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Resumen de la tesis que presenta Grecia Dayana Sdnchez Rosales como requisito parcial para la

obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida

Plasticidad fenotipica de dos poblaciones de la almeja mano de leén
(Nodipecten subnodosus) ante variaciones térmicas in situ: una aproximacion

transcriptomica
Resumen aprobado por:
Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dra. Laura Liliana Lopez Galindo
Co-directora de tesis Co-directora de tesis

Es esencial comprender cdmo la resiliencia y adecuacién de los organismos son afectados por los
cambios de temperatura, para predecir las consecuencias ecoldgicas del calentamiento global. En este
estudio se seleccionaron dos poblaciones de la especie Nodipecten subnodosus, una poblacidn ubicada
en el Pacifico y otra en el Golfo de California. La almeja mano de leén, como se conoce cominmente
esta especie, es considerada uno de los moluscos bivalvos de mayor importancia en el sector pesquero
y acuicola, a lo largo de la costa del Pacifico Mexicano. Estudios previos han demostrado que existen
diferencias genéticas y fisiolégicas entre la poblacion ubicada en el Pacifico respecto a la del Golfo de
California, asociadas a las diferentes condiciones oceanograficas de las zonas. No obstante, aun se
desconocen las estrategias especificas que han contribuido al éxito de cada poblacién en su entorno
local y cdmo responderdn ante el aumento de la temperatura de los océanos. Por ende, el objetivo de
este estudio fue evaluar la plasticidad fenotipica de ambas poblaciones, en los diferentes ambientes.
Para ello, se generaron dos progenies a partir de dos poblaciones silvestres; una ubicada en el Pacifico
(Laguna Ojo de Liebre) y otra en el Golfo de California (Bahia de los Angeles). Mediante estrategias de
trasplante reciproco y common garden, se evalud el perfil transcriptdmico de almejas juveniles (F1)
provenientes de la progenie obtenida de reproductores de LOL y BLA crecida en LOL (Pacifico).
Asimismo, también se evalud el perfil transcriptémico de juveniles silvestres (FO) provenientes de BLA
y LOL. El andlisis transcriptdmico de las branquias revelaron patrones de expresion génica distintivos
entre las poblaciones, destacando procesos bioldgicos clave relacionados con metabolismo energético
y respuesta inmune. Se observaron estrategias Unicas en ambas poblaciones, sugiriendo adaptaciones
especificas a sus respectivos ambientes. La poblacién de Bahia de los Angeles exhibié una mayor
resiliencia respecto a la poblacidn de LOL, indicando una plasticidad fenotipica potencialmente mds
robusta y adaptativa frente al aumento de la temperatura. Este estudio proporciona una base
molecular para comprender las complejas interacciones genéticas y metabdlicas subyacentes a la
capacidad de N. subnodosus para hacer frente al cambio climatico.

Palabras clave: Ectotermos; Nodipecten subnodosus, trasplante reciproco; common garden,
adaptacidn; temperatura; plasticidad fenotipica; resiliencia; transcriptdmica; procesos biolégicos.



Abstract of the thesis presented by Grecia Dayana Sanchez Rosales as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in life science

Phenotypic plasticity of two lion's-paw scallops (Nodipecten subnodosus) populations to in situ
thermal variations: a transcriptomic approach

Abstract approved by:

PhD. Clara Elizabeth Galindo Sanchez PhD. Laura Liliana Lépez Galindo
Thesis Director Thesis Director

Understanding how organisms’ resilience and adaptability are affected by temperature changes is
crucial for predicting the ecological impact of global warming. This study focused on two populations
of Nodipecten subnodosus, commonly known as the lion's paw scallop, found in the Pacific and Gulf of
California. These bivalve mollusks play a significant role in the fisheries and aquaculture industry along
the Mexican Pacific coast. Previous research has shown genetic and physiological differences between
the Pacific and Gulf of California populations due to varying oceanographic conditions. However,
specific strategies contributing to each population's success in their local environment and their
responses to rising ocean temperatures remain unclear. The aim of this study was to assess the
phenotypic plasticity of both populations in different environments. Two progenies were generated
from wild populations in Laguna Ojo de Liebre (Pacific) and Bahia de los Angeles (Gulf of California).
Using reciprocal transplant and common garden strategies, we evaluated the transcriptomic profiles
of juvenile clams (F1) from progenies raised in the Pacific and wild juveniles (FO) from both populations.
Transcriptomic analyses of the gills revealed distinct gene expression patterns, highlighting key
processes related to energy metabolism and immune response. Both populations showed unique
adaptation strategies to their environments, with the Bahia de Los Angeles population exhibiting
greater resilience compared to the Pacific population. This study establishes a molecular foundation
for comprehending the genetic and metabolic interactions underlying N. subnodosus capacity to
navigate climate change.

Keywords: Ectotherms, Nodipecten subnodosus, reciprocal transplant, common garden, adaptation,
temperature, phenotypic plasticity, resilience, transcriptomic, biological process.
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Capitulo 1. Introduccidn

La temperatura de la superficie del mar es uno de los factores abidticos mas importantes en los
océanos (NOAA, 2009). Dependiendo de la latitud, la temperatura superficial del mar varia,
presentando temperaturas calidas préximas al ecuador y mas frias en las regiones de los polos (EPA,
2001). Los cambios en la temperatura del mar determinan la distribucidon de los organismos y el
funcionamiento de los ecosistemas marinos (Somero, 2010; Matoo et al., 2013). La regulacién del
metabolismo y la adecuacién ("fitness") de los organismos estd sujeta a diversos factores abiéticos,
entre los cuales destaca la temperatura. Este elemento ejerce una influencia crucial que, en dltima
instancia, incide en la eficacia biolégica de las especies, la estructura de la poblacién y la funcionalidad
de los ecosistemas marinos (Yee-Duarte, 2009; Seuront, et al., 2018). Una vez que se sobrepasan los
limites de temperatura, se compromete la actividad y supervivencia de las especies marinas que
habitan en un lugar, alterando su crecimiento, alimentacién y reproduccidn (Pértner, 2001; Poértner y

Knust, 2007).

Los fendmenos naturales como El Nifio Oscilaciéon de Sur (ENSO) y la Oscilaciéon Decadal del Pacifico
(PDO) son factores que contribuyen al incremento de la temperatura de forma periddica e irregular
ocurriendo cada dos a siete afios en el caso de ENSO y cada década para el PDO, desencadenando
alteraciones en precipitaciones, temperaturas en el Océano Pacifico tropical oriental y dando como
resultado una fase calida, provocando una disminucién en la productividad de los ecosistemas marinos
(NOAA, 2009; NCAR, 2016). Basado en datos reconstruidos por la Agencia de Proteccién Ambiental
(EPA, por sus siglas en inglés) y los Centros Nacionales de Informacién Ambiental y Atmosférica
(NOAA), desde 1880 hasta el afio 2020 la temperatura de la superficie del mar ha incrementado en
una tasa promedio de ~0.095°C por década. Desde el siglo XIX, hasta la época actual, se le atribuye a
la antropizacién ser uno de los principales motores del cambio climatico, debido al incremento de
gases de efecto invernadero, que retienen la radiacion térmica e incrementan la temperatura (IPCC,

2013).

Entre los ecosistemas marinos abiertos, la zona epipelagica es uno de los ambientes marinos con
mayor indice de fluctuacion térmica en tiempo y espacio (IPCC,2021). Los organismos ectotermos que
habitan en estos ambientes emplean diversos ajustes en el comportamiento y/o su fisiologia para
amortiguar las variaciones del ambiente (Yampolsky et al., 2014; Piasecna et al., 2015). Dichas

estrategias se dan mediante la capacidad adaptativa, y el trasfondo genético de la especie (adaptacion
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local, polimorfismo y asimilacidon genético) (Somero, 2010). La plasticidad fenotipica es un tipo de
respuesta que puede o no ser adaptativa, donde el organismo tiene la capacidad de emplear diversas
estrategias para intentar optimizar el gasto energético en reacciones que le permitan reducir el riesgo
ante las condiciones desfavorables (Pigliucci et al., 2006). La plasticidad de los ectotermos marinos
depende de su distribucion, ya que las especies ubicadas en rangos de latitud mds amplios suelen tener
una mayor termo-tolerancia ante las fluctuaciones de temperatura (Matoo et al., 2013; Ding et al.,

2020).

Los pectinidos son uno de los grupos bivalvos con reconocimiento en el dmbito pesquero, tienen una
amplia distribucién latitudinal, asi como gradientes relacionados con la profundidad del mar (Waller,
2007). Habitan en temperaturas con rangos extensos desde -1° hasta los 30°C y en ambientes con
diferentes amplitudes de temperatura estacional, por lo que son un buen modelo de estudio de

fisiologia térmica, debido a su sensibilidad y adaptacion (Le Pennec et al., 1998).

Uno de los moluscos bivalvos con mayor importancia comercial en el Noroeste de México es la almeja
mano de ledn (Nodipecten subnodosus). Su alto valor comercial se debe al musculo abductor, el cual
alcanza los 108 gramos en peso humedo y su principal consumidor es el continente asiatico (Arellano-
Martinez et al., 2011). Posee una distribucion desde Laguna Manuela en Baja California hasta el
Pacifico Sur en Paita, Peru (Gonzalez-Ortiz et al., 2017). Es una especie hermafrodita funcional, es decir,
se desarrollan ambos gametos simultdneamente en la gdénada. La temperatura juega un papel
importante en la fisiologia de N. subnodosus, dado que, dependiendo de las condiciones térmicas y la
disponibilidad de alimento, es el éxito del desarrollo y madurez gonadica de la especie (Lopez, 2009;
Salgado-Garcia et al., 2020). Asi mismo, la calidad del musculo abductor se ve influenciada por las
temperaturas calidas de verano en la zona del Pacifico, afectando sus propiedades fisicoquimicas y
texturales, lo que conlleva a pérdidas notables en el mercado pesquero y acuicola (Beltran-Lugo et al.,

2006).

En México, la pesqueria y cultivo de la almeja mano de ledn se realizan tanto en la zona del Pacifico
como en el Golfo de California, siendo laguna Ojo de Liebre (ubicada en el Pacifico) el sitio con la
poblacién mas grande de N. subnodosus (Massé-Rojas et al., 2014). Las poblaciones que habitan en las
distintas zonas (Pacifico y Golfo de California) poseen una diferencia genética entre ellas (Petersen et
al., 2010). Asi mismo, se ha observado una variacion en las estrategias fisioldgicas para alcanzar su
madurez gonddica, lo cual esta relacionado con el régimen de temperaturas y la productividad primaria

de ambos lados de la peninsula (Arellano- Martinez et al., 2004; Martinez, 2005; Yee-Duarte, 2009).
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Actualmente, los informes de calentamiento global han generado preocupacién e interés en la
capacidad de adaptacion de las poblaciones, la plasticidad fenotipica y la respuesta fisioldgica de las
almejas (Sicard, 2006; Artigaud et al., 2015; Salgado-Garcia et al., 2020). Se ha estudiado el efecto
negativo a nivel fisioldgico que tienen las altas temperaturas en N. subnodosus, afectando
principalmente el crecimiento y su reproduccidn (Arellano-Martinez et al., 2004; Sicard et al., 2006;
Saucedo et al.,, 2013). Sin embargo, una de las limitaciones principales son los escasos estudios
realizados a nivel gendmico, particularmente aquellos que permiten comprender los mecanismos de
regulacién de adaptacion de la especie ante los cambios de temperatura (Nguyen et al., 2011; Artigaud
et al.,, 2015). Los andlisis de expresidon génica son cada vez mas empleados para determinar la
divergencia adaptativa en respuesta a factores abidticos. Los analisis transcripcionales comparativos
cuantifican con mayor precisién la facultad de la plasticidad en poblaciones localizadas en distintos

habitats (Dayan et al., 2015).

Por esta razodn el propdsito de este estudio es comparar la plasticidad fenotipica de dos poblaciones
de Nodipecten subnodosus silvestres y la de su descendencia, a partir del analisis de los perfiles
transcriptomicos que permitan dilucidar su respuesta al ambiente. Asi mismo, este estudio puede
sentar las bases para la creacion de programas de mejoramiento genético al identificar fenotipos de

diferentes poblaciones de N. subnodosus resistentes y susceptibles al aumento de temperatura.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Ectotermos vy su plasticidad fenotipica a los cambios de temperatura

Entre los principales factores que modulan los ambientes costeros marinos cercanos a la costa estan
las influencias antropogénicas, las cuales pueden ocasionar cambios en la temperatura, pH vy
disponibilidad de oxigeno (NOAA, 2009). La temperatura, es la principal variable que afecta la

capacidad de los organismos a responder ante cambios ambientales (Yampolsky et al., 2004).

Diversos estudios han demostrado que la tolerancia térmica a corto plazo en los ectotermos marinos
es dependiente de su distribuciéon, ya que, en organismos localizados en la zona intermareal suelen
tener mayor tolerancia al aumento de temperatura de forma gradual, a diferencia de los ubicados en

los limites inferiores de la costa (Ding et al., 2020). Sin embargo, las modificaciones de temperatura a
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largo plazo pueden comprometer la supervivencia de los ectotermos marinos, con un minimo
incremento en la temperatura (Brun et al., 2008; Matoo et al., 2013). También se ha demostrado que
no todas las especies a pesar de encontrarse en una misma zona tendran una tolerancia similar en
respuesta al estrés térmico, tal es el caso de Ophionotus victoriae una de las especies marinas mas

susceptibles a cambios minimos de temperatura (Nguyen et al., 2011).

