549 2048 455.04 4039 2622
73 2032.405 20855 2380.569 0839 0545
80 2321.049 20885 464.956 4119 2674
73 2150.988 21765 2520704 0.889 0577
20 2270.567 20415 454.493 4026 2613
73 2116.687 21415 2480169 0875 0568
80 2299.567 20685 460.504 4079 2648
73 2138.737 2164 2506228 0.884 0574
80 2315141 2083 463.732 4.108 2667
73 2166.178 2192 2538656 0.895 0581




7.4: Extraccion de ARN

Se obtuvo una extraccidénintegra, enlos geles de electroforesis se pueden observé r las bandas
de ARNr de las subunidades 18S y 28S, lo cual es indicativo de laintegridad de los transcritos
(Figura 15). Los valores de concentracion de ARN fueron de 63.4 pg/ulL a 362 pg/uL, y sus indices
260/230 (presenciade solventes) fueron de entre 0.51y 2.08, mientras que los valores 260/280
(presenciade proteinas) fueron de 0.47 a 2.18, los datos completos se pueden ver al final en el

anexo 7.

28S . ‘
135 W P 4 PR ) B e e
ARN de bajo
peso molecular

Figura 15 Lote de muestras de ARN extraido de larvas donde se puede observé rlaintegridadde lasbandas de ARNr
que conformanlas subunidades 18S y 28S. Estas muestras fueron elegidas al azara partirde las extracciones de ARN
de diferentes dias.

7.5. Analisis de expresion de genes mediante PCR cuantitativo en tiempo

real

7.5.1. PCR punto final para la estandarizacion de las Tm de los cebadores

Se logré amplificar los fragmentos de los genes seleccionados para el analisis de expresién de
genes y correspondieron con el tamafio esperado de los fragmentos: 262 pb para el gen de la
enzima NADH deshidrogenasa. 170 pb para el gen ATP sintasa, 210 pb para el gen de la enzima
anhidrasacarbonicay 155 pb para el gende perlucina. Los genes se lograron amplificar con una
temperatura de alineamiento de alrededor de 60°C, con excepcion del gen NADH
deshidrogenasa el cual amplificé a una temperatura de 56°C, debido a que a temperaturas de
58°C y 59°C se obtuvo una deficiente amplificacion. Para el resto de los genes, a temperaturas
mayores a 60 C no se obtuvo una amplificacion eficiente (Figura 16), por lo que las condiciones

para la reaccién de PCR de estos genes fue estandarizada para 60 °C.
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Figura 16. Productos de PCR para estandarizar las condiciones para amplificar los fragmentos de los genes elegidos.
Se realizd ungradiente de temperatura de 56°C58°C 59.6°C (~60°C) 63°Cy 65°C. El fragmento mas definido del gen
NADH deshidrogenasase obtuvo a los 56°Cy en temperaturas superiores la amplificacién nofue eficiente. En el caso
de los otros genesse pudieronamplificar en la temperatura cercana a 60°Cy a temperaturas mayores a esa la
eficiencia de la amplificacion disminuyd (E corresponde a la escalera de 100 pb.).

7.5.2: Analisis de curvas de eficiencia

Se obtuvieron las curvas de eficiencia paralos seis genes de referenciay cuatro genesde interés
(Tablas 10 y 11). Los genes referencia tuvieron eficiencias desde 92.1% (Tubulina a) hasta
108.7% (Factor elongacién 1 a) y un valor de R? de entre 0.98 (Factor de elongacidn 1 a) hasta

0.9 (Sucsinato deshidrogenasa).

Tabla 10 Valores de la curva de eficiencia de los genes de referencia

Valor de
R? Temperatura de disociacién.
Cq

Proteina ribosomal RPL45 26.88 99.6% 0.993 82.5° Cels

Factor de elongacién 1 a 30.73 108.7% 0.981 86.5° Cels
Sucinato deshidrogenasa 27.13 102.9% 0.997 81.0° Cels
Factor de induccion transcripcion TIF 3L 24.27 95.9% 0.993 83.5° Cels

Proteina ribosoma RPL22 24.7 99.4% 0.986 83.0° Cels.

En el caso de losgenes deinterés, estos presentaron eficiencias desde 87.2% (ATP sintasa) hasta

109.7% (perlucina) y un valor de R? de 0.951 (Perlucina) hasta 0.992 (ATP sintasa).

Tabla 11 Valores de la curva de eficiencia de los genes de interés

| Gen | valordeca |E(Ecenda) | R | Tomperatwra de disociacion.

ATP sintasa 17.59 87.2% 0,992 82.5°Cels

Anhidrasa Carbénica 27.27 97.8% 0973 83.5°Cels
NADH deshidrogenasa 251 82.7% 0.969 82.5%Cels
30.31 109.7% 0.951 84.5°Cels
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Los valores de disociacidn de los genes de interés (Figuras 17) mostraron un solo pico lo que es

indicativo de unsolo producto de amplificacion y que no existen amplificaciones inespecificas o

dimeros de los cebadores.
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Figura 17 Disodacion de los cebadores de los genes blanco: anhidrasa carbénica (A) NADH deshidrogenasa (B) ATP
sintasa (C) yperlina (D). La presenciade unsolopicoindicaunproducto Unico de amplificacién y porlo tanto, no

existieron productos inespecificos ni dimerizacion entre los cebadores.

7.5.3. Estabilidad de genes de referencia

Serealizé un analisis de estabilidad de expresién de los genes de referencia para validarlos para

el analisis de expresidn de los genes de interés, esto se realizé con una mezcla de todas las

muestras de cDNA.

El intervalo de los valores de la estabilidad (M) de la expresién de los genes de refere ncia

evaluadosindicd que los genes menos estables (valores mas cercanos a 1) para las condiciones

de este estudio fueron SDHA, EFla y TIF3L con valores desde 0.3 hasta 0.4. Mientras que los

genes mas estables fueron TUBa, RPL22 y RPL45 con valores por debajo de 0 (Figura 18).
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Figura 18 Estabilidad de expresién de los genes de referenciaobtenida por geNorm. Se muestras que los genes TUBA,
RPL22 y RPL45 fueron los mas estables en su expresion.

Estos resultados coinciden con los generados por NormFinder donde los genes RPL22 y RPL45
presentaron valores por debajo de 0.1 mientras que el resto de los genes presentaron valores

que estuvieron entre 0.1y superiores a 0.2 (Figura 19).

0,100

NormFinder (valor de estabilidad)

0,000

SDHA EF1A TIF3L RPL22 RPL45 TUBA

menos estable mas estable

Figura 19 Estabilidadde expresionde los genes de referenda obtenida por Normfinder. Se observé que los genes
RPL22, RPL45 y TUBA fueron los mas estables en su expresién.

El analisis de nimero dptimo de genes de referencia mediante geNorm paraobtener el valor de
varianza pareada (valor v) indicé un V2/3 de 0.09, y de V3/4 con un valor de 0.08, Estos valores
estuvieron pordebajodelumbral de 0.15y se determind que utilizar 2 genes de referencia es lo
mas Optimo, ya que con V4/5 se obtuvo un valor de 0.37 y con V5/6 un valor de 0.25, estos
valoressuperaron el valorumbral porlocual elusode 4 0 5 genes de referenciapodriatener un

efecto negativo en el factor de normalizacién que podria llevar a conclusiones erréneas como
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sugiere Galivetietal., (2011). Considerando los resultados anteriores se eligieron como genes de

referencia para el analisis de expresién genética a RPL22 y RPL45.

7.5.4: Analisis de expresion de los Genes

Larva D

En los resultados de expresién del gen de la ATP sintasa, en general no parece observo rse un
patrén definido en relaciéon al tiempo de desarrollo de la larva D, ni al pH. Sin embargo, en
ambas condiciones de pH, se observé unadisminucidn enlaexpresidéndel gen apartirdel tercer
dia, despuésdel cual nose volvieron aalcanzarlos niveles que se presentaron los primeros dos

dias (pH7.3: 2,231, pH8.0: 2.245 CNRQ’s), pero este resultado no es del todo claro (Figura 20).

En el pH control (8.0), el valor maximo de expresion del gen se observé durante el primer dia de
desarrollode lalarvaD (2.245 CNRQ's), mientras que el valor menor de expresidn se presentaen
el tercer dia (0.699 CNRQ's), siendo estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05).
Posterior al tercer dia, la expresidon del gen, comienza a aumentar hasta el dia 5 (de 0.933 a

1.227 CNRQ's).

En el pH experimental (7.3-7.5), el valor mas alto de expresién del gen se observé durante el
segundo dia de desarrollo (2.231 CNRQ’s), mientras que el valor mas bajo se observé en el dia
cinco (0.451 CNRQs), siendo estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05). Sin embargo,

no se observé un patréon definido en la expresién del gen durante esta condicion.

Al comparar los valores de expresidn entre las diferentes condiciones, observd mos que en el dia
uno la expresiéon de ATP sintasa es significativamente mayor en el control de pH 8.0 (2.245
CNRQ’s) que en el grupo experimental (1.334 CNRQ’s), invirtiéndose en el dia dos, siendo
significativamente mayoren grupo experimental (2.231 CNRQ’s) en comparacién con el control
(0.916 CNRQs). En el dia tres los niveles de expresion no presentan diferencias significativas
entre ambos grupos (0.699 y 0.686 CNRQ’'s en los grupos control y experimental
respectivamente). En el dia cuatro los niveles de expresién vuelven a subir, presentando mayor
expresion el grupo experimental, y estos resultados se vuelven a invertir en el quinto dia
cayendo la expresién de ATP sintasa en el grupo experimental. No se observé un patrén en la
expresionde ATPsintasa que pudieranindicar un efecto de estrés por cambio de pH (Figura 20).
Asimismo la pruebade Fisherindicd diferencias significativas en el pH 8.0 entre el primery los

ultimos dos dias (Anexo 8).
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Figura 20 Expresiondel gen ATPsintasaen los cincodiasde la etapa larva veliger D se observé uba expresién mayor
en el primerysegundodia encomparacion alos siguientestres dias(Tamafiode muestra: 3y 3 réplicas técnicas, barra
vertical corresponde al error estandar, leyenda a-bindican diferencias significativas para pH control durante el
experimento, leyenda c-d indican significancia en las diferencias en el pH experimental durante el experimento,
leyenda A-D indica significancia en la interaccién dia-pH a lo largo del experimento).

