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RESUMEN

El abuldn rojo Haliotis rufescens es un recurso marino fundamental en el contexto de la
acuicultura mundial del abulén. Sin embargo, la especie ha sido catalogada como en
peligro critico debido a las mortalidades masivas a lo largo de su vida asociadas con
cambios climaticos en el habitat, entre ellos la acidificacion oceédnica. Debido a que la
supervivencia del abulén depende del éxito de su ciclo de vida planctonico, entender su
vulnerabilidad a la acidificacion es el primer paso para establecer estrategias de manejo
y cultivo adecuadas. Dado que la interpretacion de los limites de tolerancia al estrés se
extiende desde el nivel mas alto de respuesta observado hasta las jerarquias sistémicas,
celulares y moleculares, la respuesta a la acidificacion se evalué con pardmetros
morfologicos, fisiologicos y gendmicos. Las tasas de respiracion, desarrollo ontogénico,
calcificacion y crecimiento fueron evaluados en larvas de abuldn rojo bajo condiciones
de acidificacion (pH 7.8 y 7.6), inducida por inyeccion de CO, a largo plazo, y
comparadas con condiciones optimas (pH 8.0). A nivel molecular se cuantificaron e
identificaron los microARNs (miRs). Estas moléculas pueden dirigir el destino y
plasticidad celular al reprimir la expresion de un gen blanco mediante su degradacion o
inhibicion de su traduccion, en respuesta a varios eventos bioldgicos, como el desarrollo
larval y el estrés ambiental. Las larvas de abulon rojo presentaron una reducciéon en el
crecimiento, la calcificacion y el desarrollo ontogénico de manera etapa-especifica en
respuesta a los tratamientos de pH, resultando causar un dafio severo a pH de 7.6, aunque
no fue letal. En ambas condiciones experimentales de pH, las larvas fueron capaces de
completar la transicion planctonica-bentonica realizando la metamorfosis y el
asentamiento. Sin embargo, la concha de las post-larvas exhibe microfracturas y deterioro
del periostraco (capa externa). En condiciones de acidificacion las tasas de respiracion se

incrementaron hasta en un 60%, sugiriendo una necesidad fisiolégica para mantener la
b



homeostasis celular. Se identificé por primera vez la red regulatoria de miRs que se co-
expresan durante el desarrollo larvario del abuldn rojo. Esta red de miRs fue modificada
por el efecto de la acidificacion; donde genes asociados al crecimiento, el desarrollo del
sistema inmune, el sistema neuronal y la diferenciacion de tejidos son regulados
negativamente en respuesta a la acidificacion. Esta regulacion negativa es coherente con
la reduccion observada en las variables fenotipicas evaluadas.

Palabras claves: Moluscos, Desarrollo larval, acidificacién oceanica, microARNSs,

abulon rojo.

II



PREFACIO

La acuicultura de moluscos enfrenta retos debido a los cambios en la composicion del
agua marina modificada por el cambio climdtico, incluyendo la acidificacion ocednica.
Mientras que la mayor parte de los estudios se enfocan en los cambios en la estructura y
funcion del adulto frente a los retos del cambio climatico, esta tesis encuentra mas
interesante el estudio de los estados transitorios que preparan al abulon para el estilo de
vida adulto. La presente investigacion es un esfuerzo que aporta nuevo conocimiento
sobre el efecto de la acidificacion en la biologia del desarrollo del abulon rojo Haliotis
rufescens. Esta tesis estd organizada en dos capitulos. El primero describe toda la
investigacion relacionada al efecto de dos niveles de acidificacion en el desarrollo larval
del abulon rojo desde los parametros morfologicos que incluyen el andlisis del
crecimiento, calcificacion, malformaciones estructurales y retrasos en el desarrollo larval.
El segundo capitulo incluye el marco tedrico necesario para introducir al lector a la
importancia de la gendémica como un componente adicional de conocimiento ligada a la
interpretacion de la sensibilidad del abulon rojo frente a la acidificacién ocednica. El
analisis transcriptomico a partir de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento
permiti6 describir un nivel adicional de conocimiento en la capacidad del abulon rojo para
enfrentar el cambio climdtico, lo que suma informacidon importante a la investigacion

holistica del efecto de la acidificacion en la biologia del desarrollo del moluscos.
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Capitulo 1. El patron de respuesta individual al estrés de
acidificacion inducido por CO: en Haliotis rufescens sugiere una