La plasticidad fenotipica y la adaptacién local son dos formas de respuesta que pueden ser evolutivas
dadas a partir de la seleccién por la tolerancia de temperaturas subdptimas (Yampolsky et al., 2014).
La plasticidad fenotipica es la propiedad de un genotipo de modificar sus caracteristicas fisicas,
bioquimicas y comportamiento en respuesta a cierta condicion ambiental. Por el contrario, la
adaptacion local, se basa en poblaciones que poseen diferencias genéticas que han sido conferidas
debido a una divergencia y procesos de seleccién natural de uno o mas rasgos (genotipo) que le
confieren el éxito de supervivencia y reproduccion ante las modulaciones térmicas especificas para la

zona en la que habitan (Pigliucci et al., 2006).

Entre los estudios realizados para entender la base implicita entre genotipo por medio ambiente, se
ha demostrado que la plasticidad puede estar mediada por mecanismos epigenéticos, efectos
transgeneracionales o la misma herencia epigenética. Tanto las modificaciones epigenéticas y la
plasticidad producen cambios en la expresidn génica o en el fenotipo sin presentar una alteracién en
la secuencia de ADN y ambas son inducidas por el ambiente (Schlichting y Wund, 2014; Hu y Barret R.,
2017).

Estrés

Epigenética

N

Plasticidad

Fenotipica
> . .\\ ,'. i N
Sin plasticidad Plasticidad Plasticidad No
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1
Bt
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Figura 1. Esquema de reaccién de plasticidad fenotipica. El eje “x” indica dos ambientes distintos, el eje “y” los
fenotipos dptimos para cada ambiente en los que se encuentra la poblacién (Modificado de Lalejini et al., 2021).
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Una poblacién puede dividirse en si presenta plasticidad o no, y si esta plasticidad resulta ser
adaptativa al nuevo escenario ambiental. Entre las normas de reaccidn (cambio fenotipico o ausencia
del mismo) hipotéticas para poblaciones en distintos ambientes se menciona que pueden existir tres
escenarios (figura 1): en el primero las poblaciones no son plasticas y los fenotipos no se veran
modificados ante el factor ambiental, cuando se tiene una poblaciéon pldstica adaptativa hace
referencia a que los fenotipos son dinamicos y se ajustaran al nuevo éptimo y en el ultimo escenario
cuando el ambiente induce fenotipos que se alejan de los éptimos se define a la poblacién plastica

pero no adaptativa (Lalejini et al., 2021).

El potencial de adaptacién de los bivalvos dependera de la interaccién entre la divergencia genética y
la plasticidad fenotipica, la cual se vera mayormente favorecida en ambientes dinamicos (Nguyen et
al., 2011). En un estudio realizado por Li et al. (2018), sobre plasticidad adaptativa en dos poblaciones
de Crassostrea gigas (intermareal vs submareal) se observd una mayor plasticidad en ostiones
intermareales en cuanto a la expresién de genes de respuesta a temperaturas altas y una mayor tasa
de supervivencia. Sin embargo, se exhibid un menor crecimiento en comparacion de las poblaciones
submareales, lo cual confirma una diferencia en la plasticidad adaptativa de las poblaciones ubicadas

en diferentes zonas de mareas, facilitando la adaptacidon en zonas mds dindmicas.

1.1.2 Experimentos de interacciones del genotipo por ambiente en moluscos

Los distintos fenotipos de una poblacion se encuentran determinados por el factor ambiental, genético
y su interaccion. Por ende, uno de los principales desafios es determinar si el potencial adaptativo de
una poblacidn es atribuido a la diferencia genética o por una influencia en el ambiente (Miaud y Meril,

2001).

Los experimentos de common garden (jardin comun) (Figura 2) son enfoques experimentales que
prueban la adaptacion local en diferentes rasgos de interés de una poblacion como: historia de vida,
relaciones alométricas y fenologia. Asi mismo puede ser aplicado para el estudio de interacciones del

genotipo por ambiente (Villemereuil et al., 2015).

Este tipo de enfoques experimentales pueden dividirse en dos clases de experimentos: trasplantes
reciprocos y common garden. Los trasplantes reciprocos son disefiados para probar la adaptacién local

mediante trasladar un grupo de individuos de dos poblaciones de ambientes distintos al ambiente de
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la poblacién contraria, mientras que en el experimento de common garden se extraen organismos de
dos poblaciones distintas a un ambiente comun, con condiciones idénticas con el fin de minimizar la
variacion ambiental para poder reconocer el componente gendmico de los cambios fenotipicos

(Sanford y W. Kelly, 2011).

N

Translocacién

Sitio A
FO

=g >,

E-F = Generacion Sitio comun

: F1 F1
Sitio B
FO

Figura 2. Esquema de experimento de common garden. La translocacion hace referencia a la extracciéon de
organismos (reproductores) de una poblacidn a otro sitio, en este caso para la fertilizacién y generacién de la F1
que sera expuesta en un sitio comun en campo.

El enfoque de common garden se han implementado para demostrar la importancia de la plasticidad
fenotipica en cuanto a las variaciones morfoldgicas de poblaciones de una misma especie ubicadas en
distintos sitios. El estudio realizado en la ostra perla Pinctada margaritifera sobre la plasticidad
fenotipica, adaptacion local y la bioincrustacién, bajo un enfoque de common garden, demostré que
la variabilidad del crecimiento de las ostras en las distintas zonas de cultivo se debe a la plasticidad
fenotipica, en donde la variable determinante es la temperatura; y por ello, la eleccién del sitio de

cultivo resulta un factor clave para el crecimiento éptimo de las ostras (Hulot et al., 2019).

1.1.3 Generalidades de Nodipecten subnodosus

Uno de los moluscos bivalvos con mayor importancia comercial, debido a su alta demanda en el sector
pesquero y acuicola, es la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus). Esta especie presenta una
distribucidn geografica que se extiende a lo largo del Océano Pacifico, desde Laguna Manuela en Baja
California, México, hasta el Pacifico Sur en Paita, Perd. También se encuentra en el Mar del Golfo de
California, especificamente en Bahia de los Angeles, México (Figura 3) (Gonzalez-Ortiz et al., 2017). La

almeja mano de ledn es uno de los pectinidos mds grandes alcanzando tallas en ejemplares adultos de
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hasta 21.8 cm de longitud y un peso (incluyendo concha) de 1,863g (Félix-Pico et al., 1999). Es una
especie monomiaria (con un sélo musculo aductor), y su gran demanda se debe a que este musculo
abductor puede llegar a pesar hasta 108 g en invierno para un ejemplar adulto. Ademas, N. subnodosus
es un organismo hermafrodita funcional, en donde ambos gametos se desarrollan en la génada
simultdneamente y presentan un desove de forma asincrdénica para evitar la autofecundacion

(Arellano-Martinez et al., 2011).
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Figura 3. Distribucidn geografica de N. subnodosus en las costas del Océano Pacifico.

Nodipecten subnodosus ha sido explotada por pesquerias artesanales durante las dos ultimas décadas,
esta especie, se captura dos veces al afio en los “bancos naturales” localizados en los complejos
lagunares de Guerrero Negro (Pacifico Norte). Se cuenta con registros de capturas que van de las 300
toneladas a finales de los afios 90’s a 50 toneladas en el afio 2011 (Castillo, 2016). Con base en estas
cifras, se observan pérdidas notables, provocando la busqueda de alternativas con el fin de conservar
y aumentar la produccidn de esta especie. A través de estudios realizados por Maeda-Martinez en
2007, se propone el cultivo de N. subnodosus como un método alternativo viable para continuar con
la produccidn de la especie; ya que se muestra que es uno de los moluscos con mayor potencial para
su desarrollo en acuicultura, debido a su tolerancia a la temperatura y su corto periodo de crecimiento
en comparacién con otras especies de bivalvos de importancia comercial (Lopez, 2009; Saucedo et al.,

2013; Artigaud et al., 2015).



1.1.4 Nodipecten subnodosus bajo estrés térmico

El rango de temperatura estudiado en la especie varia de los 15 a los 30°C; sin embargo, se desconocen
las tasas de crecimiento en estos limites de temperatura. Su temperatura éptima es de 22-24°C,
mientras que su tolerancia térmica es de 28.1°C como temperatura maxima en la que aun presentan

crecimiento y posee una tolerancia de temperatura minima a 20.6°C (Sicard, 2006).

La actividad bioldgica de N. subnodosus se ve comprometida ante la hipertermia, un ejemplo es el
estudio realizado por Salgado-Garcia (2020), donde se encontré que la madurez gonadica de las
almejas es afectada por la temperatura. En él, se registraron niveles elevados de los nucleétidos
(monofosfato de inosina e hipoxantina) relacionados con condiciones post mortem o de estrés, asi
como una disminucidn en los niveles de ATP y GTP en el musculo abductor. Por otra parte, se ha
observado que las variaciones estacionales, en donde la temperatura y la productividad primaria de la
zona cambian, también contribuyen a modificar las propiedades fisicoquimicas y de textura del
musculo en la almeja mano de leén (Beltran-Lugo et al., 2006). En sus resultados muestran que, en
verano con temperaturas mas calidas se obtiene el mayor peso del musculo. Sin embargo, su calidad
se vio afectada por la elevada cantidad de glucégeno provocando la disminucion de humedad,
colageno y aminoacidos (glicina, taurina, alanina y arginina) que contribuyen al sabor dulce del

musculo para su consumo.

1.1.5 Diferencias entre las poblaciones de N. subnodosus de Laguna Ojo de Liebre

y Bahia de los Angeles

La Laguna Ojo de Liebre (LOL), ubicada en el noroeste de Baja California Sur, forma parte de la Reserva
de la Biosfera El Vizcaino. La laguna presenta un medio hiperhalino por el poco aporte de agua dulce,
y una temperatura minima de 18°C y maxima promedio de 26°C (Cervantes 1997 y Aguila et al., 2000).
Este complejo lagunar posee una baja productividad primaria (1.2 pg clorofila a/L) (Delgadillo-Hinojosa
et al., 2002; Martinez, 2005) en comparacion con Bahia Magdalena ubicada mas al sur, donde se tiene
una alta disponibilidad de alimento (Gomez-Gutiérrez et al., 2001). Debido a las condiciones naturales
de Laguna Ojo de Liebre, en cuanto a su temperatura y productividad primaria, se ha reportado un
comportamiento conservativo en la maduracién gonadal. Es decir, su madurez gonadica depende

directamente de las reservas almacenadas en los diferentes tejidos y la transferencia de los nutrientes
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almacenados de la glandula digestiva a la génada para el éxito en su reproduccion (Martinez, 2005;

Arellano-Martinez et al., 2011).

Por otro lado, Bahia de Los Angeles (BLA) es un area natural protegida localizada en una regién arida
con temperaturas que van desde los 15°C en invierno hasta los 30°C en verano (Blanco-Betancourt et
al., 2004; Cortés, 2019). Una de las caracteristicas de esta bahia es su alta productividad primaria (2-3
ug clorofila a/L) debido al constante intercambio de agua y nutrientes con el Canal de Ballenas, asi
como de las interacciones con mareas y su topografia (Mufoz et al., 1991; Lépez et al., 2006). En el
estudio llevado a cabo por Yee-Duarte (2009) acerca de la reproducciéon de la poblacién de N.
subnodosus en Bahia de Los Angeles, se identificd un comportamiento oportunista. No se evidencié un
ciclo de almacenamiento de nutrientes o transferencia hacia los tejidos somaticos; en cambio, se
observé un desarrollo gonadal y remaduracién continua. Por lo tanto, se atribuye al clima y a la

disponibilidad de alimento en la zona el tipo de comportamiento fisiolégico de la poblacién.
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Figura 4. Ciclo estacional de temperatura de Bahia de Los Angeles (BLA) y Laguna Ojo de Liebre (LOL). Se indica
la temperatura de los meses mas frios (azul) y mas calidos (rojo) durante el afio (Joachin-Mejia, 2022).

Ambas costas peninsulares poseen diferencias entre sus factores abidticos, principalmente los
patrones de temperatura en sus ciclos estacionales (Figura 4), en donde se observan valores de mayor
amplitud en Bahia de Los Angeles. En el estudio llevado a cabo por Yee-Duarte (2009) acerca de la
reproduccién de la poblacién de N. subnodosus en Bahia de Los Angeles, se identificd un
comportamiento oportunista. No se evidencid un ciclo de almacenamiento de nutrientes o

transferencia hacia los tejidos somaticos; en cambio, se observé un desarrollo gonadal y remaduracion
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continua. Por lo tanto, se atribuye al clima y a la disponibilidad de alimento en la zona el tipo de

comportamiento fisiolégico de la poblacién.