En los resultados de expresién del gen de la anhidrasa carbdnica, en general se observé una
tendencia en relacidn al tiempo de desarrollo de la larva Dy una caida en la expresion de este
gen en el pH experimental, lo cual no se observd en el grupo control. Sin embargo, en ambas
condiciones de pH, se observd una disminucién en la expresién del gen a partir del tercer dia,

después del cual no se volvié a alcanzar los niveles que se presentaron los primeros dos dias

(pH7.3: 7,163, pH8.0:9.234 CNRQ'’s) (Figura 21).

En el pH control (8.0), el valor maximo de expresion del gen se observé durante el segundo dia
de desarrollode lalarvaD (9.234 CNRQ's), mientras que el valor menor de expresién se presenta

en el quinto dia (0.641 CNRQ’s), siendo estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05).

En el pH experimental (7.3-7.5), el valor mas alto de expresién del gen se observé durante el
segundo dia de desarrollo (2.231 CNRQ’s), mientras que el valor mas bajo se observé en el dia
cinco (0.451 CNRQs), siendo estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05). Sin embargo,

no se observé un patréon definido en la expresién del gen durante esta condicién.

Al comparar los valores de expresion entre las diferentes condiciones, en laexpresion del gen de
la anhidrasa carbonica se observd una disminucién de la expresion desde el segundo dia en
ambos grupos, siendo mas claro en el grupo experimental, siendo este gen un indicador del
efectodel estrés poracidificacion en estaetapadel desarrollo. El dia uno se observé una mayor
expresionenlaslarvas enel grupoexperimental, esteresultado se invierte en el dia dos con una

disminucidn en la expresidn en las larvas expuestas a pH mds bajo y en el dia tres la expresion
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bajé a sunivel mas bajo el cual se mantuvo enlosdias 4y 5 entanto el grupo control se observé

un incremento de la expresién en los dias 2y 4 (Figura 21).

Expresion relativa anhidrasa carbonica en
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Figura 21 Niveles de expresion del gen anhidrasa carbdnica en la etapa de la larva veliger “D” (Tamafiode muestra3 y
3 réplicastécnicas, barra vertical corresponde al error estandar, leyenda a-b indican diferencias significativas para pH
control durante el experimento, leyenda c-dindicansignificanciaenlasdiferenciasenel pHexperimental durante el

experimento, leyenda A-Cindica significancia en la interaccion dia-pH a lo largo del experimento).

Larva umbonada

En la expresion del gen de la ATP sintasa en larva umbonada no se observd un patrén claro,
presentando su pico maximo de expresion en el dia 5 de exposicién (1.188 CNRQ's) en el caso

del grupo control y en el dia 6 (1,767 CNRQ's) en el grupo experimental (Figura 22).

Durante el transcurso del desarrollo de la larva expuesta a pH8.0, no se observé ron diferencias
significativas (p<0.05) en laexpresion del gen para esta condicidn se encuentro en un intervalo
de 0.567 a 1.188 CNRQ’s; sinembargo, se observé un leve aumento de la expresidn hacia el dia
cinco (1.188 CNRQs), disminuyendo en el sexto (1.011 CNRQs) y séptimos dia (0.567 CNRQs)
(Figura 22).

En el pH experimental (7.3-7.5), el valor mas alto de expresion del gen se observd durante el
sexto dia de desarrollo (1.767 CNRQs), mientras que el valor mas bajo se observé ron enlos dias
tresy siete (0.722 y 0,799 CNRQs respectivamente), siendo estadisticamente diferentes ambos
valores (p<0.05). Sin embargo, no se observd un patrén definido en laexpresion del gen durante

esta condicion (Figura 22).
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Al comparar los valores de expresién entre las diferentes condiciones, en el dia 1 la expresion
fue mayor en las larvas expuestas a pH mas bajo (0.911 contra 0.709 CNRQ’s) y en el dia 2 los
niveles de expresidn se incrementaron (1.021 CNRQ’s en la condicién control y 1.465 en la
condicién experimental). Sin embargo este resultado se invirtid en el dia 3, siendo durante los
dias 3y 4 donde se observd una mayor expresion de este gen en el grupo control (de 0.931a
1.068 CNRQ's en la condicion control y de 0.722 a 0.598 CNRQ's en la condicién experimental),
eneldia 5los niveles de expresion en ambos grupos fueron similares (1.188y 1.118 CNRQs en
las condiciones control y experimental respectivamente). En el dia 6 la expresidn en el grupo
experimental aumenté con respecto al grupo control y en el dia 7 disminuyd en ambos grupos

(Figura 22).
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Figura 22 Niveles de expresiéndel gen ATPsintasa en la etapa de la larva veliger umbonada. Tamafiode muestra3y3
réplicas técnicas, barra vertical corresponde al error estandar, leyenda a-bindican difierendas significativas para pH
control durante el experimento, leyenda c-dindican lasdiferenciassignificativas en el pH experimental durante el
experimento, leyenda A-Cindica significanciaen la interaccién dia-pH a lolargo del experimento).

En los niveles de expresion en pH8.0el valor maximo de expresion del gen anhidrasa carbonica
se observd durante el cuarto dia de desarrollo de la larva umbonada (1.761 CNRQ's), mientras
que el valor menor de expresion se presentd en el primer dia (0.347 CNRQ’s), siendo
estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05). Posterioral cuarto dia, la expresion del gen,
disminuyéd hastael diasiete (de 1.437 CNRQ's en el quinto dia a 0.545 CNRQ's en séptimo el dia)
(Figura 23).

En el pH experimental (7.3-7.5), el valor mas alto de expresién del gen se observé durante el
primer dia de desarrollo (1.771 CNRQ’s), mientras que el valor mas bajo se observé en el cuarto

dia (0.493 CNRQ’s), siendo estadisticamente diferentes ambos valores (p<0.05). Posteriormente
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los niveles de expresion se incrementaron hasta el dia seis (alcanzando 1.5 CNRQ's)

disminuyendo en el séptimo dia hasta 0.227 CNRQ's (Figura 23).

En la expresidn delgen anhidrasa carbdnica se observé un comportamiento inverso entre ambos
grupos, mientras que en el caso del grupo control se observé una baja expresion al inicio del
periodo experimental, la cual se incrementd hasta alcanzar su pico maximo en el dia 4 para
disminuir en los dias 6 y 7 (a manera de campana), en el grupo experimental se observé un
patrén inverso, donde el primer dia se observé unaalta expresion que fue disminuyendo hasta el
dia 4, volviendo a incrementarse en los dias 5y 6 y volviendo a disminuir en el dia 7 (a manera
devalle). Eneldia 1, se observé una mayorexpresionen el grupo experimental, invirtiéndose
este resultado en los dias 2, 3y 4, siendo en el dia 4 dénde se presentd el pico maximo de
expresion en el grupo control y el minimo de expresién en el grupo experimental. En el dia 5
también se observé una mayor expresidn en el grupo control respecto al grupo experimental y
este resultado se invirtié en el dia 6 presentandose una mayor expresion en el grupo

experimental respecto al control (Figura 23).

Expresion relativa anhidrasa carbonica en
larva umbonada
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Figura 23 Niveles de expresion en el gen Anhidrasa carbdnica en la etapa veliger umbonada (Tamafiode muestra 3y 3
réplicas técnicas, barra verticalcorresponde al error estandar, leyenda a-cindican diferendas significativas para pH
control durante el experimento, leyenda d-f indican significancia en las diferencias en el pH experimentaldurante el
experimento, leyenda B-E indica significanciaen la interaccion dia-pH a lolargo del experimento).
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Capitulo 8: Discusion:

8.1 Efecto de la acidificacion

En este estudio encontramos un efecto en las larvas expuestas a pHs mas bajos, con respecto a
las expuestas a pH dptimo. Este efecto se manifesté anivel de crecimiento, consumo de oxigeno
(metabolismo) y de expresion de genes, sin embargo, en algunos casos, mostraron patrones

diferentes.

Nuestros resultados mostraron que existe un efecto negativo del tratamiento de pH mas bajo
sobre el desarrollo de las larvas, este efecto fue detectado mediante los tres parametros
evaluados en este trabajo: crecimiento de laconcha, consumo de oxigenoy andlisis de expresion
genética, en ambos estadios larvales. Como fue observdo por Thomseny Melzer(2010) y Burton

y colaboradores (2013) en juveniles de Mytilus edulis y Pecten maximus respectivamente

Otros estudios han demostrado que existe un efecto en el desarrollo embrionario y larval, como
es el caso de equinodermos (O'Donnell et al., 2010), donde encontraron un crecimiento
negativo, y alteraciones morfolégicas en la estructura calcarea en larvas equino-pluteus de
Lytechinus pictus versus el pH éptimo, mientras que en otros observd ron un efecto en la
fertilidad de las hembras de Strongylocentrotus droebachiensis expuestas a pH mas bajos
(Dupontetal., 2012) mientras que en andlisis de transcriptoma de larvas de Strongylocentrotus
purpuratus bajo condiciones de acidificacién, se encontré un efectoenlaexpresiéon de los genes
relacionados a funciones de biomineralizacion, respuesta a estrés, metabolismos y apoptosis

(Todgham y Hofmann, 2009).

Sinembargo hay que considerar que en este ensayo se trabajaron con ambos estadios larvales
por separado (utilizando lotes diferentes de larvas) y no se le dio un seguimiento continuo al

desarrollo.