aclimatacion etapa-especifica durante su historia de vida temprana

1. Resumen

El abulén rojo Haliotis rufescens es un recurso marino fundamental en el contexto de la
acuicultura mundial del abulén. Sin embargo, la especie ha sido enlistada como una especie en
peligro critico, parcialmente por mortalidades masivas durante su historia de vida asociadas con
cambios climdticos en su habitat, incluyendo la acidificacion oceanica a corto y largo plazo.
Debido a que la supervivencia del abulon depende del éxito de su historia de vida temprana,
descubrir su vulnerabilidad a la acidificacion es el primer paso para establecer estrategias de
manejo acuicola. En el presente estudio, embriones de abulén rojo fueron cultivados bajo
acidificacion inducida por COza largo plazo (pH 7.6 y 7.8) y se evaluo6 el desempeiio larval. La
prevalencia de deterioro se evalud durante sus estadios larvarios, considerando el éxito de
desarrollo ontogénico, crecimiento corporal y calcificacion. El resultado en la alteracion
especifica de la etapa sugiere que las capacidades corporales evaluadas estan a expensas de sus
etapas de desarrollo, cuyo umbral critico se encuentra por debajo de -0.4 unidades de pH.
Finalmente, el asentamiento fue estresado a corto plazo, mostrando lo contrario a lo observado
en la acidificacion a largo plazo. Por lo tanto, la historia de vida temprana interactda a través
de multiples vias que también pueden depender del desafio de la acidificacion (es decir, a corto
o largo plazo). Comprender los limites de tolerancia y las vias de respuesta al estrés proporciona
informacion valiosa para explorar la vulnerabilidad de H. rufescens a la acidificacion de los

océanos.

2. Introduccion

2.1 Presente y futuro de la acidificacion de los océanos

Los efectos humanos sobre el medio ambiente han alcanzado niveles lo suficientemente
severos, no solo para superar los cambios naturales sino para dar nombre propio al tiempo que
vivimos: el Antropoceno (Ruddiman, 2013). El rapido crecimiento de la poblacién y la quema

de combustibles fosiles ha dado lugar a las emisiones de un gas de efecto invernadero: el



dioxido de carbono (COz), el cual representa uno de los mas nocivos debido a su largo tiempo
de residencia en la atmosfera. Desde el inicio de la revolucion industrial, el océano ha absorbido
aproximadamente mas del 26% del CO: liberado a la atmosfera (Friedlingstein et al., 2019). En
este contexto, la acidificacion de los océanos (AO) se refiere a la disminucion del pH ocednico
debido a la absorcion del CO: antropogénico dentro del océano (Zeebe et al., 2012). El Panel
Intergubernamental sobre el Cambio Climatico (IPCC) sugiere que la presion parcial del CO:
aumentard, de los valores actuales de 418.32 patm a mas de 855-1130 patm para el afio 2100
(Figura 1). Por lo que se espera que los cambios en la configuracion quimica del océano durante
el Antropoceno sean aproximadamente de tres a siete veces mas grandes y 70 veces mas rapidos
que en otros periodos geolodgicos conocidos (Zeebe et al., 2012). Aunque la tierra ha
experimentado varios periodos de cambios ambientales significativos, el ambiente planetario
habia permanecido, inusualmente, estable durante los ultimos 10,000 afios. Este periodo de
estabilidad - conocido como holoceno - ha visto surgir, desarrollarse y prosperar la civilizacion

humana (Rockstrom et al., 2009).

pH . COzatm
Proyecciones
82 o - T 2000
sol Reconstruccion -
1 T 1000
76 & Registros de nucleos de hielo i + 500
74 & Lo
Pasado geoldgico
1
* 2100 2300

Figura 1. Proyeccion de la acidificacion del océano superficial. Linea azul: Registros de nucleos de
hielo que describen la concentracion de CO, atmosférico en otros periodos geoldgicos previos al nuestro.
Linea negra: La reconstruccion del pH en el pasado geologico corresponde a las entradas de carbono
(3.500 pg - 5.000 pg C) durante los ultimos 500 afios. Doble asterisco (**indican el registro del
incremento de CO» atmosférico y una disminucion del pH en Mauna Loa, Hawai. Las proyecciones del
pH de la superficie del océano (caja azul) durante el periodo del Antropoceno, es el resultado del
modelado de pH para dichas entradas de carbono que abarcan el presente (*) y los afios subsecuentes

(Imagen editada de Zeebe et al, 2012).

2.2 Quimica del carbono, saturacion y subsaturacion de aragonita

El mineral carbonato de calcio (CaCO3) es el mineral necesario para formar esqueletos y
conchas por diversos organismos marinos, incluyendo moluscos (Feely et al., 2004; Barton et

al., 2012; Cai et al., 2021). Las formas mas comunes de CaCOs3 son las fases de aragonita y



calcita. Mientras que la estabilidad de la calcita depende del Mg disponible, la aragonita
depende solamente de la concentracién de los iones carbonato ([CO3?]) y calcio ([Ca2'])
disueltos en agua marina (Mucci, 1983). Mientras que el calcio - considerado un
macroconstituyente - es relativamente constante en el océano con respecto a la salinidad, el
carbonato ocednico disminuye a medida que aumenta el CO; (Figura 2, Waldbusser et al.,
2014). La termodinamica de las reacciones entre el CO;y el agua de mar requiere que esta
adicion modifique el ciclo global del carbono en el océano a través del incremento la
concentracion de iones de hidrogeno ([H']) en el mar lo que representa una disminucion, no
solo del pH sino de la concentraciones de iones carbonato - debido a un cambio en la direccién
de las reacciones CO;? y HCO;! -- y, eventualmente, el estado de saturacion del carbonato de

calcio (Figura 2).