Con respecto a los estudios ecofisiolégicos de las poblaciones ubicadas en el Golfo de California y del
Pacifico se han descrito diferencias en la respuesta fisioldgica, ya que, en experimentos de trasplantes
reciprocos se observaron diferencias en crecimiento y supervivencia al trasladar una subpoblacién del
Pacifico al Golfo de California y viceversa. Las almejas provenientes del Pacifico registraron tasas de
respiracion significativamente superiores a las que provenian del Golfo de California; lo cual afectd la
eficiencia en la tasa de crecimiento. Lo anterior puede atribuirse a la aclimataciéon a condiciones
ambientales estresantes por parte de la poblacién del Golfo de California, ya que fue la poblacién que
exhibié mayor tasa de supervivencia en temperaturas calidas al trasladarla del Golfo de California al

Pacifico y en su sitio de origen (Koch et al., 2015; Purce et al., 2020).

1.1.6 Estudios gendmicos en Nodipecten subnodosus

Los estudios gendmicos dedicados a moluscos bivalvos de importancia comercial son limitados, gran
parte de la informacién molecular se centra en especies modelo como el ostidon japonés
(Magallana gigas) o la ostra perlera (Pinctada margaritifera). En el caso de N. subnodosus, las
investigaciones se han enfocado principalmente en aspectos fisiolégicos, como: densidad éptima de
cultivo, temperaturas optimas de crecimiento, alimentacién y efecto del estrés térmico en la

maduracién gonadal (Lopez, 2009; Arellano-Martinez et al., 2011; Nguyen et al., 2011).

En cuanto a estudios genéticos de la almeja mano de ledn, se destacan las investigaciones sobre
diversidad y estructura genética realizadas por Ibarra et al. (2005) y Petersen et al. (2010). Las cuales,
evidenciaron diferencias genéticas entre las poblaciones del Golfo de California y del Pacifico mediante
el uso de microsatélites especificos. Ambos estudios identificaron dos grupos genéticamente distintos
y mitotipos (linajes genéticos) distintos entre las agrupaciones de mano de leén, ademas de observar

un mayor nimero de alelos privados (Unicos) en la poblacion del Golfo de California.

Lo anterior se respalda con el estudio genético mas reciente realizado por Oviedo (2017) con
marcadores microsatélites, donde se revelan diferencias alélicas entre las poblaciones del Golfo de

California y del Pacifico.
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En particular, la poblacién de Bahia de Los Angeles (Golfo de California) presenté el mayor nimero de
alelos detectados (84). De los 120 alelos totales reportados, el 13.3% fue exclusivo de las poblaciones
del Golfo de California, mientras que el 35% se compartid entre las localidades del Golfo de California
y el 39.2% se compartié entre el Golfo de California y las poblaciones de la costa Pacifico (Oviedo,
2017). Asi mismo, estudios con marcadores tipo SNP’s (polimorfismos de un solo nucleétido) derivados
de secuenciacidn RADseq también demostraron una diferencia en la diversidad genética entre las
poblaciones del Golfo de California y del Pacifico (Vargas, 2018; Valenzuela-Quifionez et al., en
preparacion). Estas contribuciones brindan una comprension mas profunda de la variabilidad genética
y la estructura poblacional de la especie, y demuestran que las poblaciones del Pacifico y del Golfo de

California son genéticamente distintas.

1.1.1 1.1.7 Analisis transcriptdmicos en moluscos ante el estrés por temperatura

La caracterizacion transcriptémica empleada en estudios de la respuesta de los organismos ante algin
factor ambiental permite entender los procesos a nivel molecular que contribuyen a la resiliencia de
la especie al entorno cambiante. El desarrollo de las herramientas de secuenciacion de ultima
generacion (NGS) ofrece una mayor informacién sobre los genes expresados diferencialmente, aun si
la especie de estudio no es un organismo modelo, con el fin de identificar los genes involucrados en

procesos bioldgicos de interés (Artigaud et al., 2015).

Las respuestas gendmicas que se han evaluado en organismos marinos, a pesar de que han empleado
herramientas de analisis de datos masivos, como la transcriptémica, se han enfocado con un limitado
numero de genes, tal es el caso de la sobreexpresién en los genes conservados que codifican para las
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) en donde se evallian respuestas ante estrés
térmico agudo por un corto tiempo. Un ejemplo es el estudio de la respuesta de HSP en vieras de mar
Argopecten irradians y la viera Placopecten magellanicus localizada en aguas profundas, en donde el
grado de expresion de HSP estd relacionado con el habitat y una capacidad diferencial de cada especie

(Dominguez, 2020).

Estudios transcriptémicos recientes realizados en la almeja generosa (Panopea globosa) sometida a
estrés térmico revelan un incremento de coexpresién en genes involucrados con el metabolismo

energético y la respuesta antioxidante (Judrez et al., 2018). Entre estos, se encontré un alto nivel de la
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expresion del gen CAT, el cual codifica la enzima cloranfenicol acetiltransferasa, cuya funcién es

prevenir el dafio celular ocasionado por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Posteriormente Kong et al., (2022) reportd una respuesta similar en la almeja Agemaki (Sinonovacula
constricta) bajo estrés térmico agudo, asi como un incremento en la expresion de genes de proteinas
chaperonas involucradas en el plegamiento y degradacidn de proteinas: tres genes correspondientes
a la familia conservada de proteinas de choque térmico (HSP por sus siglas en inglés) y otros cuatro
genes de chaperonas moleculares del reticulo endoplasmatico (RE) como : GRP94 (proteina 94
regulada por glucosa que actia como chaperona en el plegamiento de proteinas ante algin factor
estresor en el RE) , CALR (calreticulina, es una chaperona cuya principal funcion es actuar en la
homeostasis de la célula como una amortiguadora de iones de calcio, ubicada en el RE), PDI (proteina
disulfuro-isomerasa, enzima y chaperona catalizadora del plegamiento de proteinas oxidativas,
también actla en la regulacion de la homeostasis redox del RE) y ERP29 proteina 29 del reticulo
endoplasmatico que actia como chaperona en el plegamiento, secrecion y trafico de proteinas
regulada positivamente ante estrés en el RE) (Marzec et al., 2012; Wang et al., 2015; McLaughlin et al.,

2018; Migliaccio & Uversky, 2018).

En experimentos donde la tolerancia térmica de los organismos sobrepasa los limites de aclimatacion
se ha observado una alta expresidn en genes relacionados con procesos apoptdticos, como la via de
caspasas en condiciones de estrés térmico crdnico en el caso del abuldn rojo Haliotis rufescens (Tripp

et al., 2021) y la via AP1 en la viera gigante Pecten maximus (Artigaud et al., 2015).

Las investigaciones a nivel transcriptémico en la almeja mano de ledn son limitadas, y han tenido un
enfoque funcional y reproductivo, como es el estudio realizado por Galindo-Torres et al. (2018) donde
se caracterizé el transcriptoma global de N. subnodosus y se identificaron los genes de determinacion
y diferenciacion sexual. Asi como el estudio de Llera (2013), en el cual se identificaron genes
expresados en espermatogénesis con la finalidad de obtener un primer panel de marcadores para en

un futuro permitir el estudio de almejas poliploides.

Estos estudios pioneros proporcionan valiosa informacidn sobre la expresién génica y los procesos
bioldgicos subyacentes en la almeja mano de ledn. Sin embargo, debido a la escasez de investigaciones
transcriptdomicas en esta especie, se destaca la necesidad de realizar mas estudios en este ambito para

comprender mejor los mecanismos moleculares que regulan diferentes aspectos de su biologia y


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/calreticulin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/calreticulin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/endoplasmic-reticulum
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/endoplasmic-reticulum
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/endoplasmic-reticulum
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fisiologia. Lo anterior enfocado principalmente a entender las respuestas de la almeja mano de ledn,

a los diferentes ambientes de ambas poblaciones: del Pacifico y del Golfo de California.

1.2 Justificacion

Nodipecten subnodosus es uno de los moluscos bivalvos de gran importancia comercial y alto potencial
acuicola, gracias a su rapido crecimiento y margenes amplios en sus limites de temperatura. Sin
embargo, el cambio climatico, manifestado en el aumento de las temperaturas de los océanos, plantea
desafios significativos para estas poblaciones, generando inquietudes sobre su capacidad de

adaptacion y su plasticidad fenotipica.

Los impactos fisioldgicos adversos que las altas temperaturas tienen en N. subnodosus, afectando
principalmente el crecimiento y la reproduccidn, han sido objeto de estudios previos. Ademas, se han
identificado diferencias genéticas entre poblaciones del Golfo de California y del Pacifico, en sitios
especificos como Bahia de Los Angeles y Laguna Ojo de Liebre, donde se reporta una divergencia
genética entre estas poblaciones. Estos sitios presentan condiciones contrastantes, siendo Bahia de
Los Angeles caracterizado por amplias fluctuaciones de temperatura, mientras que Laguna Ojo de
Liebre ofrece condiciones mas estables durante todo el afo. Surge asi la pregunta crucial sobre si la

plasticidad fenotipica prevalece sobre la adaptacion local en ambas poblaciones.

La escasez de estudios a nivel molecular, particularmente aquellos que investiguen los mecanismos de
aclimatacion de la especie a los cambios de temperatura, representa una limitacién importante en la
comprension de las estrategias de N. subnodosus ante las variaciones térmicas. En este contexto, la
caracterizacién transcriptémica propuesta en esta tesis se presenta como una herramienta crucial.
Este enfoque no solo contribuird a comprender la base molecular subyacente a la aclimatacion de N.
subnodosus, sino que también permitird identificar genes clave involucrados en procesos bioldgicos

relevantes.

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion de ultima generacién permite identificar genes
expresados diferencialmente, relacionados con procesos bioldgicos importantes para el organismo,
facilitando la identificacién de aquellos relacionados con la resiliencia al cambio climatico. Estos
hallazgos no solo mejoraran nuestra comprension de la vulnerabilidad de la especie, sino que también

arrojaran luz sobre su plasticidad fenotipica y la capacidad de estas poblaciones para hacer frente a los
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desafios ambientales emergentes. En Ultima instancia, la investigacion propuesta contribuira
significativamente al desarrollo de estrategias de manejo y conservacién en un contexto de cambio

climatico.

1.3 Hipétesis

1.-Dado que las poblaciones de N. subnodosus provenientes de Bahia de Los Angeles y de Laguna Ojo
de Liebre son genéticamente diferentes, existird una variaciéon en los perfiles transcriptémicos,
especialmente en procesos bioldgicos involucrados en metabolismo energético y sistema inmune,
predominantemente expresados en las branquias. Se espera que la poblacién de Bahia de los Angeles,
con su historial de fluctuaciones térmicas amplias, exhiba una mayor expresién de genes involucrados
con los procesos biolégicos antes mencionados, lo que le confiere una mejor resiliencia al estrés
térmico en comparacion con la poblacién de Laguna Ojo de Liebre, que experimenta condiciones

térmicas mas estables.

2.-Ademas, se predice que las generaciones F1 de ambas poblaciones, sometidas a un common
garden, mostraran respuestas similares en los perfiles transcriptdmicos, independientemente de la
divergencia genética, sugiriendo que la plasticidad fenotipica es una respuesta preponderante ante el

estrés ambiental.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar y comparar la plasticidad fenotipica de dos poblaciones genéticamente diferentes de
Nodipecten subnodosus, en respuesta a la variacidon térmica del sitio de procedencia, a partir del

analisis transcriptomico
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Objetivos especificos

Generar informacion transcriptémica de novo a partir del tejido branquial de dos poblaciones,
Bahia de Los Angeles (Golfo de California) y Laguna Ojo de Liebre (Pacifico) de la almeja mano

de ledn N. subnodosus.

Evaluar los cambios de expresién génica (sobreexpresion o subexpresion) de genes
involucrados al efecto del estrés térmico en almejas silvestres y progenies de dos poblaciones

de N. subnodosus cultivadas en un sitio comun y en su sitio de origen.

Identificar los procesos bioldgicos relacionados con la respuesta a la variacién térmica in situ
de almejas silvestres y la progenie de dos poblaciones naturales en un sitio comun, a partir del

analisis transcriptémico.

Comparar la variacion en los perfiles transcriptémicos de las almejas en cada sitio versus las

cultivadas en un sitio comun.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sitios de cultivo y common garden

Los organismos experimentales (F1) fueron generados en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste Unidad La Paz, a partir de 13 reproductores adultos colectados en verano (Julio y Agosto)
mediante buceo en poblaciones naturales, 7 provenientes de Laguna Ojo de Liebre en Baja California Sur
(27°51’50” N 114°08’42” W) y 6 organismos de Bahia de Los Angeles (28°57'20.9"N 113°33'16.6"W) (Baja
California, México) (Figura 5) con una talla promedio de 14 cm de altura de concha. La reproduccién se
realizd a partir del método descrito por Lépez (2019). Se aislaron los ovocitos para evitar la
autofecundacién y se fertilizaron con espermatozoides de otras almejas para la produccidon de
descendencia. Los reproductores de cada poblacion se mantuvieron separados en todo el experimento, a
partir de los 7 reproductores de LOL se generaron 4 familias, que finalmente fueron mezcladas para su
cultivo masivo hasta el asentamiento larval en el laboratorio. En el caso de los reproductores de BLA se
conformaron 3 familias, las cuales se mezclaron para su cultivo masivo en laboratorio. Posterior al
asentamiento larval de las dos progenies de cada poblacién se trasladaron a campo en LOL, cada poblacién
F1 fueron colocadas en canastas Niester y se crecieron durante 7 meses hasta alcanzar la etapa juvenil

(Figura 6a).