Los resultados mostrados en larva en larva veliger “D” y umbonada no sélo se deben al efecto
del pH, sinotambién al desarrollolarvario ensimismo. Se puede afirmar que el pH 7.3 tiene un
efecto negativo disminuyendo el crecimiento de las larvas, que hubo lapsos de tiempo que son
criticos parala larvas enla cuales estan reaccionando o confrontando el estrés por acidificacion,

pero que finalmente la condicién supera a los organismos.
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Sinembargo, estos resultados deben sertomados con cautelaya que en un escenario natural de
acidificacion, el inicio de esta etapa ya tendria un impacto y los resultados observd dos en este

trabajo podrian encontrarse intensificados hipotéticamente hablando.

8.2 Efecto de la acidificacion en larva D.

Este estadio se caracteriza por ser unalarva natatoriamuy activa (nadando mediante unacorona
de cilios), comienza a desarrollarse el sistema nervioso, la calcificacion y la formacion de las
valvas por medio de la glandula de la concha (Dung et al., 2017), por lo que probablemente
puede ser susceptible a pHs mas bajos debido a que estos procesos celulares pueden verse
alterados bioquimicamente por el efecto del pH.

En este estudio, el desarrollo de larva “D” en ambos tratamientos no mostraron efecto hasta el
tercerdia, dénde las larvas del tratamiento experimental detuvieron su crecimiento del tercer al
cuarto dia, por loque este es un periodo critico para lalarva en condicién de pH mas acido, este
resultado coincidié conlosresultados de expresion de genes, donde en ambos tratamientos la
expresion disminuyd hastaigualarse, tantoen ATP sintasa como en anhidrasa carbdnica, si bien
enla expresionde ATPsintasa no se observé un patrén claro, en el caso de anhidrasa carbdnica
se observé unacaida ensu expresién enlaslarvas expuestas a pH mas bajo a partir del segundo
dia (lapso de tiempo que coincidié con el inicio de la diminucién del crecimiento) esto puede
deberse aque su bajaexpresion conllevaala poca disponibilidad de la enzima en el proceso de
la formaciénde laconcha (siendoque estaenzimajuega un papel importante en el proceso de
calcificacidon) este gen puede ser un posible indicador del efecto de la acidificacién en el

desarrollo de las larvas.

En este etapa del desarrollo larval no se cuentan con datos de consumo de oxigeno que nos

permitan profundizar del efecto fisioldgico del estrés por acidificacién.

8.3 Efecto de la acidificacion en la larva umbonada

El estadio de larvaumbonada es particularmente importantefisiolégicamente hablando debido
a los cambios morfolégicos porlos que atraviesa la larva, como lo es el constante crecimientoy
el cambio de forma de la concha, redondedndose hasta perderlaformade letra “D”, laaparicidon
delumboy el 6rganodel piey las branquias primordiales, indicando que la larva estd llegando a

la competencia para la metamorfosis (Ferreira-Arrieta et al., 2015; Le et al., 2017).
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Al comparar los resultados de crecimiento contrarespiraciéon en la etapa de larva umbonada, se
puede notarun incremento en el consumo de oxigeno enlas larvas expuestas a pH mas bajo, sin
embargo este incremento en el consumo de oxigeno no se vio reflejado en el crecimiento, esto
posiblemente se pueda explicar a que la energia es necesaria para mantener la homeostasis
fisioldgica en respuesta al cambio ambiental, aunque frecuentemente se supone que las
respuestas alos factores de estrés ambientales implican altos costos metabdlicos, sin embargo
las bases bioquimicas de las demandas reales de energia rara vez se cuantifican (Pan et al.,
2015). Esta etapa del desarrollo larval (que inicia entre los dias 5y 6 postfertilizacidn, pero
corresponderian alos dos primeros dias del periodo experimental) en si misma representa una
demanda importante de energia, debido a los cambios por los que debe pasar la larva para
prepararse parala metamorfosis y las siguientes etapas del ciclo de vida (como se observé en

los resultados de respirometria del grupo control, debido a los procesos fisiol dgicos).

En estaetapa, entre losdias 10 y 11 (equivalente alosdias 5y 6 del experimento) comienza una
subetapa, larva umbonada prodisoconcha Il donde la larva se prepara la metamorfosis y
asentarse en el fondo (indicativo de esto es la aparicion del pie). Es en este periodo de tiempo
donde se observd uncrecimiento en el grupo experimental hastaalcanzaral grupo control, para
finalmente caer. Los anadlisis de expresion génica también indican que este periodo, las larvas
expuestas a pH mas bajo, logran igualar sus niveles de expresién de ATP sintasa (de la misma
maneraque ocurre en larva “D” en el dia 3) este gen habia sido seleccionado debido a estudios
previos con juveniles de C. virginica expuestos a estrés por temperaturay pH se ha observé do
un incremento en la expresion de este gen y otros involucrados en la fosforilacion oxidativa,
asimismo de otros genes de regulacién de pH que son consumen ATP, simultdneamente otros
genes de mantenimiento celular no involucrados con la regulacién de pH pero que también
consumen ATP veian suprimida su expresién (Chapman et al., 2011), sin embargo esto no se
observé en este estudio. Anhidrasa carbdnica es un gen que ayuda al mantenimiento del pH
intracelular y también ha sido propuesto como un gen que participa en el proceso de
calcificacion (Marie et al., 2013) vy en estos resultados se observd una respuesta inversa entre
ambos tratamientos, teniendo su pico de expresion (en el tratamiento control) se encuentra en
el dia 4 del periodo experimental (correspondiente al dia9 en el desarrollo continuo) y coincidié
con el preludioal inicio de laetapa umbonada prodisoconchall (en el dia 10 de desarrollo). Esto
coincidié con estudios en embrionesy larvas de M. edulys, donde se observé ron picos dénde la
expresion de esta enzima se incrementa que coinciden con los periodos de interfase de un
estadio al siguiente (Medakovic, 2000). Una proteinainvolucrado en la calcificacién, la nacreina,

posee dominios de anhidrasa carbdnica, en estudios realizados en adultos de la ostra Pinctada
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fucata muestra que esta enzima tiene una actividad de regulacién negativa en la calcificacién

(Miyamoto et al., 2005).

De las variables fisicoquimicas que se necesitan para evaluar el sistema de carbono oceanico
(pH, alcalinidad, presion parcial de CO2y carbonoinorganico disuelto, se necesitan porlo menos
dos para evaluar todo el sistema) a partir de los cuales se pueden asumir el resto de los
componentes del sistema de carbono oceanico, cdmo los valores de Q calcitay Q aragonita, el
carbono inorgdnico disuelto tiene la ventaja de que no es afectada por la temperatura, sin
embargo se mantuvo una temperatura constante entre tratamientos para disminuir la variacion
en resultados de pH, que también se utilizé para evaluar el sistema de carbono mediante el

programa CO2CAL.

De las muestras de agua dénde se les midieron el carbono inorganico disuelto, aquellas del
tratamiento experimental tenia valores de Q calcita y Q aragonita menores a 1, lo que indica
subsaturacion. Aunque otros procesos fisioldgicos se ven afectados por el pH, las manipuladiones
guimicas del agua de mar demuestra que el desarrollo y crecimiento de la concha larval
dependen del estado de saturacién de los carbonatos en el agua de mar y no de la presién
parcial de CO2 o del pH (Waldbusseretal., 2015), sin embargo los organismos calcificantes han
desarrolladolacapacidad de alterar el pH de su entorno calcificante, o especificamente dentro

de los tejidos criticos donde ocurre la calcificacién (Hendriks et al., 2015).

Modelos previos de losimpactos de la acidificacion delocéano debido a la rapida calcificacidn en las

larvas de bivalvos, que sugieren un cuello de botella especies claves (Waldbusser et al., 2015), en el

caso de P. globosa, presenta particularidades en su ciclo de vida (cémo su alta depredacién en su

etapalarval y su baja tasa de reclutamiento) que la perfila como particularmente susceptibles a los

cambios ambientales, (Arambulo-Pujol et al.,2008; Gonzales-Pelaes y Lunch-Cota; 2010), y la presidn

por pesca en combinacidn con cambios ambientales desfavorables pudieran contribuir a acelerar

procesos de extinciones locales, susceptibles de ser iniciados por el cambio climatico (Génzales-

Pelaes y Lunch-Cota; 2010).
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Capitulo 9: Conclusiones:

Se obtuvo un efecto de la acidificacidn en el desarrollo de las larvas, que se vio reflejado en el
crecimientotanto de laetapalarva veliger “D” cdmo umbonada, en el consumo de oxigenode la
larvaumbonada, asi como en elincremento de laexpresion de genes especialmenteen el gen de
la anhidrasa carbonica que resultd ser un buen indicador del estrés por acidificacién para esta

especie y en estas etapas del ciclo de vida.

El desarrollotambién representd unademanda energética, y en cuanto mds avanzael desarrollo
y crece la larva, mayor es el requerimiento energético (representado por el consumo de
oxigeno). Laexpresién delgen de la anhidrasa carbdnica también puede servir como marcador
para dar seguimiento al desarrollo larval de P. globosa en condiciones de pH normal, ya que
presenta picos de expresion en etapas criticas del desarrollo. Estos picos se puedieron observo
enlos primeros dos dias de la etapa veliger “D” dénde inicid la calcificacién y la formacidn de la
conchay enel cuarto dia del periodo experimental de lalarva umbonada (equivalenteal noveno
dia del desarrollo), antes del paso al estadio de umbonada prosoconcha Il dénde las larvas

experimentardan cambios morfolégicos que las preparan para la metamorfosis.

A pesar de que el gen ATP sintasa muestro el efecto de la acidificacidn en otras especies de
moluscos, tanto en larvas como en juveniles y que en este experimento existen datos de
respirometria que muestran el efecto del pH en el desarrollo, para el caso de P. globosa no se
pudo observé r un patrén para este gen, pero se pudieron probar los cebadores de los genes
para perlina y NADH deshidrogenasa que se disefiaron para este estudio y que pueden ser
utilizados posteriormente con la misma especie u otras especies de moluscos bivalvos, para
entender mejor el posible impacto del cambio climatico global, en particular, el efecto de la

acidificacion en estos organismos en condiciones de cultivo.
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Anexos

Anexo 1: Contigs de genes de estudio.