CO2 (atm)

W
CO: (aq) H,CO, ) H-+

CaCO3 EEDEEEEN——) CO.>  HCO;'

Figura 2. Ciclo del carbono. El diéxido de carbono (CO;) disuelto en el océano se presenta
principalmente en tres formas inorganicas: COx(aq), bicarbonato (HCO; '), y carbonato (CO3?). E1CO,
atmosférico (atm) al entrar en contacto con el agua oceanica (CO; acuoso, aq) forma acido carbonico
(H,CO:3), bicarbonato (HCO;') y liberando protones (H'). La liberacién de protones actia para
incrementar la acidez resultando en una disminucion del pH del agua marina y disolucion del carbonato

de calcio (CaCO:s).

La conversion energética del CaCOs es proporcional al estado de saturacion (€2), definido por:

[CO37] [Ca™]
K sp.f




Donde K, es €l producto de solubilidad en equilibrio aparente a una temperatura, salinidad y

presion dadas para cada fase en particular (f) del mineral de CaCOs.

La precipitacion de CaCOs es termodinamicamente posible para valores 2 > 1. Lo anterior
corresponde a una mayor favorabilidad energética para que ocurra la precipitacion. Por otro
lado, valores {2y < I indica subsaturacion con respecto al equilibrio termodinamico, resultando
en una menor favorabilidad energética para que ocurra la formacion de CaCOs, lo que

corresponde a la disolucion del mineral.

2.3 El océano costero

El océano costero es una region de transicion de alta energia fisica y alta productividad
biologica en la cual grandes cantidades de material suspendido y disuelto se transportan,
transforman y almacenan (Swaney et al., 2011). Las costas oceanicas comprenden el 20% de la
superficie de la tierra, ademds de dar mantenimiento al 45% de la poblacion humana, aqui se
origina el 90% de la pesca global y el 25% de la productividad biologica global. Aunque, la
configuracion quimica en las aguas del océano costero experimenta fluctuaciones de pH
naturales diarias, estacionales o incluso a escala interanual que imitan las condiciones predichas
de acidificacion, los aportes de CO» antropogénico, gradualmente estan teniendo el mismo
efecto que en el océano abierto. Ademas de las interacciones atmosfera-océano, los sistemas
costeros (ej. estuarios y sistemas de la plataforma continental) puede interactuar con flujos de
carbono tanto lateralmente, desde los ecosistemas terrestres, como con el océano adyacente
(Figura 3). Los sistemas costeros estan sujetos a la acidificacion de los océanos impulsada, no
solo por el CO; atmosférico, sino por la acidificacion costera causada por las interacciones entre
la tierra - costa y el mar adyacente que pueden incluir procesos quimicos, biologicos y fisicos.
Por ejemplo, los flujos de carbono (Cai et al., 2011; Sunda et al., 2012; Regnier et al., 2013) y
las masas de agua con bajo pH y alto contenido de CO; (Feely et al., 2008), respectivamente.
Debido a que la pesqueria, acuicultura y otras actividades humanas prevalecen a lo largo de las
costas, la medicidon del impacto ecologico de la AO en los sistemas costeros ha dado origen a
la recopilacion de datos oceanograficos en zonas costeras en distintas partes del mundo (Cai et
al 2021; Ishida et al., 2021) que complementen las mediciones bioldgicas, con el fin de
cuantificar la capacidad de los organismos para aclimatarse o adaptarse a los cambios de las

condiciones ocednicas y costeras (Saba et al., 2019).
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Figura 3. Vias clave que contribuyen a la acidificacion de los océanos. Se describen algunos procesos
y dindmicas clave en la quimica del carbono de un sistema costero que contribuyen a la acidificacion
costera. 1) Las interacciones tierra - océano incluyen diversos flujos de nutrientes como agua dulce rica
en CO; (las precipitaciones controlan los flujos elevados), Carbono Organico Particulado (COP) y
Disuelto (COD) y Carbono Inorganico Particulado (CIP) y Disuelto (CID) se transportan a lo largo del
continuo acuatico. Otras interacciones incluyen entradas de aguas residuales y descargas de la
agricultura y ganaderia. Como resultado, la alta productividad y respiracion debido a la eutrofizacion de
los nutrientes conduce a una produccion elevada de CO, y a la acidificacion de aguas subsuperficiales
y promueven la hipoxia del sistema costero. 2) las interacciones Océano - costa incluyen mezclas de
agua de mar bien tamponada o surgencias de agua fria con alto contenido de CO» y bajo pH (aguas

corrosivas). 3) Las interacciones atmosfera-océano. Imagen original de Cai et al. (2021).