— — p—_—_

Bahia de los Angeles

Laguna Ojo de Liebre

Figura 5. Localizacidon de los sitios de coleta y cultivo de juveniles de la almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus.
La laguna Ojo de Liebre ubicado en Guerrero Negro, fue seleccionado como el sitio comun para el cultivo de la
progenie F1 en este estudio.
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2.1.2 Muestreo de almejas silvestres

Se realizé un segundo muestreo en verano de almejas silvestres de etapa juvenil, se extrajeron 8 almejas
de BLA y 10 provenientes de LOL (Figura 6b). Cada grupo silvestre proveniente de cada poblacién fueron
consideradas FO para realizar la comparacion con las almejas F1, es importante resaltar que tanto las

almejas silvestres como la generacién F1 fueron muestreadas en etapa juvenil.

a) —_—
\1 \/l
BLA
Muestreo D Fertilizacion
Reproductores CSOVE in vitro N
Common garden
——— i Larva recien — en LOL (7 meses)
‘ asentada
LoL "—/ Fertilizacion
Muestreo D in vitro
Reproductores esove
Muestreo en campo
BLA y LOL juveniles
Analisis RNA-seq
muestras F1
b)

Muestreo en campo
BLAy LOL juveniles

— \ 7 Analisis RNA-seq
muestras silvestres

Figura 6. A) Disefio experimental de la generacion F1 y muestreos in situ. B) Muestreos in situ de poblaciones
silvestres (FO). BLA = Bahia de Los Angeles y LOL = Laguna Ojo de Liebre.

2.1.3 Preparacion de muestras

Las almejas silvestres (FO) se muestrearon en el afio 2021 (Figura 7), se colocé cada almeja completa en
nitrégeno liquido a — 195.8°C dentro de un tanque y fueron transportados a CIBNOR donde se dejaron en
ultracongelacién a -80°C hasta la diseccidn y preparacion de muestras. Las branquias (Figura 8) fueron
inmediatamente preservados en RNAlater Stabilization Solution (Invitrogen). Este tejido fue seleccionado
debido a las diversas funciones que cumple en el organismo, entre ellas: respiracién, transporte de
nutrientes y excrecion de desechos. En el afio 2022 se realizé el muestreo in situ de 10 organismos juveniles

de cada poblacion (F1) crecidos en LOL (Figura 7), se disectaron las branquias y se colocaron en nitrégeno
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liguido para posteriormente procesar la muestra mediante pulverizacidon y preservacién en RNAlater

Stabilization Solution (Invitrogen).

2021 2022
Reproducciény Mantenimiento de
generacion de F1 en larvas F1 en
laboratorio laboratorio Muestreo de

juveniles F1 en LOL

| |
>
| |

Pre-engorda de

Muestreo de ) Myestreo de juveniles (F1) en LOL
reproductores en Juveniles en campo
campo BLA y LOL BLAy LOL

Figura 7. Linea del tiempo de las etapas de muestreo.

Figura 8. Anatomia interna de un ejemplar juvenil de almeja mano de ledn N. subnodosus, en flechas se indica la
ubicacidn de las lamelas branquiales.

2.2 Extraccion de ARN, preparacion de librerias y secuenciacion masiva RNA-

Seq

Se realizaron un total de 38 extracciones de ARN (tabla 1) a partir de 25 mg de tejido branquial
homogeneizado por disrupcién quimica con solucion de lisis de RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen) y mecanica
con perlas de zirconia en un homogeneizador Fastprep24™ (MP Biomedicals™) a una velocidad de 6 m/s

por 30 s durante 3 ciclos.
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Tabla 1. Numero total de muestras de branquias colectadas de cada poblacion para la extraccion de RNA.

Localidad Generacion Muestras
Bahia de Los Angeles Silvestres (FO) 8
Laguna Ojo de Liebre Silvestres (FO) 10
Bahia de Los Angeles Cultivados (F1) 10
Laguna Ojo de Liebre Cultivados (F1) 10

La extraccidn se realizd siguiendo los pasos del proveedor. La elucién del ARN total se realizé en 30 pL de
agua estéril libre de nucleasa. La cuantificacion del ARN total se midid con el espectrofotémetro
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™) y se verificd su pureza a través de la relacién 260/280 (relacién del
acido nucleico con respecto a la presencia de proteinas), y la relacion 260/230, (medicién de
contaminacion por fenoles o compuestos organicos). La integridad de ARN extraido se verificé mediante
electroforesis con gel de agarosa al 1% utilizando Buffer TAE 1X. Se verifico la existencia de las bandas 18s

y 28s ARN ribosomal y la ausencia de degradacién (Figura 9).

3LOL 4LOL 5LOL 13BLA 14BLA 15BLA

I

300 ng/ul

Figura 9.Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muestras de ARN total extraido de branquias provenientes de
ambas poblaciones y generaciones de N. subnodosus. BLA = Bahia de Los Angeles y LOL = Laguna Ojo de Liebre.

A partir del ARN purificado se seleccionaron 2 muestras bioldgicas para cada pool, por tanto, se realizaron
3 pools de cada poblacion para los organismos silvestres (FO) y 3 pools de cada poblacién de almejas
cultivadas en LOL (F1), resultando en un total de 12 pools. Para realizar cada pool se normalizé la
concentracién a 1 ug de ARN total de cada muestra y se hizo una dilucidén para tener una concentracion

de 20 ng/uL en 100 pL de volumen final por pool.
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Después de realizar los pooles se verifico la concentracidn mediante la cuantificacién con el fluorémetro
Qubit® RNA HS Assay Kits en el equipo Qubit™ 3.0 (Invitrogen™), posteriormente se realizo la preparacion
de las librerias siguiendo el protocolo de Illumina TruSeq RNA Library Prep Kit v2. Las librerias se hicieron
a partir de 1 ug de cada pool de ARN utilizando el kit TrueSeq® V2 (Illumina) y se realizaron dos limpiezas

con la finalidad de conservar Unicamente los fragmentos de interés (Anexo | y I1).

La concentracién de ADNds (ADN de doble cadena) se cuantificé con el fluorémetro dsDNA HS Assay
Qubit™ 3.0 (Invitrogen™), se evalud la calidad y tamafio de los fragmentos con el chip de DNA 7500
mediante el sistema Bioanalizador Agilent 2100 y electroforesis en gel de agarosa al 4% utilizando Buffer
TBE 1X durante 90 minutos a 80 volts. Las bibliotecas indexadas fueron normalizadas a 15nM vy

secuenciadas en la plataforma lllumina HiSeq PE150 en Novogene Inc. (Sacramento CA, EE. UU.).

2.3 Analisis bioinformatico

2.3.1 Analisis de calidad de secuencias, ensamble de novo y andlisis de integridad

del ensamble.

La evaluacién de la calidad de las lecturas crudas se realiz6 mediante el software FastQC_v0.11.7

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).  Los indices, adaptadores de

secuenciacion y lecturas de baja calidad se eliminaron con la herramienta Trimmomatic v0.39 (Bolger et
al., 2014) manteniendo Unicamente las lecturas con un valor Phred > 30 (probabilidad de error de una
base mal asignada de 0.001). La calidad de las lecturas limpias se corroboré con el programa FastQC y se
analizaron los resultados de calidad mediante la agrupacion con el programa MultiQC v1.15 (Ewels et al.,

2016) (Figura 10).

El ensamble del transcriptoma de novo se realizd con el programa Trinity v2.15.1 de acuerdo con la guia
descrita por Haas y colaboradores (2013) para lecturas pareadas. La calidad del ensamble reconstruido fue

analizada mediante los programas Ruby v.2.2.0 (https://www.ruby-lang.org/en/news/2013/02/24/ruby-

2-0-0-p0-is-released/) y BUSCO v.5.4.3 (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs; Manni et al., 2021)
con las bases de datos de Metazoa_odb10 y Mollusca_odb10, las cuales, contienen 954 y 5,295 BUSCO

grupos, respectivamente.


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.ruby-lang.org/en/news/2013/02/24/ruby-2-0-0-p0-is-released/
https://www.ruby-lang.org/en/news/2013/02/24/ruby-2-0-0-p0-is-released/
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2.3.2 Estimacion de abundancia y analisis de genes expresados diferencialmente

Para la estimacion de la abundancia se dividieron los transcritos por poblaciones silvestres (FO) y cultivadas
(F1), las lecturas de cada biblioteca se alinearon con el transcriptoma comun de referencia con Bowtie2
(Langmead y Salzberg, 2012). La abundancia de transcritos para cada condicidon se realizé a partir de la
cuantificacidon y normalizacién de los transcritos por millén (TPM) con el programa RSEM (Li y Dewey,

2011).

La matriz de todas las bibliotecas obtenidas se analizd y filtraron genes con poca abundancia. Acto seguido,
se analizaron los genes expresados diferencialmente, primeramente se identificaron transcritos
expresadas diferencialmente (DE, por sus siglas en inglés) entre la generacién (FOy F1) y poblacién (BLAy
LOL), para esto se utilizd el paquete DESeq?2 (Love et al., 2014) mediante el programa R (lhaka y Gentleman,
1996), finalmente los genes expresados diferencialmente (DEG, por sus siglas en inglés) se organizaron de
acuerdo con el patrén de expresidn y se visualizaron mediante grafico de volcan, andlisis de componentes
principales (PCA) y mapas de calor (heatmaps). El diagrama de Venn fue elaborado a partir de los DEG con

anotacion.

i i Sequenciacion
Preparacion de Construccion de =€queNclacion

BR pools ARN librerias de ADNc

Calidad de ensamble Ensamble de Novo Filtrado de lecturas Control de calidad

(BUSCO y Ruby) (Trinity) (Trimmomatic) de lecturas (FastQC)

Estimacion de
abundancia de Anadlisis de expresion Anotacion Funcional Enriguecimiento
transcritos diferencial (DESeq2) (Trinotate) funcional (TopGo)
(RSEM/Bowtie2)

Figura 10.Flujo de trabajo para construccion de librerias y andlisis bioinformatico para muestras secuenciadas
mediante técnica de RNA-seq.
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2.3.3 Anotacion funcional

La anotacién funcional de las lecturas (contigs) de buena calidad se realizé con la herramienta Trinotate
v4.0.1 (https://trinotate.github.io/) integrada en Trinity v2.15.1. La busqueda de homologia se realiz6 con
las bases de datos UniProtKB/Swiss-Prot utilizando BlastX y BlastP (versién;2.13.0, Altschul et al., 1990)

con valores de E menores a 1e-05.

Se utilizaron las bases de dominio de proteinas conservadas, prediccion de péptido senal y dominios
transmembranales (hmmer 3.3.2/PFAM, tmhmm 2.0 y signalP v6, respectivamente) (Punta et al., 2012;
Teufel et al., 2022). Asimismo, se buscé en la base de datos KEGG (enciclopedia de genes y genomas de
Kioto) (Kanehisa et al., 2012) mediante Trinotate para la identificacién de genes implicados en diferentes
vias metabdlicas y se realizéd un andlisis de enriquecimiento funcional de términos ontoldgicos (Gene
Ontology, GO) (Ashburner et al.,, 2000). Finalmente se utilizd el programa Transdecoder v.5.7.0

(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) para la identificacidn de regiones codificantes.

2.3.4 Enriquecimiento funcional de términos ontoldgicos

En funcion del reporte de Trinotate se filtraron los datos de BlastX y se realizd un analisis para visualizar la
distribucidn de taxones por género mediante los transcritos anotados, también se hizo un filtrado con los
resultados obtenidos de PFAM y anotaciones GO. Por ultimo, para cada contraste de genes expresados
diferencialmente se hizo un enriquecimiento funcional junto con los datos filtrados de Blast y PFAM,
utilizando la funcidn de TopGO en el programa R (lhaka y Gentleman, 1996), y se identificaron los procesos

bioldgicos mejor representados para cada contraste.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Perfiles transcriptomicos de dos poblaciones de Nodipecten subnodosus

3.1.1 Preparacion de pools, construccion de librerias y secuenciacién

La figura 11 muestra los resultados del tamafio (200-350 pb) y pureza de los fragmentos de las 12 librerias

indexadas de ADNds (doble sentido) mediante electroforesis por el equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent) .

{bp]

Ladder
Pool 1
Poal

Pool 3
Pool 4
Poal 5
Pool B
Pool 7
Pool 8
Pool 9
Pool 10
Poal 11
Poal 12

Figura 11. Electroforesis por Bioanalyzer 2100 (Agilent) de las 12 librerias indexadas para la verificacion de la pureza
de los fragmentos, asi como su tamafio promedio.