>Contig_0000133 Homologo a ATP (sintasa Artemia franciscana)

TTITCTATTGTATCTGTTTTTTTGTTTTTITTITTGTTATGTTGTGTCCTCTTTTTTITITITITTITTITTTITTITTICTITGTTITTITTT

TCTTTTTTTTTTTTIT T I T I T TIT I I T T T TT T TTTTITTTITTTITTITITACTTITCATACTACCTATGCGTTAACTCCTCCACA
TACATAGTAATCAAATAAATAAATAAAATAGCCTGTAAAGACCCAATAAAAAATTCTATTATTATTAATCCCATCAGC
ACAAAAGAACAAACTAACCTAGACAAACTCACCCTAGAAGTACAAACAATTCTTCCAAATCCCCCCAGCAACCCAGCA
AACACCTGCCCACTAACTAGATTTAAACACAAACGCAACCCTAAAGTCAAAGCACGAACTACATTGCTAACAACCTCA
ATCCAAACTAACCCCATAGCTGCTCCAGAAGGAAGCCCAGAAAATACAAAAGACCCTATTAAAGAGCTAAACCTAGA
TCTCACCCTAAAAATAATTATTCTCACCCACACGACTACAGAAAACCTAAAAGCAAACGCAAAATGTGAAGAAATAA
GAAAAACATAAGGACCTATACCAATAATATTAAAAAACCACAAAATCACTATGACCCCTATAAAAAAAATCATTCCAC
CACCATAACTTCTAATCTGATAGATCTGCAAAGATTCAACAACAAAACTCCCAACTATATTTTTAAGTCCCCTAAGCCG
AGAGCCTCTATAAAAAAACCTCGCACAATTCATCACAAACAATAAAAATCCAACCACTGACAACCATAAAAAAATCCT
CAATCCCATATTTCCCATGCCAAAACCAAAATCAAAAGTAGAAAACAGATCCCTTATCATAACACTTATTCATCTTACT
TAATCTAATTATCTAATTAAGAAGTCTGGTCCTTTCGTACAAAAACAACTTAAAATTAGAGATAGAAACCGACCTAGT
TCTCACCGGTCTGAACTCAGATCATGTAGGATTTTAAAGGACGAACAGTCCTACTTCATTAGCCTCTACGCCAACAAG
AAATCCTAATCCAACATCGAGGTCGCAATCCTTTTCTTCAATTTGATCTCTCAGAAAAAATAACGCTGTTATCCCTGCG
GTAGCTTTTTCTGTCTTCAATCATATTGGATCCACATACTTAACAAGAAGTCTTTTCTACTTCCCAGTTGCCCCAACTAA
ACCTTACTCTACCAAACCTTTGATAAATATATCCAAGCTCGACAGGGTCTTCTCGTCTTCTAATTATATCTAAGACTTTT
CACTTAGAAGAAAACTTCTCTACTTACAAACGAGACAGTCACTATTACGTCAAACCTTTCATTCCTTTCTTTAATTAAAA
GACAATTTATTACGCTACCTTAGCACAGCTTCTAACTGCGGCCGTTTAAATTACTCACCGGGCAGGCCCAACCCCCTA
TATATAATTTCAAGGGGCGATGTTTTTGTTAAACAAGCGAAAAGTACTTTTGCCGAGTTCCTTGTTAGTAAATAACCA
CTAATCAACTTTTAATATATAAATCCCTTAACTTTACAAAATTCAAAACGCCAAATACTAATCTTATACTAATCTAAGGA
TAAAAATTAACTCCAATGGGTAGATATTCATCAAACTGCACAAATAGTAATAATTTATAAAAATATATTAAAGCTAGA
AAATTTAATTCTTACTTTATAGCTATTATCAACTACAAC

>Contig_0038353 Homologo a NADH deshidrogenasa (Rattus norvegicus)
TCCACATGCACGTCTTCATATGAAAAATGTTTTGTCTCATGATCCCTGCCTACCAAGTTTACAACAACATTTGAATACT
GCATCAATTTTCGCAGAGATTCATCATCTTTAAGGTGAAATTTATTAAACAAGATCTGGCCTAGATCACCACACAAAC
GTAGGTCACGTACATCGTACGGGTCACTTCGGTAGGGTACGATTACCTGTGAGCCTATTTTACCTAGTTTGTTGATAA
GAGGTCGTCCTAGACTGCAGTTGGCACCAAACACTGTAGCAACAATACCACTGAAGGATGACCTACCACCCGTTCCC
CTCTTGTAGTTTGTTAGATTTAATTCTGTACTTTTATGTCGCTTAACAATCAATGCTGCACTCGCTATGTCAGAGACAT
GAAGTCTCCCG
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>Contig_0019795 Homologo a Perlurcina (Mytilus galloprovincialis)
TCCCCAGCTCAACCCGATGACTTCTCAAAAATAGCACTCAGTTCTTGTTCTACTCAGGGATTGTTCTACTCAGGGAAAC
GACACAGAGTGGTTCATATAAGCTCTGAGCTTACTTCGAAATCGAGCTAAACTAAATTACTATAAACCAAAATCAAAG
TGTTGCAAATATTTTTCAGTACACCAATTCCATTAATAGAAATACAGTAGAACTATGATGAATCGATCTCTTTTTCTTIT
CGATGTCTTGTGAAAATTTAACTAAAATATGAAAATAATTTATATCTTATCCATTCTTTCAAAGCACATCACACTCGCA
CTTTAAAATTTCACAAATGTTCAATATTTGATATAACTACCGTCAGTTTAAATACATACAAGCCAATAACATATATAGC
ATATTATTACGTTTTCTGAAACGTATGGCATTATAAAGGCGATCTTCACATAGAAACTAATTACGTTTTTTTTITTCTGTT
AACATTGACCTTTTGTAGAACATTTTATCTAATTTCTTCATGAATTTTTTTTCCTGTAACGCCCGCGTGCAAAACTGTTT
CGGTTTATATTTCCTTGTAAACAATGTTTCTGTTCACATTTGCCTTTAACGCCCACGTGCAAAACGATCTTTCGATTTAT
AAAGTCCGCTCTTCTTCACGGTTCAATAATTTTGATTTTTTGAACTTGTGTAATTTAGATTTTATGCGAGATAATTTGAT
AGGGTTTGACATCTTTCATATAAAGAATCAATTGAATTATAAACGTGTTGCGTTATTAAAGTATTTCGATGTAACTGA
AGCTTGTTTCACTATCAGCATTACTTTTGACATACGTAATGTATAGGTATTGAACATGATATATCGTTCCAGGCTTGAA
ATGATTCACGCCACTGCAGACAATGCTCGTTCCTCAATCCGTCTGGCTGACCAGGAGCCCAATTTGTATTTTGTTTAG
AGATAACCGTTCCCTGATGATCCCAGACCCAGCGACCTTCTGATTTTAGATCGTTACCTCCCATCCAAAAGTGTATAC
GCCCAAACATCACGTACAAGTACATGAAATCATAGTCGTGTAAAGGCTCGGCCAAATATCCACCCAACGCTTTACACC
TGTCTCTAGCTGAATACCAGTTGCGCTTATCTCGACTAAAATAGTAACAATACGACTTGTGTCGGATCCAACCGTCAG
AACAAAAATGGGCCTTTTCTAATTCTGCAAGTTTTCCTTCAAATTTGGCTTCATTTTCACGCAGTCCTTCGGAAACGCT
TTTTTCATACTTATCGATATTGCGTTTCATTTGATTTTCCGTATTAACCATCTTGACGTTAAGGTCAACGATCTTGCCAT
CAAGTTGTCTTATACCTGTCCTTAAGTTTCTTTCAATGCCCGATGCACGTATTTCGGCTCTGCAGATATTTGGTACAGT
TGCCAAACCATTGTTTAATATATTTGTCAATTTTTCTGTATGTGTTTTGGTTTTATCCACATCAGTTCTTAATTGTTTAAT
GGCTTTGTCCATTGTATCAGCAAACAGATTCAATTCCTTTCGAATGTACATCTTTTCGTCTTTAAGTCCATCTTGAAAAC
GTATCAGTGTTTGTTTTGTGTGTTCCCGAATGTCTTTAACTGTGTTTACATCTTGACAGCTATGACAGAGACTGGTGAC
ATGGTCTGGCGATATTTCGGATGCCGTTTCCACTACTGTTGAGTTGAGTATTTGCGCCATTTCTTCCAGGCGTGACCG
CAGTTCCCGGACATCGCTCCGGTATTGGAGTCTATCAGCATCATATCTGTCTTCCAGCAAGTTAAGTCTTCTTTTCAAT
CGTGCATTTCCTTCTGTGTCTCCAAGAAGAAAGAAAATTAAACATAATAGATCTATAACATAACGTCTTCGATACATA
GTTCACTTTGTTGTTGTAGTTTTGTTTTGTTTCTAACGATCAGGATTAACTAGATTTCGATAAGTTTCTTCAATATTCGA
AGGTCTTTACACACTGACGAAACGTTAAATTGAGTTTCAAATTCGGACGTTGTAAGTATAGATTTAAAGTGGCGATG
CTATGAAGTATATCAAATACACTATCGCTGGACTTAAAGGGATGTTATAAAGTATATCACGTACACTATCGCTGGACT

TAAAAGGGATGCTATAAAGTATATCACGTACACT

>Contig_0065729 Homologo a Anhidrasa carbonica (Patella vulgata)
GTCTGAATACCCTGTGTTGATATTTGAATCGACCTGAAACAGGAATCCAACTACAGCCAAACCGTCATCTCTATTCAG
TGAGTTAAGGAGACTGCCATAATCCTCCTTGTAATGAACAATATGGAGCTCTAACGGAAATGCAGTTCCATTCATCGT
GTGTTCTGAACCGTGTTTGTTGTCGTGGCCCCAGTGGAAGTGTAATTGTGCCGCCTTGTATCGTCCGTGTAGTCCACC
ATTTTTGATGTATACGTTCGTATCAATATCGACCTGGATAGTATGACCGTTGTTCTTGATCTTTCCTGTGATTATATCGT
CATAGTTGATGAACTGCAATGTATCGAGATTTAGTTTTGGATCATAAAGCAGGTGCGTGTTATCGATACTGGGAACG
TCGATCGGTGATTGACTGTGCCCTTT