3.1.2 Preprocesamiento, construccion del transcriptoma de novo y calidad

Los resultados de la secuenciacién de branquias generaron un promedio de 32°626,775 lecturas crudas
pareadas por cada biblioteca con una longitud de 150 pb (Figura 11). Después de filtrar cada lectura,
depurando adaptadores, oligonucledtidos y lecturas con calidad menor a un Phred score de 30, se
ensamblaron un total de 61.5% (20°073,348) de secuencias (tabla 2) con una longitud minima de 84 pb. El
transcriptoma se ensambld con un total de 175,197 transcritos incluyendo isoformas, de los cuales
109,878 eran correspondientes a genes. La longitud promedio de los transcritos fue de 919 nucleétidos y

un N50 de 1,620 nucleétidos (tabla 3).



Tabla 2.Lecturas pareadas de RNA-seq antes y después de la limpieza con Trimmomatic.

Condicion No. lecturas crudas
BLA_FO 33°787,615
LOL_FO 31°435,261
BLA_F1 32°265,993
LOL_F1 33°018,234
Total 32°626,775

No. lecturas filtradas

21°286,197
18°861,157
20°049,916
20'141,123
20°073,348

% lecturas filtradas
63
60
62
61
61.5

Tabla 3.Estadisticas de ensamble de novo y anotacion del transcriptoma de N. subnodosus.

Ensamble de novo
Total de bases ensambladas
Total de transcritos
Total de genes
Contenido de GC (%)
Contig N10
Contig N20
Contig N30
Contig N40
Contig N50 (considerando todos los transcritos)
Contig de mayor longitud(nt)
Contig de menor longitud(nt)
Transcrito con ORF
Longitud media de contig (nt)
Longitud promedio de transcrito (nt)
Anotacion
Transcritos anotados/unicos
Blastx
BlastP
Kegg
PFAM

Secuencias con anotaciones GO

Se encontraron un total de 770 genes completos BUSCO (de 954 BUSCO genes) de la base de datos
Metazoa y 3,453 genes completos (de 5295 BUSCO genes) de la base de datos Mollusca en el

Total de contig por transcrito

161°154,533

175,197
109,878
37.6
4,902
3,451
2,682
2,091
1,620
21,346
179
34,290
483
919.85

112,158
27,469
11,217
25,125
14,228
19,416

24
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transcriptoma, menos del 10% fueron genes BUSCO con algln grado de fragmentacién y menos del 30%
no se pudieron identificar. Entre los resultados de calidad de Ruby se identificaron 112,158 contigs del

transcriptoma correspondiente al 64% y se obtuvo 0.08% de contigs segmentados.

3.1.3 Genes expresados diferencialmente

Un total de 93,845 contigs se expresaron diferencialmente al comparar por generacién (Figura 12 Cy D),
38,979 genes tuvieron un cambio de expresion con un valor ajustado < 0.05 y un Log fold change >2, el
31% de estos genes se sobre expresaron y el 18% tuvieron una subexpresién. Alfiltrar el nUmero de contigs
de la generacién FO se tuvo un total de 85,709 contigs de los cuales solo 362 genes se expresaron
diferencialmente, 167 se sobre expresaron y 195 presentaron una subexpresion (Figura 12B), de los 362
genes expresados diferencialmente 261 genes tuvieron anotacién. Finalmente se hizo una tercera
comparacién de los patrones de expresion de la generaciéon F1, hubo un total de 88,057 contigs,
Unicamente 160 genes tuvieron un cambio de expresion considerando los valores ajustados,
presentandose un mayor nimero de genes sub expresados (Figura 12 A). En el andlisis de componentes
principales (Figura 13) se observa que los perfiles de expresién de las muestras correspondientes a la F1
poseen una mayor variacion con respecto a las muestras provenientes de almejas silvestres (FO),
separandolas en dos grupos por generacion, independientemente del sitio de origen de cada poblacién.
Por otra parte, estos mismos genes que tuvieron una diferencia significativa también tuvieron anotacion

en las bases de datos de BlastX y pfam (Figura 14).

La figura 15 muestra los patrones de expresidon por generacion, donde es notable una diferencia en
comparacién con las localidades, no obstante, en la generacion FO los patrones de LOL FO se separa de BLA

FO, indicando una diferencia entre localidades silvestres.

Los resultados previos se corroboraron con la figura 16B donde se compararon Unicamente los patrones
de expresién de muestras silvestres (FO). En el caso de la diferencia entre la generacion F1, si bien si existe
un patron marcado entre el grupo de BLA y LOL, se debid principalmente al contraste que tuvo un menor
numero de genes (160) que se expresaron diferencialmente. En cuanto a los patrones de expresion de
almejas provenientes de BLA (Figura 16 C) se observa una mayor diferencia en los patrones de expresion
por generacidn y sitio de cultivo. Sin embargo, en la figura D es visible nuevamente el cambio de patrones

de expresion, a pesar de que ambas generaciones de LOL fueron cultivadas en el mismo sitio.
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Figura 12. Genes expresados diferencialmente en los diferentes contrastes de cada muestra. A) comparacidn de silvestres (FO) vs cultivados (F1), B) diferencia entre las localidades

FO, C) comparacidén entre generacion de BLA y D) comparacién entre generacion LOL.
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Figura 13. Andlisis de componentes principales de los perfiles de expresién de la comparaciéon entre

generaciones.

FO (BLA vs LOL) F1 (BLA vs LOL)

BLA (FO vs F1) LOL (FO vs F1)

Figura 14. Genes expresados diferencialmente y con anotacidén de cada contraste.
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Figura 15. Mapa de calor del andlisis de los patrones de expresion de genes en branquias de N. subnodosus. Contraste por generacion FO vs F1 de almejas provenientes de Bahia de
Los Angeles (BLA) y Laguna Ojo de Liebre (LOL).
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Figura 16. Mapas de calor del analisis de los patrones de expresion de genes en branquias de N. subnodosus. A) contraste por sitio de almejas silvestres (FO), B) contraste por sitio
de almejas cultivadas en sitio comun (F1), C) comparacidn entre generacion y sitio de BLA y D) comparacion entre generacion de LOL.
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3.1.4 Anotacidn funcional del transcriptoma

El 64% de los contigs tuvo anotaciéon, un total de 27,469 transcritos presentaron una anotacién en
Blastx utilizando la base de datos Uniprot-Swissprot (tabla 3), se tuvo la mayor coincidencia con
proteinas identificadas del género Homo sapiens alrededor de 4,600, seguido de los géneros Mus

musculus con mas de 3, 600 hits y Rattus norvegicus con 1,262 anotaciones.

Se identificaron 39 géneros del Phylum mollusca, donde el género Pecten fue el que tuvo mayor

numero de coincidencias (Figura 17).
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Figura 17. Distribucion taxondmica de los géneros con mayor homologia en el transcriptoma de N. subnodosus,
de acuerdo con la base de datos de Swissprot.
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3.1.5 Analisis de enriguecimiento GO de genes expresados diferencialmente

Para cada contraste de genes expresados diferencialmente se identificaron los procesos bioldgicos
enriquecidos significativamente (P <0.05) a partir del andlisis de enriquecimiento de términos GO.
6,802 procesos bioldgicos fueron enriquecidos significativamente considerando todos los contrastes

de los genes expresados diferencialmente (DGE).

En la comparacion de poblacidén BLAy LOL silvestres se identificaron 20 procesos enriquecidos de genes
sobre expresados y 21 sub expresados.Del contraste entre BLA y LOL F1 se identificaron 22 procesos

biolégicos enriquecidos de genes sobre expresados y 24 sub expresados.

En los contrastes por generacion de cada localidad ademas de tener un mayor nimero de DGE se
identificaron un mayor nimero de procesos enriquecidos, en el caso de BLA F1 comparado con BLA FO
se identificaron 3,294 sobre expresados y 241 sub expresados, por otra parte, LOL F1 contra LOL FO se

enriquecieron 3,466 sobre expresados y 123 sub expresados.

Se dividieron los procesos por sus funciones: metabdlicos, sistema inmune, sefializacién a estimulos,
reproduccion, defensa viral y procesos transcripcionales (celulares, modificaciones, transporte,
proliferacién, etc.), para fines de este estudio se enfocé Unicamente en procesos metabdlicos, sistema

inmune y algunos involucrados con metilacién, dafio o modificacién al ADN.

De los procesos bioldgicos de la comparacidn de almejas silvestres, se detectaron 4 procesos
metabdlicos; regulacidn negativa de peptidil-serina y fosforilacion oxidativa sobre expresados en la
poblacion de BLA FO, y proceso biosintético de cisteina y fosforilacion de AMP sub expresados (Figura
18 y 19). Aunado a lo anterior, resaltan los genes AK9 (adelinato cinasa 9) y COX 1 (subunidad 1 del

citocromo oxidasa) enzimas clave en la fosforilacién de AMP y fosforilacion oxidativa.

Cabe resaltar que los procesos sub expresados en BLA FO es indicativo de la sobre expresion de estos
procesos en las almejas provenientes de LOL FO. Asimismo, se observaron 7 procesos inmunitarios, 3
sobre expresados y 4 sub expresados, involucrados en reconocimiento de agentes extrainos y

estimulacién de células B como la regulaciéon positiva de interleucina 5 y la quimiotaxis de neutrdfilos.
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Enriched GO (F0-UP)
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Figura 18. Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sobre expresados de almejas silvestres
(FO), LOL como control. El tamafio del circulo corresponde al nimero de genes involucrados en el proceso y el

color que tan significativo fue al compararlo con el universo de genes DE.
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Figura 19. Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sub expresados de almejas silvestres (FO),
LOL como control. El tamafio del circulo corresponde al nimero de genes involucrados en el proceso y el color
que tan significativo fue al compararlo con el universo de genes DE.
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Figura 20. Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sobre expresados de almejas cultivadas
(F1), LOL como muestra control. El tamafio del circulo corresponde al nimero de genes involucrados en el
proceso y el color que tan significativo fue al compararlo con el universo de genes DE.
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Figura 21. Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sub expresados de almejas cultivadas (F1),
LOL como muestra control. El tamafio del circulo corresponde al nimero de genes involucrados en el proceso y
el color que tan significativo fue al compararlo con el universo de genes DE.
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Enriched GO (BLA-UP)
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Figura 22. Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sobre expresados del contraste entre
generacion y sitio BLA-FO vs BLA-F1, los organismos FO fungieron como control. El tamafio del circulo corresponde
al nimero de genes involucrados en el proceso y el color que tan significativo fue al compararlo con el universo
de genes DE.
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Figura 23.Términos enriquecidos GO de procesos bioldgicos en genes sub expresados del contraste entre
generacion y sitio BLA-FO vs BLA-F1, los organismos FO fungieron como control. El tamaiio del circulo corresponde
al nimero de genes involucrados en el proceso y el color que tan significativo fue al compararlo con el universo
de genes DE.
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En la comparacién de las almejas cultivadas F1, la mayoria de los procesos enriquecidos sobre
expresados (Figura 20) estan relacionados con modificaciones postraduccionales (metilacién de
histona y remodelacidn de la cromatina acoplada a la transcripcién), asi como procesos de crecimiento

epidérmico y morfogénesis.

Se detectaron 6 procesos involucrados en sistema inmune, la mitad presentd una sobre expresion,
dentro de los procesos sub expresados resalta la respuesta del factor de necrosis tumoral, donde la
supervivencia de la célula se ve comprometida. Unicamente se identificaron los procesos metabdlicos

de cobalamina y citosina sub expresados en BLA F1 (Figura 21).

Por lo que se refiera a las comparaciones por generacién, en el caso de BLA FO versus la generacion y
sitio BLA F1 utilizando a las almejas silvestres como control se observé que la mayoria de los procesos
sobre expresados en BLA F1 eran transcripcionales, involucrados en regulacion de proliferacién celular

epitelial, neurogénesis, entre otros (Figura 22).

Por otra parte, se identificaron sub expresados procesos involucrados en la cadena respiratoria
mitocondrial, ademas de estos resaltaron procesos como la desaminacién de ADN y senescencia

replicativa (Figura 23).

Unicamente se sobre expreso un proceso de interleucina-1 como via de sefializacién de procesos
inflamatorios y estimulacidon de células T como un proceso sub expresado. Dentro de los procesos

metabdlicos sobre expresados fue el catabolismo y sintesis de purinas.

De modo similar la comparacidon por generacidon en LOL obtuvo procesos similares que BLA, se
compartieron 19 procesos bioldgicos enriquecidos, la mayoria sobre expresados en procesos
transcripcionales, neurogénesis, regulacion positiva de la expresidn génica, organizacidon cromosdémica

y determinacion de simetria (Figura 24).

En los resultados de LOL F1 se sobre expreso la regulacién negativa de ubiquitinacién de H2 K63 y una
subexpresién en cambio geométrico de ADN. Ademas, Unicamente se sub expreso la coestimulacion

de células T como proceso involucrado en sistema inmune (Figura 25).
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Figura 24.Términos enriquecidos GO de procesos biolégicos en genes sobre expresados del contraste entre
generaciones LOL-FO vs LOL-F1, los organismos FO fungieron como control. El tamafio del circulo corresponde al
numero de genes involucrados en el proceso y el color que tan significativo fue al compararlo con el universo de

genes DE.
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Figura 25. Términos enriquecidos GO de procesos biolégicos en genes sub expresados del contraste entre
generaciones LOL-FO vs LOL-F1, los organismos FO fungieron como control. El tamafio del circulo corresponde al
numero de genes involucrados en el proceso y el color que tan significativo fue al compararlo con el universo de

genes DE.
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Capitulo 4. Discusion

Diferencias entre las poblaciones de BLA y LOL silvestres

La comparacién entre poblaciones silvestres muestra diferencias en los patrones de expresion y los
genes expresados diferencialmente, indicando no solo una divergencia genémica (lbarra et al., 2005;
Valenzuela-Quifionez et al., en preparacion) sino también en los transcritos expresados. Lo cual es de
esperarse, ya que los patrones de expresion de los transcritos pueden estar relacionados

principalmente con los factores ambientales.

La poblacion de Laguna Ojo de Liebre presentd un mayor numero de genes expresados
diferencialmente en comparacién con Bahia de los Angeles, siendo LOL la poblacién con menor
exposicién histérica al estrés por altas temperaturas, en otras palabras, los registros histdricos de
temperaturas a los que se ha enfrentado la poblacién de Laguna Ojo de Liebre se han mantenido
dentro de los limites de temperatura tipicos de la especie, con un rango de amplitud térmica menor
en comparacién con la poblacién de Bahia de los Angeles. Este resultado sugiere una mayor
sensibilidad o capacidad de respuesta de la poblacién de Laguna Ojo de Liebre a las variaciones
ambientales, lo que podria deberse a su histdrica limitacidn en la exposicion a temperaturas extremas.

(Cervantes 1997; Aguila et al., 2000; Joachin-Mejia, 2022).

Diversos autores reportan el mismo de nimero de DGE en poblaciones con diferencias térmicas
respectivas del sitio, como el estudio transcriptdmico de la adaptacién a la temperatura en corales
Acropora hyacinthus (Barshis et al., 2013), en los caracoles Chlorostoma funebralis (Gleason & Burton,

2015) y en dos poblaciones de Crassostrea virginca (Johnson et al., 2021).

A partir de los DGE enriquecidos se identificaron diversos procesos biolégicos, donde los procesos
transcripcionales fueron los que tuvieron mayor presencia seguido de la sefalizacidon a estimulos y
sistema inmune, estos Ultimos procesos suelen enriquecerse mayormente en estudios realizados en

organismos provenientes de campo (Sandoval-Castillo et al., 2020; Johnson et al., 2021).

La mayor sobreexpresidon y significancia estadistica de los procesos transcripcionales, como:
localizacién de ARN, biogénesis y remodelacidn neuronal, puede atribuirse a la etapa juvenil de las
almejas en el momento del muestreo. Ademas, la viabilidad de estas almejas puede haberse
mantenido debido a que las temperaturas en los sitios de colecta no superaron los limites maximos de

temperatura letal (Sicard, 2023, comunicacién personal).
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BLA exhibid una sobre expresién en interleucina 5 en comparacion con las almejas provenientes de
LOL, las cuales tuvieron un enriquecimiento en interleucina 1. Las interleucinas tienen un papel
fundamental en la respuesta inmune innata, ya que interleucina 5 se encarga de la estimulacion de
células B-1 induciendo asi una mayor produccién de anticuerpos naturales (Takatsu et al., 2005), por
otra parte, interleucina 1 contribuye en diferentes niveles, desde la produccién de enzimas
degradadoras como respuesta inflamatoria inmediata hasta la activacion y respuesta de linfocitos (Qi

et al., 2019; Boraschi, 2022).

Este tipo de citocinas se ha registrado que tiene gran participacion en la respuesta inmune en
invertebrados marinos, siendo la interleucina 17 la mayor documentada en hemocitos como respuesta
temprana ante patdgenos en especies como Crassotrea gigas (Roberts et al.,, 2008) y en el
transcriptoma de branquia de la almeja Patinopecten yessoensis sometida a fluctuaciones de

temperatura (Jiang et al., 2018).

Diversos estudios fisiolégicos han establecido vinculos significativos entre la tolerancia térmica y el
alcance aerdbico en los ectotermos marinos. Cuando se restringe el suministro de oxigeno, los
ectotermos exhiben una marcada disminucidn en su capacidad para tolerar cambios de temperatura
(Portner, 2002; Jiang et al., 2018; Johnson et al., 2021). Estas investigaciones han enfatizado la vital
importancia de los procesos metabdlicos en la capacidad de adaptacion de los ectotermos marinos a

diversas condiciones térmicas.

En la poblacién de BLA silvestres se sobre expresaron procesos metabdlicos como; la regulacién
negativa de proteinas que contienen peptidil-serina y la fosforilacién oxidativa. El gen COX1 (subunidad
1 del citrocomo ¢ oxidasa 1) impulsa la fosforilacién oxidativa al aprovechar la reduccién del consumo
de oxigeno para generar enlaces de fosfato con una alta energia en forma de ATP (trifosfato de

adenosina) (Deshpande & Mohiuddin, 2023; Uniprot, 2023).

Los procesos sub expresados en BLA FO fue la biosintesis de la cisteina, involucrada en la sintesis de
glutatidn un importante antioxidante, ademas la cisteina es uno de los sustratos clave en la via de la
biosintesis de metionina (Fujishima et al., 2018). El segundo proceso sub expresado de gran
importancia fue la fosforilacion de AMP, dicho proceso desempefia un papel clave en la sintesis y
degradacion de ATP, donde el gen AK9 (adenilato cinasa 9) cataliza la interconvencién de nucledsidos

fosfatos (Steinberg & Carling, 2019; Uniprot, 2023).

Los resultados de este estudio se relacionan estrechamente con investigaciones previas, como el
trabajo realizado por Garvin et al. (2015) sobre RNA-seq en las branquias de la trucha de banda roja

(Oncorhynchus mykiss gairdneri ). En dicho estudio, se destacd la estrategia de una mejor respiracién
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mediante la fosforilacién oxidativa, que se identific6 como un mecanismo crucial de adaptacion en
ectotermos expuestos a entornos con bajos niveles de oxigeno debido al aumento de la temperatura.
Esta estrategia metabdlica permite a los organismos optimizar la produccion de energia incluso en
condiciones de baja disponibilidad de oxigeno, lo cual es esencial para su supervivencia y adaptacién

(Garvin et al., 2015).

Nuestros resultados encuentran respaldo en estudios fisiolégicos de crecimiento en N. subnodosus a
través de experimentos de trasplante reciproco. En estos experimentos, se observd una respuesta mds
eficiente en la tasa respiratoria y el crecimiento de las almejas provenientes del Golfo de California en
comparacién con la poblacion del Pacifico (Koch et al., 2015; Purce et al., 2020). Estos hallazgos indican
una capacidad diferencial para ajustar las tasas respiratorias en funcién de las condiciones locales, lo
gue confirma la notable plasticidad adaptativa de las almejas frente a las variaciones ambientales de

su respectivo sitio.

En resumen, estos estudios subrayan la importancia critica de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) como
una estrategia metabdlica clave en la adaptacion de los ectotermos a entornos desafiantes con bajos
niveles de oxigeno, como aquellos generados por los incrementos de temperatura. Estos mecanismos
metabdlicos, junto con la capacidad de ajustar las tasas respiratorias segln las condiciones locales,
proporcionan una vision integral de la capacidad de las almejas para hacer frente a los cambios

ambientales, resaltando asi la complejidad de sus respuestas de aclimatacion.

Por lo tanto, se puede inferir que las almejas de la poblacién BLA silvestres son mas resilientes a las
variaciones térmicas debido a la estrategia metabdlica por OXPHOS en comparacion con la poblacion

de LOL ubicada en el Pacifico.

Durante la diseccidn de las branquias se observé que las almejas silvestres no presentaban diferencias
significativas en su crecimiento. Los juveniles provenientes de Bahia de los Angeles, en el Golfo de
California, tenian una altura de concha promedio de 7.4 cm, mientras que las almejas de Laguna Ojo
de Liebre, en el Pacifico, tenian una altura de concha de 7.3 cm; ambas poblaciones mantenian un
ancho de concha promedio de 7.7 cm (Sicard, 2023, comunicacidn personal). Estas observaciones
sugieren que cada poblacién podria estar aplicando estrategias especificas en su tasa respiratoria para
alcanzar su talla de crecimiento, como lo mostraron los resultados de los genes sobre expresados
relacionados con la fosforilacién oxidativa en la poblacion de BLA y fosforilacion de AMP en LOL para

la compensacion al gasto energético.

Aunado a lo anterior, la productividad primaria de cada sitio se revela como un factor crucial a

considerar. Por ejemplo, Bahia de los Angeles exhibe el doble de concentracién de clorofila a en
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comparacion con Laguna Ojo de Liebre (Muioz et al., 1991; Delgadillo-Hinojosa et al., 2002; Martinez,
2005), lo que podria actuar como un mecanismo de compensacion ante la mayor variabilidad y
amplitud de temperaturas registradas en Bahia de los Angeles. Esta variacién en la productividad
primaria se convierte en un factor determinante, ya que influye directamente en las reservas de
energia acumuladas, las cuales son fundamentales para el crecimiento y la actividad reproductiva de
las almejas. La capacidad de compensar el gasto energético metabdlico utilizado en la tolerancia
térmica se ve influenciada por la productividad primaria del entorno, lo cual, a su vez, impacta el

crecimiento de estos organismos (Arellano-Martinez et al., 2004; Koch et al., 2015).

Lo anterior se puede respaldar con lo observado en este estudio, donde la poblacién con mayor
productividad primaria (BLA) emplea una estrategia por medio de gen COX1 que le permite seguir
produciendo energia a partir de la disminucién de oxigeno por las altas temperaturas, en comparacion
con LOL donde se tiene una menor productividad primaria y la poblacion debe utilizar estrategias como

el caso de la fosforilacién de AMP para la obtencién de energia

Diferencias entre las poblaciones de BLA y LOL cultivadas

Los organismos utilizados en el presente estudio representan el 35% de supervivencia de almejas
cultivadas, procedentes de 7 familias, 4 de la poblacidn de LOL, donde la mitad eran medios hermanos.
Mientras que las otras 3 familias eran de hermanos completos, originados en Bahia de los Angeles
(BLA) (Sicard, 2023, comunicacion personal). Por lo cual, es probable que haya ocurrido una reduccién
en la variabilidad genética en las almejas F1, resaltando la importancia de comprender las
implicaciones genéticas en los resultados del estudio, y subrayando la necesidad de considerar el
contexto genético al interpretar las observaciones y conclusiones derivadas de las muestras obtenidas
(Curran et al., 2003). Esta reduccién en los valores de diversidad es comun debido al bajo nimero de

reproductores (Honaas et al., 2016; Li et al., 2021).

Los patrones de expresidn génica se mostraron con mayor similitud entre las poblaciones F1,
independientemente de la asimilacion genética (fenotipos fijos que divergen entre poblaciones) de la
poblacidn silvestre congénere. Este fendmeno se observd al analizar un menor niumero de DGE al
comparar Unicamente las poblaciones de la generacién F1, caso contrario al compararse con almejas
silvestres del mismo sitio. Dicho patrdén indica una homogeneizacion en la expresion genética cuando
ambas poblaciones F1 fueron sometidas a un common garden, donde las condiciones abidticas eran

idénticas.

Este tipo de respuesta plastica se ha observado en otros estudios. Por ejemplo, un experimento de

common garden realizado con poblaciones de Oncorhynchus mykiss gairdneri, revelé que los patrones
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de expresion génica se agrupaban principalmente segun el tratamiento o la condicién control de
temperatura (Narum & Campbell, 2015). Sin embargo, una vez que las condiciones de temperatura
superaban los limites maximos de la especie, se observaron diferencias en la expresién génica entre
las poblaciones, como se evidencié en un estudio sobre la generacién F1 de dos poblaciones de
Crassostrea gigas provenientes de distintas zonas de mareas (Li et al., 2018), o en el caso de dos
poblaciones de la ostra perla Pinctada margaritifera, donde la temperatura de exposicién alcanzé los

32y 34°C, considerado el limite maximo de temperatura para la especie (Le Luyer et al., 2022).

Estos hallazgos establecen una conexién entre la plasticidad fenotipica y la divergencia evolutiva de
cada poblacién. La capacidad de las poblaciones para mostrar adaptaciones especificas en respuesta a
condiciones ambientales cambiantes subraya la complejidad y la importancia de la plasticidad

fenotipica en la adaptacién y la aclimatacion de los organismos marinos.

La mayoria de los procesos bioldgicos enriquecidos en la generacion F1 estdn involucrados con
procesos postraduccionales como; remodelacidn de cromatina, destino celular, regulacion de factores
de crecimiento y morfogénesis. Lo anterior se relacioné con la talla y edad de los juveniles de cada
poblacién F1, ya que se registraron medidas promedio de 4.3 cm de altura de concha y 4.8 cm de ancho
para LOL F1, mientras que la altura promedio de las almejas BLA F1 fue de 4.2 cm y 4.3 cm de ancho

(Sicard, 2023, comunicacidn personal).