>Contig_0013372 Homologo a RPL45 (Drosophila melanogaster)
ATGTGGTTAACCAATACTAGACACAGCTTACCTCTGCAAGTCACTAAAATGTTTGCCAGTTCCATGTGTCTGTGGAAG
AATGGTGGTTCCTCCCAGATTCACATATATGATGGGTCTTTCTCTTCCATATATGGTGATTCACATATAGTGGGGAGT
GGCTTCAAGAACCTTTTACAGAGTGGCGTAAAGAAAAGATAGATCCTTAAAATAAACACATATTTAATGAATTTTAAC
AAACTCATGTCTTCATATGAACACTATTCTTGGAACATTTAAGTTTCTTTTTTCTGCAAAACGCCATGACTTTCCAACTC
TTTTGCTGCACTACTTAAGTTTTCCTCAACAGGTGGAGCTTTTTTTCTGACTGTTTTGTGAACAGGTTCGCGTGGAGGG
AGCCAGTCTGGTAGAATCTTATCATGAATGCGCCATTTCCCATAAACATTTATAATATGTTTTTCAAAAACTACATATT
CTAATACATCTTTCACAAGATGTGGGTTCCCATACATCAGACGACCGAATCTATCATAAATTGCTAATTTCTGTCTTGT
GTGAAGTCGAACAGTGACCTGAGCAAACAAGTTATCCTTTAAAAATGCCTCACTAGCTCGTACATGAACAGTCTTGG
GTGGTTCTATTGACTCGACAAACTCCCATCGGAATGTCCTTTTGTCAAGACCAAATGTCATTTTCGGATATGCTAAAG
GTGTCACCATATCATGGAGCTTACGTTCATTCTTCTTTACGTCCATAAGCAGATTTTGTGCCTCTATATAGAGGTTCTG
TAAGTCGTAGGCTAGTTCCTTCACGTTAAAATTTTCCTCATGCTTCTTCACTTTCCTTCTGGCATAGTACTGTGTTTGTG
CATTACTTTTTATGCCTTGATAATAATTAATGAGGCCCTGTTTACCCAGCATACTTGCTTTACCATCGCCCTCTGGTGGC
ACAAATGGATCAAACACCCTACCTGTGTGATTAATGGTTATTTCTCTTGGTTCAAATGTCCGTTCTGCAGGATGTCCAT
CTTTTTTTCGCTTTATTCTCCTCTCATCAAATGATTTCAATGAGTCTTGAATATGTTTATATGGATCAGGTCTGTCAAAC
CAAAGAACTTTCTCCCTTCTTCTCTGCCTCCATTTGACATCTCTGTGTTTGTCTCTGATGTACATCACTGGTGTGTAGTT
CAACAATGAAGCTGACTGACACCGTACTAACAGCTGTGTGCTATTTTGAGTGAACATCATTCCAAGCATTTTAACTCC
TACGGGGGCTGCCATTTTG

>Contig_0033915 Homologo a RPL22 (Rattus norvegicus)
GGTCTTTATTTTCGATACTCATTTACAATTTAATAATACAAGTACCAACATAATATTAATAAAAAAACATACCAATTAA
ACACGGTTTGTAAGCTAACGTACCAATCCACAAACCTAGCAAACAAAATTGACTACCAAATCTCCTTATAGTGAATAC
CACCTGTCAAATTTGTAGTTGTACATTAACATAAAATATTTACGTTTTGAACATCTCTTGAAGAGGTCTTCTTTTCCTAT

CATAATGACCATTGGATATGGCAGTCTAATTTTATGCCTGTGTTATTCAGTTTTTTAATTGTTTTATTAAACATAATAAC
ATTTTCAAACTTCTAATGAAATAAACGTGTTTTCTTATCGTAAGTAATCGTTGGACGAGATGCTCTAGTTTTATGTCCA
TGATACCCGTAGCCTAACTTTTATAGTTTTACTATTACTAACGATTACTTATGTTTCGAACATCTCATGAAGTGATTGTG
TTTTCTTATCATAGGTAATCATTGGACGTGGCGCTCTAATTTTACGACCATGATATCCTGTTTTTTTCTGTTTAAGTCCA
CTTTTAGGCCTTACACCAAACCAGCGGGCTCTGTTTGGTGATCCAATATGTTGCTGATTGTGATCTATATTAGAAACTC
TGCCGGCCGTTGCCATGCACTCCTTCCGTACAAACATATCACGTTTTGATGGCATTTTCACTATACACATATCTCCCATT
TTCTTCATTAAGACGCCATTTGTGCCAGCTGCACGTGCAACCTCGCCACCCTCGTTCGGGTATTTCTCTATGTTGTGAA
TAATTGAGCCAAGTGGTAACGCTCCCAGTGGATATGCATTTCCGTCCTGTGGATTAACTGGGATCCGAGGTATGTGT
GATGTAGAATTTATTACATCTCCTTTCTTCATGTTCGCTGATGCAATTATCCAGCGCTTGTGGTTGCCTCTGGCAACAA
GGGCGATATCTGCAGTTCGTAAGGGGTCATAAGTCACTCTGAGGACTCGTTCTTCCAATGGTTCCTTCTCACTGGGAG
CTTGTCTGGTGAAATCTATCATCCTGTATTTTTGCTTTGCACCACCTCCCACTCTTTTGTTTAAGACACGACCGTCCCAT
CCTCTGCCGCCTGTCTTGGGATAAGGAATGGGTATATGGGTGTAATCCCTTAAGTCTATGCCTTGAAGCACAAACTTT
ATATTAGATTTCCTGTACAGCCGATTTTTGGCAGTATCAGTCTCCTCAATTATAGGCCTTTTGCGTTTCTGTTTTGTCGA
ATAGAATCCCACAGGTTGTAAACATCTTTGAATGTGCGATTTAGAGATAACGCCACACGTAATTATCTGCAGTTTTTTT
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GAAAATAAACTTTTTAACGTATTTAATGCCATTATTGTATTTTCTGTTTGAAAACGCCAGCAGTAAATCTTTCCTTTITT
TTTAACTTTGCCGGATGGAGTGCTTCGGTATGGGCGCAGCCATTTITTG

>Contig_0055064 Homologo a SDHA (Cricetulus griseus)
ATTTGTTTATATACCATGTGATGCTACATAAGAAATCATTATAACTTTTGTACAGAAACAGATAAGAGACTACTGAAA
TCAAAGTTTTTAGTGTTATCCATCACCTTTTGTCCAGTTTAAGAAACTATTTTAATTTTTTTTCATACTAAAGATCTTTAG
TCCAAAATTTCTGTTTTTCTTTGTACAATCTTCAATGGCAATTAATATACCTTAAAAAAAAGTCATTAGGACCAATCTTC
TCTGATTCTTAGTGATTTATTTATTTATCGTAGTATGAAACTAAATGGTCATTGATAATTGCTGACTGCAATACTGAAA
TCAATTAAGACTTGTACACAACATGCATAACTCATAATGGGACTTGGCTATCGTCTCAACTAACACTGCTTTGTACATG
TACTTAACACTGTCATAGCATTACAAAATTTAAACCAAGGTTGGAATATCCTGATCTGACCCAGATAACTTACTGTTAA
ATTTTCTTGTATTGTTTGGCAAGATAAACTATCAGGTATGGTATGGTTGGCTCGTTCTGTGTACAGAAACTAACCTCCA
GTTTACACAACAGTTCCTTAGTACAAATATAAACATTCAAACATGCACTACAGTCTGACTAATTCATGTTCTCGTAGAT
GACAATAAAATGAAGGATTCGATAGCAAGGATATATTCTAGATTGTCTGTCTGTCTTAACAGTAATGACACGAGGGT
ACTGTATTATCCTCTAGTGATCCCTCGCCACGTCATCCTCCCAGAACTGACAGTCATGTATCAGATGTTCATAAGTGCG
GCTGTGAGTAGAAGTGTTAGTACCAATAGTGCTATTCCACTCCTGTAAACCTGCTCAAGTTTGAAGCCCATAGCATTG
TCCCAGGCCAAGTGCCTGAAGCCACTTAGCAAGTGGTAACTGAAGCTGAAGGCCAGACTGAACTTTGTAAATGCGAT
GGCTCCAACCCCTACTGGTCCCCAGCTCTGAAGTTGAGCCATATATGCAGAGAAGTCCTTTGTGCCACACAGGTATAT
GATGGGCCCAAGATACATGGCACCAGTTAAAACTGCCCCTGTAAGTCTATTGGTAATTGACAGCATGGACGTAATCT
GCCATTTGTATATGGTTAAATGGGGAGAAAGAGGGCGGTTGAGACGTCTGTTTTTATCCCAGTAGTCCTGCATTCCCT
TAGCTGCTTTGGTAGATGACATACACACACTGCTCTGGAGACATTTTGTCTGTAGCAACCTTGAACATGTCAACTGTG
AGATCCTTAGCGCTGATGCCATGCTGAAAAAGTTATAAAACTATTGGTTTCCGGTAGCTTAGCTGTGCTACT