Uno de los procesos biolégicos mas interesantes para este estudio fue la sobre expresion de la
metilacion de la histona H3-K4 en BLA F1 respecto a LOL F1, en dicho proceso interviene el gen ASH2L
(subunidad del complejo de histona metiltransferasa Set1/Ash2), un regulador transcripcional cuya
funcion es el reclutamiento de complejos metiltransferasa en genes promotores (Uniprot, 2023),
asimismo se ha descrito que la presencia de marcas epigenéticas como H3K4me3 en regiones
especificas del genoma no solo indica la actividad transcripcional actual y media la plasticidad térmica
del desarrollo, sino que también puede tener implicaciones a largo plazo. Por ejemplo, durante el
desarrollo y la diferenciacién celular, las células pueden "evocar" su estado de diferenciacién anterior
a través de marcas epigenéticas como H3K4me3. Estas marcas actian como una especie de "memoria
transcripcional”, influenciando cdmo los genes se regulan y se expresan en estados de diferenciacion

posteriores (Gu & Lee, 2013; Sha et al., 2020; Loughland et al., 2021).

Por otra parte, se enriquecieron 6 procesos relacionados con la respuesta inmune, la mitad de ellos
sobre expresados en BLA F1 como; poliubiquitacion lineal, regulacion de la produccién de interferén
tipo | y respuesta innata. Mientras que en el caso de LOL F1 se enriquecié la desaminacién de citidina,

regulacién positiva a la inflamacidon y respuesta celular al factor de necrosis tumoral (TNF por sus siglas
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en inglés). El TNF es conocido por establecer una respuesta inflamatoria, principalmente promoviendo
la activacidn de genes inflamatorios a través de las vias de sefializacién MAPK y NF-kB. Sin embargo,
es importante destacar que un exceso de sefial de TNF puede ser perjudicial y, en algunos casos, letal
para el huésped, ya que puede desencadenar la via de muerte celular como respuesta a un patégeno

o estrés celular (Van Loo & Bertrand, 2022).

Ademas, se ha reconocido a TNF como una de las principales respuestas de via de sefializacién inmune
en diferentes estudios de estrés térmico en ectotermos marinos, ya sea por estrés, por fluctuaciones
de temperatura como el caso de la almeja Patinopecten yessoensis (liang et al., 2018), el estrés térmico
agudo y crénico en Panopea globosa (Juarez et al., 2018) y en temperaturas letal media superior en
almeja arca (Scapharca subcrenata) (Ning et al., 2021). Aunado a lo anterior, se puede deducir que la
poblacién de la generacién F1 de LOL crecida en LOL es mds susceptible a patégenos en temporada

calida en comparacién con BLA F1 crecida en LOL.

Si bien, Unicamente se enriquecieron dos procesos metabdlicos: proceso metabdlico de la citosina,
involucrado en la sintesis y modificaciones de dacidos nucleicos, y metabolismo de cobalamina,
participando como una coenzima clave en vias citosdlicas y mitocondriales (Balabanova et al., 2021;
Hayaishi & Kornberg, 1952). Ambos procesos mencionados anteriormente estuvieron sobre
expresados en LOL F1. Otro proceso de gran relevancia para este trabajo fue el transporte
transmembranal de urea, mediado por el gen DUR3-1 como un transportador activo de urea (Uniprot,

2023).

El transportador transmembranal de urea es un proceso mediante el cual la urea, un compuesto
soluble en agua H2N-CO-NH2, se transfiere de un lado de una membrana al otro, facilitado por un
agente como un transportador o un poro. En las especies acudticas, la excrecion de desechos
nitrogenados ocurre principalmente en las branquias. Estas estructuras, al estar directamente
expuestas al medio acuatico circundante desempeian un papel crucial en la eliminacién eficiente de

sustancias nitrogenadas, como la urea del organismo (Weihrauch et al., 2009) .

Lo anterior, se relaciona con los resultados fisioldgicos obtenidos de Purce et al. (2020) en el trasplante
reciproco de dos poblaciones N. subnodosus, donde las poblaciones del Pacifico exhibieron un mayor
gasto de energia en los meses de post verano en comparacion con las poblaciones del Golfo de
California, ambas cultivadas en el Pacifico (Purce et al., 2020). Los organismos marinos expuestos a
algun estresor térmico suelen mostrar un incremento en sus tasas metabdlicas, que involucra un

mayor consumo de oxigeno y excrecién de amonio en comparacidén con los organismos que se


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/scapharca
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mantienen en sus dptimos de temperatura (Baojun et al., 2005; Saucedo et al., 2004; Juarez et al.,

2018).

Estos hallazgos resaltan las diferencias en la regulacién de la respuesta inmune y metabdlica entre las
poblaciones BLA F1y LOL F1, lo que sugiere que a pesar de la similitud en los patrones de expresion al
realizar la comparacion entre ellas se pueden observar procesos vinculados a las adaptaciones

especificas a su entorno y condiciones ambientales.

Diferencias entre la generacion y sitio FOy F1 de BLA

A partir de los resultados previos, es importante resaltar que hubo un mayor crecimiento en almejas
LOL F1 en comparacion con BLA F1 a pesar de que la tasa respiratoria fue menor en las poblaciones de
BLA respecto a LOL independientemente de la generacidn y que las almejas provenientes de BLA FO
eran mas grandes que las provenientes de LOL FO. Lo anterior, difiere con estudios de reto térmico en
donde se exhibe que a mayor tasa metabdlica menor crecimiento (Li et al., 2018; Purce et al., 2020).
No obstante, si bien la temperatura juega un papel crucial en este estudio, la similitud en el crecimiento
en las almejas BLA F1 y LOL F1 puede verse influenciada por la disponibilidad de alimento en LOL o por
la diferencia de talla de BLA F1 respecto BLA FO (Mufioz et al., 1991; Delgadillo-Hinojosa et al., 2002;
Martinez, 2005).

La mayoria de los genes sobre expresados en BLA F1 corresponden a procesos que disminuyen la
proliferacién celular epitelial, neurogénesis y procesos transcripcionales. Algunas vias de sefializacion
que inhiben la actividad de adenil ciclasa lo que conlleva a una disminucion intracelular de AMPc

(segundo mensajero utilizado en la transduccion de sefiales) (Liu et al., 2021).

Dentro de los procesos que resaltaron fue el establecimiento del plano corporal para la determinacién
de la simetria del organismo. Por lo que se infiere que las almejas de BLA F1 eran mds jovenes que la
BLA FO, ya que probablemente se estaban finalizando procesos de desarrollo de tejidos, lo anterior se
corrobora con los datos fisiolégicos en donde las tallas de los juveniles fueron menores a 5cm de altura
promedio de concha (Sicard, 2023, comunicacidn personal) y con otros procesos bioldgicos
enriquecidos de sefalizacion como; proceso de quimiotaxis de los conos de crecimiento del axén vy la

transduccion celular.

Unicamente se sobre expresé un proceso de interleucina 1 como via de sefializacién de procesos
inflamatorios y sistema inmune en BLA F1, proceso que comparte con las almejas silvestres de las
distintas poblaciones, donde se observd sub expresada en BLA FO mientras que en BLA F1 se sobre

expreso respecto a BLA FO por lo que la poblacion de BLA si bien emplea la expresidon de interleucinas
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depende la amplitud y la variacidn térmica con respecto a la sobre expresién del proceso del sistema
inmune. Mientras que la estimulacién de las células T se sobre expreso en BLA FO, dicha estimulacion
de las células T se inicia en los tejidos linfoides secundarios, donde las células T interactdan con las
células presentadoras de antigenos (APC). Misma que activa dos sefiales coordinadas: la primera a
partir del receptor de células T (TCR) y la segunda por las APC a través de los ligandos coestimuladores
(Glinos et al., 2020). Esta interaccidn entre las células T y las APC es crucial para desencadenar una
respuesta inmunitaria eficaz, ya que asegura que la activacién de las células T se produzca de manera
adecuada y se evite la activacidon no deseada. A partir de lo anterior se puede inferir que existié una
mayor respuesta en genes involucrados en sistema inmune en almejas silvestres en comparacion a las

almejas cultivadas en LOL.

En BLA F1, se ha observado una sobreexpresién de los procesos metabdlicos relacionados con el
catabolismo vy la sintesis de purinas, a través de los procesos de metabolismo de alatoina, que actua
como un producto intermedio o final del catabolismo de purinas (Selamoglu, 2018), y el proceso
catabdlico del monofosfato de inosina. Este ultimo participa como un factor clave en la sintesis de
purinas y es precursor tanto del AMP (adenosin monofosfato) como del GMP (guanosin monofosfato)

(Lovdszi et al., 2021).

La significativa sobre expresion de estos procesos metabdlicos, especificamente en el metabolismo de
purinas, ha sido observada en el estudio transcriptdmico de la almeja manila Ruditapes philippinarum.
Estos hallazgos sugieren que las vias metabdlicas, en particular el metabolismo de purinas,
desempenan un papel crucial en la adaptacidn fisioldgica y respuesta de las almejas al estrés térmico

(Jahan et al., 2022).

Los procesos sub expresados en BLA F1, es decir, que tuvieron una sobre expresién en BLA FO se
encuentran involucrados en formacién de complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, transporte
de protones a través de la membrana mitocondrial para impulsar la sintesis de ATP, y el metabolismo
del 2-oxoglutarato, un metabolito clave en el ciclo del TCA y en el metabolismo del nitrogeno (Araujo

et al., 2014; Berry et al., 2018; Sousa et al., 2018).

Estudios previos en peces y moluscos han demostrado que los complejos mitocondriales juegan un
papel crucial en la adaptacion térmica de los organismos, se cree que estas adaptaciones estan
impulsadas por cambios en la maquinaria respiratoria mitocondrial en los complejos I, Il y IV (Garvin
et al., 2015; Sousa et al., 2018). El complejo |, es especialmente relevante debido a su funcién

regulatoria de la apoptosis y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto se debe a que
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cataliza la entrada de electrones en las mitocondrias, lo que representa un punto critico en el flujo de

energia de los organismos ectotermos (Le Luyer et al., 2022).

Lo anterior podria ser un indicador del estado en el que se encontraban las almejas silvestres respecto
a los cultivados. Dado que la mayoria de los procesos vinculados a la cadena respiratoria mitocondrial
y la sintesis de ATP exhibieron una mayor presencia en las poblaciones silvestres, se podria inferir que,
aunque BLA FO utiliza estrategias de compensacion para enfrentar fluctuaciones y contrarrestar el
gasto energético, experimentaron un mayor estrés en comparacion con la poblacién BLA F1 cultivada

en LOL, que crecid en un entorno con una mayor estabilidad en las variaciones térmicas.

Si bien, la estrategia de BLA FO en la respiracién a partir de OXPHOS amortigua el costo energético ante
el estrés térmico, al compdralo con la generacién BLA F1 se sobre expresaron procesos indicativos de
dano celular como: desaminacién del ADN, proceso mediado por los genes EXOS4 y EXOS5 ambos
componentes de complejos exosémicos que participan en degradacion y procesamiento de ARN
celular (Kow, 2002; Uniprot, 2023), y el proceso de senescencia replicativa, proceso de detencion
irreversible del ciclo celular desencadenada por telémeros criticamente acortados, dicho proceso es
mediado por los genes CTC1, ROMO1, WRN y ATR los cuales participan en la reparacién del dafio al
ADN vy proteccién de los telémeros (Kudlova et al., 2022; Sun et al., 2019). Por lo tanto, se infiere la
existencia de un dafo al celular en BLA FO ocasionado por ROS ante el estrés térmico y la participacion
de varios genes que intervienen con los complejos mitocondriales para mitigar el estrés térmico por
medio de la respiracion a través de la oxidacién fosforilativa, asi como de complejos de reparacion y

prevencion a dafio al ADN.

Diferencias entre la generacion FOy F1 de LOL

La comparacidn por generacidn entre las almejas provenientes de Laguna Ojo de Liebre (LOL), fue
donde se presenté un mayor nimero de DGE, siendo las Unicas variables la generacidn y la talla de los
organismos (Sicard, 2023, comunicacion personal). No obstante, como se mencioné previamente en
la comparacién con silvestres y respaldado con otros estudios se ha observado que especies con menor
exposicién histoérica al estrés por temperatura suelen presentar una mayor regulacion positiva de

genes (Barshis et al., 2013; Gleason & Burton, 2015; Johnson et al., 2021).

De forma similar a BLA F1, en las almejas LOL F1 la mayoria de los procesos bioldgicos sobre expresados
corresponden a una disminucion en la tasa de transcripcidn, expresion y organizacion cromosémica.
Igualmente, se identificaron procesos relacionados con desarrollo y regulacién de neurogénesis, todos

los anteriores relacionados con la finalizacién de procesos de desarrollo y crecimiento de los juveniles.
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Uno de los procesos sobre expresados mas importantes en LOL F1 respecto a LOL FO fue la regulacién
negativa en la ubiquitinacién de la histona 2 unida a K63 mediada por los genes TRIPC (E3 ubiquitina-
proteina ligasa TRIP12) y UBR5 (E3 ubiquitin-protein ligase UBR5) los cuales participan en la regulacién
de la homeostasis celular ante el dafio al ADN, al suprimir la proteina RNF68 previniendo la
propagacion incontrolada de ubiquitinacion de histonas especificamente de H2A (Aquila & Atanassov,
2020; Lee et al., 2021; Liu et al., 2018). La actividad de ubiquitinacidn ligada a K63 se ha observado en
estudios del sistema inmune en peces acuicolas como la corvina parda (Miichthys miiuy) y en el pez
cebra (Danio rerio) al participar en la regulacidn positiva de la respuesta inmune innata frente agentes
patégenos (Jin et al.,, 2019; Li et al., 2023). Lo anterior puede ser un indicador de una mayor
susceptibilidad de las poblaciones LOL F1 respecto a LO FO en relacién con la maquinaria de reparacion

de ADN.

Unicamente se identific la coestimulacién de células T como un proceso sobre expresado en LOL FO
comparado con LOL F1, como se habia mencionado anteriormente este tipo de coestimulacion hace
posible la interaccion entre los receptores de las células T (TCR) y las células presentadoras de antigeno
(APC) (Glinos et al., 2020). Estos hallazgos podrian inferir que los organismos silvestres tuvieron una
mayor respuesta inmune que las almejas F1, estudios previos en Crassostrea virginica y Pinctada fucata
martensii mencionan que la edad puede fungir como un factor ante una mayor o menor respuesta de
genes involucrados en defensa inmune, no obstante de forma contraria a nuestros resultados en LOL
F1, las ostras mas jovenes (>1.5 afios) de P. fucata exhibieron una mayor respuesta de genes
involucrados actividades antioxidantes y proteinas de choque térmico que ostras con una mayor edad

(>2.5 afos) (Adzigbli et al., 2019; Johnson et al., 2021).

Los procesos metabdlicos sobre expresados en LOL FO, de manera similar a BLA FO, estaban
relacionados con la cadena respiratoria mitocondrial. Estos procesos incluian la formacién de proteinas
mitocondriales, la transferencia de electrones por grupos [2Fe-2S] y la sintesis de ATP mitocondrial

impulsada por la fuerza motriz de protones.

Dichas actividades metabdlicas estdn directamente involucradas en la produccién de ATP, que es la
principal fuente de energia para las células (Dunn & Grider, 2023; He et al., 2010). Este aumento en la
produccién de ATP sugiere un incremento en la tasa metabdlica en LOL FO, indicando una mayor

actividad celular y necesidad de energia.

Nuestros resultados se alinean con lo reportado en estudios fisiolégicos sobre el trasplante reciproco

de poblaciones de N. subnodosus. En estos estudios, se observé un aumento significativo en la tasa
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respiratoria de la poblacién del Pacifico, lo que indica un incremento en el metabolismo y la actividad

celular en respuesta a condiciones especificas del entorno (Koch et al., 2015; Purce et al., 2020).

Nuestros hallazgos refuerzan la idea de que las poblaciones de almejas tienen adaptaciones
metabdlicas especificas en diferentes entornos, lo que les permite hacer frente a las demandas

energéticas variables y las condiciones ambientales cambiantes.

Plasticidad fenotipica en las poblaciones y generaciones de N. subnodosus

La plasticidad fenotipica, definida tradicionalmente como la capacidad de un genotipo para generar
fenotipos alternativos en diferentes condiciones ambientales, se extiende a la variacidon fenotipica
inducida ambientalmente (Pigliucci, 2001). Esta variacidon fenotipica puede ser tanto positiva como
negativa en términos de adaptabilidad potencial y esta influenciada por la arquitectura genética
subyacente (Ghalambor et al., 2015; Scheiner, 2003). La plasticidad fenotipica se manifiesta en tres
tipos principales: la plasticidad del desarrollo, la reversible o aguda, y la plasticidad transgeneracional

(Angilletta, 2009; Munday et al., 2013; Donelson et al., 2018).

Estudios poblacionales en ectotermos marinos provenientes de sitios con temperaturas variables han
revelado diferencias significativas en la expresién génica entre las poblaciones. Especificamente, la
poblacién que estd mas expuesta a temperaturas variables muestra una respuesta mas eficiente al
aumento de la temperatura y un menor gasto energético en comparacion con las poblaciones de
entornos mas estables (Johnson et al., 2021, Barshis et al., 2013). Este fendmeno sugiere la presencia
de una plasticidad fenotipica notable que les permite adaptarse a condiciones ambientales
cambiantes. Ademas, se ha observado que la mayoria de los genes responsables de esta plasticidad
fenotipica estan relacionados con procesos clave como la cadena respiratoria mitocondrial y el sistema

inmune ((Adzigbli et al., 2019; Garvin et al., 2015).

La importancia de la cadena respiratoria mitocondrial subraya la capacidad de estas poblaciones para
optimizar la produccién de energia en respuesta a variaciones de temperatura. Finalmente, la
activacion diferencial de genes del sistema inmune sugiere una respuesta adaptativa para hacer frente
a posibles desafios patdgenos que podrian surgir en contextos de cambios de temperatura (Le Luyer

et al., 2022; Narum & Campbell, 2015).

A partir de lo anterior, se puede definir como un factor clave a la plasticidad fenotipica en las
poblaciones y generaciones de Golfo de California (BLA) y Pacifico (LOL) para poder ajustar sus perfiles
de expresion ante las variables ambientales de los sitios. En donde se concluye que cada poblacion

silvestre posee una estrategia especifica de enantiostasis (capacidad de un organismo vivo de
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conservar sus funciones fisioldgicas y metabdlicas ante un ambiente inestable), en las que intervienen

mecanismos complejos, mas alla de la respuesta ante las variaciones de temperatura de cada sitio.

Mientras que en la generacién F1, si bien sigue compartiendo genes de sus parentescos, los perfiles de
expresion fueron homogéneos en genes involucrados con la respuesta a la aclimatacion vy
postranscripcionales en ambas poblaciones al cultivarse en un sitio con las mismas variables

ambientales.

Estos hallazgos resaltan la notable plasticidad adaptativa de los ectotermos marinos y cémo su
expresidon génica diferencial, especialmente en areas clave como la respiracion y la inmunidad, les
confiere la capacidad de enfrentar y adaptarse a entornos fluctuantes, permitiéndoles asi sobrevivir y

prosperar en condiciones cambiantes del medio ambiente marino.

Es fundamental reconocer ciertas limitaciones en este estudio, especialmente al considerar que se
llevé a cabo con organismos provenientes del campo. Una de las limitaciones principales se relaciona
con las diferencias en los tamanos y los periodos de muestreo entre las poblaciones. Las almejas
silvestres se capturaron en pleno verano (julio y agosto), mientras que las almejas cultivadas en LOL se
muestrearon después del verano (octubre). Estas diferencias temporales podrian haber introducido
variabilidad en los datos, ya que las condiciones ambientales podrian haber cambiado entre los

periodos de muestreo.

Un factor adicional que pudo influir en las diferencias observadas en las respuestas transcriptomicas
es la disparidad en la talla entre las poblaciones silvestres y las cultivadas en LOL. Aunque la edad
exacta de los organismos silvestres es desconocida, se observd que eran mas grandes en comparacion
con las almejas cultivadas. Ademas, se debe tener en cuenta la reduccidn en la variabilidad genética
de las almejas F1 en comparacion con las almejas FO. Esta variacion en el tamafio de las poblaciones

podria haber desempefiado un papel significativo en las respuestas transcriptémicas detectadas.

Es importante destacar que, a pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos en este estudio son
coherentes con datos previos de estudios fisioldgicos en N. subnodosus (Koch et al., 2015; Purce et al.,
2020) y comparten patrones similares con investigaciones sobre perfiles transcripcionales en
poblaciones de moluscos que habitan en ambientes contrastantes (Gleason & Burton, 2015; Li et al.,
2018; Johnson et al., 2021). A pesar de las limitaciones mencionadas, este trabajo representa una
primera aproximacion transcriptémica valiosa en dos poblaciones de N. subnodosus provenientes de
sitios con grandes diferencias en sus variables ambientales, especialmente en términos de

temperatura.
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Capitulo 5. Conclusiones

El aumento de las temperaturas en los ecosistemas marinos, resultado del cambio climatico y la
actividad antropogénica, ejerce una influencia significativa en la capacidad de adaptacién de los
ectotermos marinos, impactando directamente su crecimiento, reproduccién y supervivencia. En este
estudio, el andlisis transcriptdmico ha proporcionado una valiosa aproximacion a las estrategias de
adaptacion de dos poblaciones de Nodipecten subnodosus frente a las elevadas temperaturas en su

entorno natural, asi como a la respuesta transgeneracional observada en un common garden.

La plasticidad fenotipica se revela como un factor crucial en las poblaciones silvestres y en la primera
generacion. La modulacién de los patrones de expresidon génica es altamente dependiente del
ambiente, siempre y cuando este no supere los limites maximos de temperatura de la especie. Este
hallazgo resalta la importancia de entender cdmo las poblaciones naturales se adaptan y responden a
las condiciones cambiantes del medio ambiente, lo que es esencial en el contexto del cambio climatico

actual.

Ademas, nuestro estudio pone de manifiesto que cada poblacidn silvestre presenta una respuesta
metabdlica Unica al aumento de la temperatura. Es particularmente interesante destacar que la
poblacién BLA exhibié un mayor potencial de plasticidad en comparacién con la poblacion de LOL, lo

que sugiere diferencias significativas en las estrategias de adaptacion entre estas poblaciones.

Nuestro trabajo subraya la importancia de la plasticidad fenotipica y la adecuaciéon transgeneracional
en la supervivencia de las poblaciones de N. subnodosus frente a los desafios impuestos por el cambio
climatico. Los resultados obtenidos proporcionan una base sélida para comprender las complejas
interacciones genéticas y metabdlicas que subyacen a la capacidad de estos organismos para hacer
frente a las condiciones ambientales cambiantes. Ademas, esta comprensidn a nivel molecular tiene
implicaciones cruciales para la industria acuicola, destacando la importancia de considerar estos
factores en las estrategias de manejo y conservacion de esta especie comercialmente valiosa en un

mundo marcado por el cambio climatico global.
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Anexos

Anexo | Protocolo de limpieza con perlas AmpureXP (primera limpieza)

1.

10.

11.

12.

Colocar 30 pl de la libreria de DNA en un tubo Eppendorf de 0.2 ml y adicionar 0.5
volumenes de perlas (15ul). Incubar durante 15 minutos a TA

Colocar en la placa magnética durante 5 minutos

Recuperar el sobrenadante y colocarlo en un tubo nuevo de 0.2 ml debidamente marcado

(sobrenadante recuperado 40 ul)

Adicionar 1.5 volumenes de perlas AMPure XP (60 pl) e incubar durante 15 minutos a TA

Colocar en la placa magnética durante 5 minutos y remover completamente el
sobrenadante

Dejar los tubos en la placa magnética y adicionar 200 pl de etanol al 80% fresco a cada
tubo cuidadosamente tratando de no mover las perlas

Incubar a TA durante 30 s, remover y descartar el sobrenadante. Realizar un total de dos
lavados. En el primer lavado no hay problema si queda un poco de la solucidn, en el caso
del segundo lavado se debe retirar completamente el etanol

Dejar secar las perlas a TA en la placa magnética durante 15 min y posteriormente
remover de la placa magnética. El tiempo de secado puede variar, lo importante es que
el pellet de perlas se vea opaco, sin llegar a agrietarse

Adicionar 33 ul de RSB a cada tubo, pipetear 10 veces para mezclar e incubar a TA por 2
min

Colocar los tubos en la placa magnética a TA durante 5 min o hasta que se aclare la
solucidn

Transferir 30 pl del sobrenadante a un tubo de 0.2 ml debidamente etiquetado



Anexo Il Protocolo de limpieza con perlas AmpureXP (segunda limpieza)

1. Colocar 28 uL de la libreria de DNA en un tubo Eppendorf de 0.2 ml y adicionar 0.6
volumenes de perlas (16.8 pL). Incubar durante 15 minutos a TA

2. Colocar en la placa magnética durante 5 minutos

3. Recuperar el sobrenadante y colocarlo en un tubo nuevo de 0.2 ml debidamente marcado
4. (sobrenadante recuperado 44 pl)

5. Adicionar 2.0 volumenes de perlas AMPure XP (88 ul) e incubar durante 15 minutos a TA

6. Colocar en la placa magnética durante 5 minutos y remover completamente el
sobrenadante

7. Dejar los tubos en la placa magnética y adicionar 200 pl de etanol al 80% fresco a cada
tubo cuidadosamente tratando de no mover las perlas

8. Incubar a TA durante 30 s, remover y descartar el sobrenadante. Realizar un total de dos
lavados. En el primer lavado no hay problema si queda un poco de la solucidn, en el caso
del segundo lavado se debe retirar completamente el etanol

9. Dejar secar las perlas a TA en la placa magnética durante 15 min y posteriormente
remover de la placa magnética. El tiempo de secado puede variar, lo importante es que
el pellet de perlas se vea opaco, sin llegar a agrietarse

10. Adicionar 22.5 pl de RSB a cada tubo, pipetear 10 veces para mezclar e incubar a TA por
2 min

11. Colocar los tubos en la placa magnética a TA durante 5 min o hasta que se aclare la
solucién

12. Transferir 20 pl del sobrenadante a un tubo de 0.2 ml debidamente etiquetado