>Contig_0000773 Homologo a TUB A (Mytilus galloprovincialis)
AGGATGTTGCGGCCGCGGAAATAAATCGTAATTATTCAATGACGACACTGTCATCCAATCAATTTCAACTACTTATCT
ATTTTTAGCTTCACATCACCAATCGGCCAATCAAAATTAAGAATATGCAATTAGCGATGCAGAAGCACACAGACGTA
GTATAAAAGGAGGAAAATAATTAAATCCCGACAAGTGAATTCCTCATCGTGACTGCTTACGTCGTGTATGAGATTCT
GAAGTGAATTTGATTTCTGTCATTCCTTCATCTTAGCAGATATTACTCTAAAGCAAAAACATGCGTGAATGTATCTCCA
TCCATGTGGGACAGGCTGGTGTCCAAATGGGCAATGCCTGTTGGGAGTTGTACTGCCTTGAACATGGTATCCAGCCT
GATGGTCAGATGCCAAGTGACAAGACCATTGGAGGTGGTGACGACTCATTCAACACTTTCTTTAGTGAGACCGGAGC
CGGGAAGCACGTACCCAGAGCTGTCTTTGTTGACCTTGAACCAACTGTCGTAGATGAGGTCCGAACTGGGACTTACA
GACAGTTGTTCCACCCGGAGCAGCTCATCACTGGCAAGGAAGACGCCGCCAACAACTACGCCCGTGGCCACTACACC
ATTGGTAAGGAGAGCGTTGATCTGGTCCTCGACAGAATCAGAAAGTTAGCTGACCAGTGTACTGGTCTCCAGGGGTT
CCTCATCTTCCACAGCTTTGGCGGAGGTACTGGATCTGGATTTACATCCCTCCTGATGGAGCGCCTTAGCGTTGATTA
TGGCAAAAAATCGAAACTGGAGTTTGCTATCTACCCGGCACCCCAGGTAGCCACCGCAGTTGTTGAGCCATACAACT
CAATCTTGACCACCCATACTACATTGGAGCACTCAGATTGCGCCTTCATGGTTGACAACGAGGCCATTTATGACATCT
GTAGACGCAATTTAGAT
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>Contig_0013738 Homologo a EF1A (Xenopus laevis)
GAAAGGTGTCTCACACAGCGGACAGACGCGCGAACACTTACAACTAGCGTACACAATGGGTGTAAAACAAGTTATC
GTAGCCGTCAACAAAATGGACGTGACCAAGCCCCCATACAGCCAGAAACGATATAACTTCGTCGTCCAGAATGTGGA
TCTTTTAATACGAAAGGCTGGATTTGAGACGGACGGCGTCGTCTATTTACCAATATCAGGATGGAAGGGAGATAATC
TTGTCAAACGGAGTGAAAACCTTAATTGGTTCAAGATGTGGCAAATCGAGAGGAAGTCCGGTGGCGCCAGTGGCCG
AACCCTTCTAGATGCTTTAGACGCGATGGAAAGACCTCCAAAACTAGACAGATATCCGTTACGCATTGCTGTGCATA
GTGTCTACAAATTGGGAGCTGTTGGTGTTGTGGCAGCAGGTCGAGTACATACAGGAATTGTAAAACCAGGAATGGC
AGTCACGTTTGGACCGGCAGATATTCCAACAAAGGTACGGGCTGTTCAACTCCATCATGATGCGGTCAATGAAGGTT
ACCAAGGGGAAAACGTTGGATTGCAGATTGAAAATCTTGACATTAAAGACATTAGAAAAGGTTTCCTGTGTGGAGA
AACTAGTAGAGACCCGCCGAAGAAAGTCCAACTGTTCACCGCTCAGATGGTGATTGTTAATCATCCGGGCGTTATAA
AGAAGGGTTACACACCGATGATCCACTGTCATACAGCCTGTGTTCCAGTCAAGTTTACGGAACTCAAAGAAAAATGT
GACCGACAAACCGGCGGACGACTGGAAAATAATCCTTCGGTCCTTAAGGCCGGCGATGCTTGCGTAGTAGATCTAA
CTCCTATGAAACCTATATGTGTTGAATCTTTCTTCGATTACCCATCCGTGGGAAGGTTCATCATCCGAGACATGAAGA
AGACGATTGCCGTAGGGGTAATCGTCGGGATTCCAGGCCGAGACCCACCCCAGACTGACGACGACAAATGGGCTGT
TGGAACAGTGCCATTTTCTCGACGACCTCAGACGACGGG

>Contig_0031579 Homologo a TIF3L (Xenopus laevis)
GTCTGGGATTAAGACTTTATCTTTCTTCCTGTCAGATCGCCGATATCAACATGTGGAGCGATCAGTACGTCGAAGATG
CTGTAATTGATGGATCTGCAGAGTTTGCAAGCAACGCCCAGTATTCCAATTATGGAAAACAGCCTGGGTATGAAAAA
CACACAGGTGACCCGCGTCAGGACATGGAGTTTGAACGTCAGTACCATCAGACACAGTCCACGTTCATAGTCCCAGA
CGTCATCAAGAATTTCCTCACATATTTCCGCAAATGTGTGAAGGAGCAAAATGTGTATGGAATACAGGATGCTTATG
AAAATGGTTTTAGCAAGTTAACAGAGAGGTTCTTCAAGACCAACCCCTGGCCAGATGCAGAGGTAGTTGCACCTATT
GTTCAGAATGATCCTGTTTTCTTGAATCTTTACAAAGAGCTGTATTACAGACACATCTATGCCAGAGTTCCATCTGGCC
CCACCCTGGAGCAGCAGTTTGAGTCGTATTATAACTATTGCAATCTCTTTAACTACATACTGAATGCAGAAGAGCCTG
TGGGTTTACAGTTGCCCAACCAGTGGCTATGGGACATAATTGATGAATTCATATACCAGTTCCAGTCGTTCAGTATCT
ACAGATGCAAGATCAACAAGAAGCTCCCAGAGGAGATCGATGTCCTCAAGAATAACCCCAAGATCTGGAACGTTCA
CAGTGTGCTAAATGTGCTTCACTCTCTGGTGGAAAAGTCCAGCATAAACAGACAGTTGGAGGTCTACACAAGTGGTG
GTGACCCAGACAGTGTTGCCGGGGAGTTTGGTCAGCAGTCTCTGTACAAGATGTTGGGATACTTCAGTCTCATTGGT
CTGCTGCGTCTTCACTCACTGCTCGGAGACTACTACCAGGCCCTTAAAGTTCTCGAGAATATTGACTTTAACAAAAAG
AACATGTACTCTAGAGTGCCCGCATGCCAGATCACCACATTCTACTACGTAGGGTTTGCGTACATGATGATGCGGCG
GTACCAGGACTCTATACGCACCTTCTCTAACATTCTGCTGTACATACAGAGGACGAAGCAGATGTTTCAGACACGCGT
ACAGATGTATGATCAGATCACAAAGATGAATGACAAGATGTATACGTTGTTGGCCATATGTCTCGTTCTTCACCCTAT
CAGAATTGACGAGAGTGTTCACTCACAGCTGAGAG
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Anexo 2

Procedimiento para medir carbono inorganico disuelto con el equipo LI-7000

CO2/H20 Analyzer

Preparacidn del equipo:

Dejar encendida la maquina 1 (M1), 24 horas previas a las mediciones

1.
2.

10.

Abril el tanque de Nitrégeno y Encender la maquina 2 (M2).

Ajustar la valvula del Nitrogeno a 20 PSl y la valvula de la maquina 2 a 15 PSI, hecho esto
verificar el nivel del acido.

Verificar que la temperatura de la M1 no sea mayor a 25°C.

Verificarque el valordel H20B_mm/m sea negativo omenor a 5, en caso de que esto no sea
asi, cambiar la columna de perclorato de magnesio (CI2Mg08).

Abril el programa TCO2_Li700 (verificar la fecha y la hora) y nombrar el archivo con
terminacion DIC.

Medicién de controles para verificar el equipo

Medir 3 replicarde agua de mar o las que sean necesarias, hasta que los valores sean lo mas
estables posible.

Medirel estandar 4 veces agitandolo previamente para homogenizarlo. Cuando los valores
de la medicién del estandar sean estables ya se pueden empezar a medir las muestras
experimentales.

Antes de medir cada muestra esta se debe agitar para homogenizarla, se debe medir cada
muestra por triplicado y cada 10 muestras que se midan, se debe de medir otra vez el
estandar cuatro veces para verificar la estabilidad de las lecturas.

Terminada de medir las muestras experimentales, se debe de medir por ultima vez el
estandarcuatro vecesy finalmente el equipo debe ser lavado con muestras de agua de mar
primeroy finalmente con agua destilada (corriendo estas muestras como si fueran muestras

experimentales), apagar el equipo terminado este paso y cerrar las valvulas de nitréogeno.
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Anexo 3
Modificaciones al protocolo de extraccion de ARN (“TRI reagent solution® de

Ambion”)

1. Homogenizar cada muestra (Apréximadamente 100 mg.de tejido) con 800 pl. de Tri reagent
solution®y 100mg. perlas de silica/zirconiade 1mm de didmetro en homogenizador por 30 se gundos
a 2500 r.p.m. (enhielo)

2. Las muestras se debenincubar porcinco minutos a temperaturaambientey se centrifugarana
12000g por diez minutos atemperaturade 4°C.

3. Adicionara la muestras 200pl. de cloroformo porcada ml. de Tri reagent solution® utilizado,
agitando vigorosamente por 15 segundos e incubar por 10 minutos a temperaturaambiente.

4. Centrifugara 12000g de 10 a 15 minutosa 4°C.

5. Transferirla fase acuosa (ARN) a un tubo ependorflimpio libre de ARNasas.

6. Adicionar 500ul. de Isopropanol por cadaml. de Tri reagentsolution®, agitar porvortex de cincoa
diezsegundos.

7. Incubar por 10 minutos a temperaturaambiente.

8. Incubar por 20 minutos a -80°C.

9. Centrifugara 12000 g por 8 minutosa 4°C.

10. Descartar liquido sobrenadantey recuperar precipitado (ARN).

11. Lavar dos veces el precipitado con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de Tri reagentsolution®
utilizado, agitarvigorosamentey centrifugara 7500 g por 5 minutosa4°C.

12. Secar el pellet (quitartodo el etanol remanente completamente).

13. Resuspender el precipitado en agualibre de ARNasa.

14. Cuantificar (Ng/ul) en Nanodrop en el rango de 260 nm y medir pureza por medio de las

relaciones 260/280y 260/230.
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Anexo 4

Digestion con DNAsas (Para 7ug. de ARN)

1. Preparar la reaccidon en frio con el ARN, la enzima RQ1® DNAsas (7ul. una unidad de enzima por
cada microgramo de ARN), el Buffer 10Xy ajustar el volumen con agua libre de nucleasas (para diluir
el buffer 10X a volumen final de 1X).

2. Incubar la reaccién por 30 minutos a 37°C.

3. Centrifugar rdpidamente (para bajar el condensado formado en las paredes del tubo y enfriar
rdpidamente en hielo, adicionar 7ul. de solucién STOP (una unidad de stop por cada unidad de
DNAsa).

4. Incubar la reaccién por 10 minutos a 65°C.

5. Agregar un décimo del volumen de Acetato de Sodio 3M pH 5.2y 3 voliumenes de etanol 100%.
6. Incubar por una hora a -20°C (o toda la noche a -80°C).

7. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

8. Lavar con 200pl. de etanol al 75% .

9. Incubar por 10 minutos en hielo.

10. Centrifugar a 9000 r.p.m. por 10 minutos a 4°Cy descartar el liquido supernadante.

11. Secar el pellettotalmente y resuspender en 14ul. de agua libre de nucleasas. Almacenar a -

20°C si se va a utilizarinmediatamente o a -80°C si no se va usar por el momento.
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Anexo 5
Protocolo para transcripcion reversa (Sintesis de cDNA) con kit ImProm-II®

Reverse Transcription System

1. Descongelarel RNA experimental y el control positivo de kanamicinaen hielo, asicomo los demas
reactivos a utilizary mantenerlos enfrio.

2. Combinarel RNA experimental (1.0 ug) con el oligodty agua libre de nucleasas. Volumen final 5
pl.

3. Preparar las siguientes mezclas maestras:

1.2 kb Kanamicina 2u
Oligo dt primer (0.5pug/rx) 1l
H20 libre de nucleasas 2 ul
Volumen final 5l
Control positivo Kanamicina 1rx

Oligo dt15 primer (0.5ug/rx) 1l
H20 libre de nucleasas 4 ul
Volumen final 5

Rna experimental (Hasta 1ug/rx) Xul
Oligo dt15 primer (0.5ug/rx) 1.0 ul
H20 libre de nucleasas X pl
Volumen final 5l

4. Incubar a 70°C por 5 minutos. Colocaren hieloinmediatamente y centrifugar para colectarel
condensado.
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5. Preparar el Mix Improm I, agitar con vortex y manteneren frio hastael momento de dispensar.

H20 libre de nucleasas 5.3 ul
Improm Il 5x Rx Buffer 4.0 pl
MgCl2 3.2ul
dNTP Mix 1.0 ul
RNAsinrecombinante 0.5 ul
Improm Il Transcriptasa reversa 1.0
Volumen final 15 ul

Adicionar 15 pl de los mix preparados a cada reaccién correspondienteincubada anteriormente a
70°C, para obtenerunvolumen finalde 20 pl. tanto para la reaccién experimental como paralos

controles.

6. Alineamiento: Incubara 25°C durante 5 minutos.
7. Extensidn: Incubar a 42°C durante 1 hora.
8. Inactivacion de transcriptasa reversa: Incubar a 70°C por 15 minutos.

9. Verificar mediante PCR punto final.



Anexo 6

Mix Acurstar Tag-Evagreen 2X (Stock)

Buffer 10X 200 pl. 2X
MgCl> (50 mM) 100 pl. 5 mM
Mezcla de nucledtidos (10Mm) | 40 pl. 0.4 mM
Acurstar Taq (5U/ pl.) 12 pl. -
EvaGreen 20X 100 pl. 2X
Agua libre de nucleasas 548 ul. -
Volumen final 1000 pl. -

Mix g-PCR

Buffer Acurstar-Evagreen 2X 5 ul. 1X
Cebador (F)10 uM. 0.2 ul. 0.2 uM.
Cebador ® 10 pM. 0.2 pl. 0.2 pm.
Agua libre de nucleasas 1.6 pl. -
Templado (cDNA) 3 ul. -

Total 10 pl. -




Anexo 7

Relaciéon de concentracion de ARN y valores de relacion 260/280 y

260/230

No. pH Etapa Edad 260/280 260/230 Concentracidn
40 73 Larva D 1 dia 1.91 0.68 266 Ng/ul.
41 7.3 Larva D 1 dia 1.94 0.55 63.4 Ng/ul.
42 7,3 Larva D 1 dia 1.91 1.08 133.1 Ng/pl.
43 8.0 Larva D 1 dia 1.92 1.28 173.2 Ng/ul.
a4 8.0 Larva D 1 dia 1.87 1.58 111.8 Ng/ul.
45 8.0 Larva D 1 dia 1.88 1.70 129.1 Ng/ul.
46 73 Larva D 2 dias 1.89 1.71 220.8 Ng/ul.
46 73 Larva D 2 dias 1.93 1.96 278.6 Ng/ul.
48 7.3 Larva D 2 dias 1.92 1.87 292.4 Ng/ul.
49 8.0 Larva D 2 dias 1.94 0.88 223.7 Ng/ul.
50 8.0 Larva D 2 dias 1.93 0.73 243.9 Ng/ul.
51 8.0 Larva D 2 dias 1.93 0.78 225.2 Ng./ul.
52 7.3 Larva D 3 dias 1.95 1.63 322.6 Ng/ul.
53 7.3 Larva D 3 dias 1.95 1.36 337.8 Ng/ul.
54 7,3 Larva D 3 dias 1.96 0.80 305.7 Ng/ul.
55 8.0 Larva D 3 dias 1.95 2.05 358.8 Ng/ul.
56 8.0 Larva D 3 dias 1.96 2.08 324.3 Ng/ul.
57 8.0 Larva D 3 dias 1.97 1.99 321.4 Ng/ul.
58 7.3 Larva D 4 dias 1.90 1.87 215.7 Ng/ul.
59 73 Larva D 4 dias 1.96 1.35 258.6 Ng/ul.
60 73 Larva D 4 dias 1.88 1.98 244.8 Ng/ul.
61 8.0 Larva D 4 dias 1.98 0.81 313.6 Ng/ul.
62 8.0 Larva D 4 dias 1.99 1.31 295.1 Ng/ul.
63 8.0 Larva D 4 dias 1.97 1.13 340.1 Ng/ul.
64 7,3 Larva D 5 dias 1.92 1.18 180.8 Ng/ul.
65 7.3 Larva D 5 dias 1.98 0.78 268.2 Ng/ul.
66 7,3 Larva D 5 dias 1.96 0.49 234.8 Ng/ul.
67 8.0 Larva D 5 dias 1.96 1.69 287.7 Ng/ul.

68 8.0 Larva D 5 dias 1.97 1.97 315.0 Ng/pl.



69 8.0 Larva D 5 dias 1.94 1.34 263.3 Ng/ul.

Anexo 7

Relacion de concentracidn de ARN y valores de relacién 260/280y 260/230

No. pH Etapa Edad 260/280 260/230 Concentracion
70 7.3 LarvaUmbonada 1 dias 1.96 1.82 332.4 Ng/ul.
71 73 LarvaUmbonada 1 dia 1.97 1.67 321.3 Ng/ul.
72 7.3 LarvaUmbonada 1 dia 1.94 1.73 294.8 Ng/ul.
73 8.0 LarvaUmbonada 1 dias 2.04 0.99 261.5 Ng/ul.
74 8.0 LarvaUmbonada 1 dias 2.03 1.10 277.7 Ng/ul.
75 8.0 LarvaUmbonada 1 dia 1.94 1.47 221.0 Ng/ul.
76 7.3 LarvaUmbonada 2 dias 1.98 1.31 181.6 Ng/ul.
77 7.3 LarvaUmbonada 2 dias 1.99 1.15 212.8 Ng/ul.
78 7.3 LarvaUmbonada 2 dias 1.98 0.64 209.2 Ng/pl.
79 8.0 LarvaUmbonada 2 dias 1.94 1.11 235.0 Ng/ul.
80 8.0 LarvaUmbonada 2 dias 2.02 1.65 277.7 Ng/ul.
81 8.0 LarvaUmbonada 2 dias 1.92 0.74 128.7 Ng/pl.
82 73 LarvaUmbonada 3 dias 2.03 1.34 282.1 Ng/ul.
83 7.3 LarvaUmbonada 3 dias 1.97 1.30 217.6 Ng/ul.
84 7.3 LarvaUmbonada 3 dias 2.02 0.94 282.1 Ng/pul.
85 8.0 LarvaUmbonada 3 dias 2.00 1.22 313.7 Ng/ul.
86 8.0 LarvaUmbonada 3 dias 1.96 0.51 143.0 Ng/pl.
87 8.0 LarvaUmbonada 3 dias 2.02 1.22 201.8 Ng/ul.
88 73 LarvaUmbonada 4 dias 2.01 0.38 155.0Ng/ul.
89 7.3 LarvaUmbonada 4 dias 1.99 0.89 317.7 Ng/ul.
90 73 LarvaUmbonada 4 dias 1.98 1.27 295.8 Ng/ul.
91 8.0 LarvaUmbonada 4 dias 1.92 1.0 349.1 Ng/ul.
92 8.0 LarvaUmbonada 4 dias 1.97 0.36 81.4 Ng/ul.
93 8.0 LarvaUmbonada 4 dfas 1.97 1.19 181.8 Ng/pl.
94 73 LarvaUmbonada 5 dias 1.98 1.38 322.4 Ng/ul.
95 7.3 LarvaUmbonada 5 dias 1.98 1.80 414.3 Ng/ul.
9% 7.3 LarvaUmbonada 5 dias 1.99 1.68 352.6 Ng/ul.
97 8.0 LarvaUmbonada 5 dias 2.03 1.43 311.5 Ng/ul.
98 8.0 LarvaUmbonada 5 dias 2.01 1.12 138.4 Ng/pl.

99 8.0 LarvaUmbonada 5 dias 1.98 1.24 201.9 Ng/pul.
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1.93
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1.97

2.18

1.93

1.97

1.93

2.0
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1.95

0.75

0.47

1.79

1.86

1.46

1.20

0.58

0.90

1.89

0.10

1.52

1.58

0.56

0.33

0.66

1.32

0.75

1.27

0.68

0.62

203.9 Ng/pl.
281.0 Ng/pl.

217.9 Ng/pl.

96.8 Ng/ul.

362.3 Ng/pl.

6.2 Ng/pul.

195.2 Ng/pl.

277.6 Ng/ul.

72.1 Ng/ul.

52.4 Ng/ul.

190.8 Ng/pl.

229.1 Ng/pl.
"-5.0 Ng/pl.

"-2.4 Ng/ul.

58.8 Ng/pl.

75.2 Ng/ul.
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Anexo 8: Prueba LSD de Fisher

Prueba LSDde Fisher paralos analisis de expresidon de genes

Prueba LSD de Fisher Expresién ATP sintasa de larva veligerD

Dia 1, pH Dia 1, pH Dia 2, pH Dia 2, pH Dia 3, pH Dia 3, pH Dia 4, pH Dia 4, pH Dia 5, pH Dia 5, pH

8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3
Diaal(,J pH 0,491003 0,080314 0,788877 0,047585 0,045752 0,128842 0,279517 0,253340 0,008362
Dia 1, pH 0,491003 0,262184 0,311787 0,188536 0,163327 0,419177 0,732998 0,685258 0,040068
7.3
Dia82(,) pH 0,080314 0,262184 0,034042 0,921320 0,768831 0,663032 0,368199 0,402277 0,350694
Dia72é pH 0,788877 0,311787 0,034042 0,015663 0,017644 0,052452 0,139288 0,122787 0,002087
0,047585 0,188536 0,921320 0,015663 0,823195 0,551382 0,268047 0,298692 0,350069
8.0
0,045752 0,163327 0,768831 0,017644 0,823195 0,451704 0,228037 0,252217 0,535139
D|'a846 pH 0,128842 0,419177 0,663032 0,052452 0,551382 0,451704 0,597329 0,647764 0,135716
0,279517 0,732998 0,368199 0,139288 0,268047 0,228037 0,597329 0,942437 0,050948
7.3
0,253340 0,685258 0,402277 0,122787 0,298692 0,252217 0,647764 0,942437 0,058573

Dia 5, pH 0,008362 0,040068 0,350694 0,002087 0,350069 0,535139 0,135716 0,050948 0,058573
7.3
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Prueba LSD de Fisher expresion de Anhidrasa carbdnica en Larva veliger D

- Dia 1, pH Dia 1, pH Dia 2, pH Dia 2, pH Dia 3, pH Dia 3, pH Dia 4, pH Dia 4, pH Dia 5, pH Dia 5, pH

8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3 8.0 7.3
0,889167 0,777938 0,234822 0,025215 0,038599 0,456730 0,015571 0,027539 0,003324
0,889167 0,674067 0,183666 0,018430 0,029195 0,372338 0,011312 0,020156 0,002396
0,777938 0,674067 0,371050 0,046792 0,066795 0,659784 0,029379 0,050922 0,006442
8.0
0,234822 0,183666 0,371050 0,186653 0,234959 0,605066 0,119383 0,202022 0,025044
DI'aSé(,) pH 0,025215 0,018430 0,046792 0,186653 0,999905 0,074606 0,793859 0,961319 0,290877
Dia 1'3, pH 0,038599 0,029195 0,066795 0,234959 0,999905 0,107339 0,815258 0,965305 0,343178
7.3
Dl'a846 pH 0,456730 0,372338 0,659784 0,605066 0,074606 0,107339 0,045150 0,081672 0,008488
Dl'a7£.1,3 pH 0,015571 0,011312 0,029379 0,119383 0,793859 0,815258 0,045150 0,756856 0,420625
Dia é, pH 0,027539 0,020156 0,050922 0,202022 0,961319 0,965305 0,081672 0,756856 0,270434
8.0
Dia 5, pH 0,003324 0,002396 0,006442 0,025044 0,290877 0,343178 0,008488 0,420625 0,270434

7.3



Dia 1,
pH 8.0
Dia 1,
pH7.3
Dia 2,
pH 8.0
Dia 2,
pH 7.3
Dia 3,
pH 8.0
Dia 3,
pH7.3
Dia 4,
pH 8.0
Dia 4,
pH 7.3
Dia 5,
pH 8.0
Dia 5,
pH 7.3
Dia 6,
pH 8.0
Dia 6,
pH 7.3
Dia 7
pH 8.0
Dia 7,
pH 7.3

Dia 1, pH

8.0

0,455185

0,300236

0,077921

0,408308

0,893584

0,292625

0,362267

0,164491

0,227465

0,371670

0,013374

0,479785

0,957610

Dia 1, pH
7.3

0,455185

0,767617

0,291961

0,935058

0,379879

0,754723

0,103619

0,507782

0,636989

0,819251

0,069585

0,174595

0,487421

Prueba LSD de Fisher en la Expresion ATP sintasa larva Umbonada

Dia 2, pH Dia 2, pH

8.0
0,300236

0,767617

0,444293

0,830425

0,243927

0,986463

0,057631

0,712256

0,859419

0,971367

0,123211

0,108228

0,324978

7.3
0,077921

0,291961

0,444293

0,329724

0,059467

0,454298

0,010274

0,689677

0,555131

0,471308

0,422296

0,026007

0,086519

Dia 3, pH Dia 3,pH Dia 4, pH Dia 4, pH

8.0
0,408308

0,935058

0,830425

0,329724

0,338217

0,817237

0,088581

0,560773

0,695907

0,876269

0,081852

0,153695

0,438533

7.3
0,893584

0,379879

0,243927

0,059467

0,338217

0,237385

0,435429

0,129470

0,181957

0,312496

0,009724

0,556270

0,851750

8.0
0,292625

0,754723

0,986463

0,454298

0,817237

0,237385

0,055644

0,724897

0,872756

0,959270

0,127121

0,105165

0,316932

7.3
0,362267

0,103619

0,057631

0,010274

0,088581

0,435429

0,055644

0,026006

0,039666

0,093717

0,001349

0,911394

0,335593

Dia 5, pH
8.0
0,164491
0,507782
0,712256
0,689677
0,560773
0,129470

0,724897

0,026006

0,847689

0,714555

0,233594

0,056266

0,180347

Dia 5, pH Dia 6, pH

7.3
0,227465

0,636989

0,859419

0,555131

0,695907

0,181957

0,872756

0,039666

0,847689

0,845951

0,169265

0,079674

0,247759

8.0
0,371670

0,819251

0,971367

0,471308

0,876269

0,312496

0,959270

0,093717

0,714555

0,845951

0,155986

0,149533

0,397100

Dia 6, pH
7.3
0,013374
0,069585
0,123211
0,422296
0,081852
0,009724
0,127121
0,001349
0,233594

0,169265

0,155986

0,004666

0,015152

Dia 7, pH
8.0
0,479785
0,174595
0,108228
0,026007
0,153695
0,556270
0,105165
0,911394
0,056266
0,079674

0,149533

0,004666

0,451161

Dia 7, pH
7.3
0,957610
0,487421
0,324978
0,086519
0,438533
0,851750
0,316932
0,335593
0,180347
0,247759
0,397100

0,015152

0,451161
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Dia 1,
pH 7.3
Dia 2,
Dia 2,
pH 8.0
pH 7.3
Dia 4,
pH 7.3
pH 8.0
Dia 5,
pH 8.0
pH 7.3
Dia 7,
pH 7.3

Dia 1,
pH 8.0
0,568006
0,140874
0,944545
0,478803
0,973592
0,915749
0,587966
0,332753
0,204190
0,341988
0,224318
0,921785

0,905369

Dia 1,
pH 7.3

Dia 2,
pH 8.0

Dia 2,
pH 7.3

Dia 3,
pH 8.0

0,568006 0,140874 0,944545 0,478803

0,045673
0,615673
0,205852
0,545993
0,641222
0,976497
0,129382
0,071044
0,149304
0,079594
0,542955

0,650568

0,045673

0,124095
0,431343
0,149483
0,116028
0,048607
0,599908
0,830708
0,699875
0,786620
0,219236

0,113222

0,615673

0,124095

0,437325
0,918236
0,971092
0,636407
0,300108
0,181543
0,312112
0,199947
0,872587

0,960653

0,205852
0,431343

0,437325

0,499314
0,416609
0,216138
0,790677
0,564741
0,747757
0,603558
0,591401

0,409276

Dia 3,
pH 7.3
0,973592
0,545993
0,149483
0,918236

0,499314

0,889545
0,565561
0,349111
0,215703
0,356864
0,236676
0,945323

0,879212

Dia 4,
pH 8.0
0,915749
0,641222
0,116028
0,971092
0,416609

0,889545

0,662329
0,284023
0,170550
0,297289
0,188087
0,847148

0,989551

Dia 4,
pH 7.3
0,587966
0,976497
0,048607
0,636407
0,216138
0,565561

0,662329

0,136514
0,075358
0,156449
0,084349
0,560390

0,671805

Dia 5,
pH 8.0
0,332753
0,129382
0,599908
0,300108
0,790677
0,349111
0,284023

0,136514

0,755252
0,932787
0,798841
0,440415

0,278365

Dia 5,
pH 7.3
0,204190
0,071044
0,830708
0,181543
0,564741
0,215703
0,170550

0,075358

0,755252

0,845664
0,954544
0,296437

0,166709

Dia 6,
pH 8.0
0,341988
0,149304
0,699875
0,312112
0,747757
0,356864
0,297289
0,156449

0,932787

0,845664

0,885730
0,434959

0,292056

Dia 6,
pH 7.3
0,224318
0,079594
0,786620
0,199947
0,603558
0,236676
0,188087
0,084349
0,798841

0,954544

0,885730

0,319935

0,183938

Dia 7,
pH 8.0
0,921785
0,542955
0,219236
0,872587
0,591401
0,945323
0,847148
0,560390
0,440415
0,296437

0,434959

0,319935

0,837995

Dia 7,
pH 7.3
0,905369
0,650568
0,113222
0,960653
0,409276
0,879212
0,989551
0,671805
0,278365
0,166709
0,292056

0,183938

0,837995