2.4 El papel de la acuicultura frente al cambio climatico

Debido al crecimiento de la poblacion mundial, la acuicultura desempefia un papel significativo
para sanear la brecha alimentaria de la produccion agropecuaria mundial (World Bank, 2013).
Los desafios en el sector acuicola recaen en enfrentar los riesgos asociados del cambio climatico
en los recursos acuicolas (Costello et al., 2019). Evaluar la vulnerabilidad de los recursos
marinos permite prever y mantener los objetivos acuicolas al margen de los retos ecoldgicos
del cambio climatico. Aunque el impacto en la biologia de los recursos acuicolas pueden ser
superados o disminuidos por la adicién de otros estresores antropogénicos (por ejemplo, el
calentamiento y desoxigenacion), la acidificacion ocednica puede caer dentro de los principales
estresores del cambio climatico porque muchos parametros de carbono inorganico estan

cambiando simultdneamente (Waldbusser et al., 2015; Hurd et al., 2020) de modo que, que



pueden contribuir al deterioro y pérdida de organismos marinos, sobre todo los calcificadores,
debido al reto que representa la calcificacion bajo condiciones de acidificacion, como se explico
anteriormente. Se ha sugerido que la tasa de cambio proyectada en la quimica del CO> ocednico

deja poco tiempo para que estos organismos desarrollen adaptaciones (Rockstrom et al., 2009).

2.5 El abulo6n rojo

Los abulones son gasteropodos marinos, pertenecientes a los Vetigastropodos, considerados
entre el grupo mas primitivo del filo molusco. Hay aproximadamente 100 especies de abulon
descritas en todo el mundo y de ellas unas 25 son de interés comercial y se cultivan
aproximadamente 16 especies. El cultivo del abulon se practica en muchas regiones costeras
del mundo que incluyen a paises como Japon, China, Taiwan, Estados Unidos, Chile, Australia,

Nueva Zelanda, Tailandia, Corea, Francia, Irlanda y México (Leighton et al., 2008).

2.5.1 Habitat, distribucion y acuicultura

El abuldn rojo Haliotis rufescens (Swainson, 1822), es un gasteropodo marino perteneciente a
los Vestigasteropodos, se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico oriental de Norteamérica,
entre México y Estados Unidos de América, desde Baja California hasta Oregon (Geiger y
Owen 2012, Figura 4A). Se localizan en hébitats intermareales y sublitorales rocosos hasta
profundidades de 65 m (Leighton et al., 2008) y habitan sobre sustratos donde se alimentan de
la microflora bentonica durante las etapas tempranas de postlarva y juvenil; y de macroalgas
cuando son adultos (Leighton, 2000). A lo largo de las costas del Pacifico de Norteamérica se
han documentado episodios de surgencias de aguas corrosivas (i.e. masas de agua subsuperficial
enriquecidas con CO2, bajo pH y con subsaturacion de aragonita que emerge a la superficie por
accion de los vientos del noroeste; Feely et al., 2008). Se ha predicho que los eventos de
acidificacion en el sistema de corrientes de california irdn al alza en las proximas décadas
(Siedlecki, et al., 2021). Algunos perfiles de pH y COz en columna de agua de las costas del
pacifico (Latitud 25 y 32) muestran que el abulon experimenta fluctuaciones estacionales de

pH entre 7.6 y 8 unidades en los ultimos afios (Figura 4B; Jiang et al., 2020).
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Figura 4. Ocurrencia, acuicultura del género Haliotis y fluctuaciones de pH en el Pacifico Norte.
Adquisicion de datos: http://fao.org/fishery/static/Data/Aquaculture 2022.1.0.zip y

https://www.ncei.noaa.gov/data/oceans/ncei/ocads/metadata/0219960.html.

Los gasteropodos marinos se encuentran dentro de las clases mas relevantes de captura y cultivo
en la acuicultura de moluscos (FAO, 2019). Actualmente, la pesca anual del abulén esta
resultando en 230 mil toneladas, lo que representa un aumento de 5 veces respecto a los afios
setenta o 2 veces mas desde principios del presente siglo (Figura 4C). En México, el recurso
abulon se posiciona en el lugar 49 de la produccion pesquera total nacional (CONAPESCA,
2021). A Pesar de lo anterior, en los ultimos afos, los volimenes de produccion de este recurso
se han visto reducidos, debido a mortandades masivas asociadas a multiples factores como
enfermedades, cambios en la configuracién quimica de su de héabitat (Rogers-Bennett et al.,
2021) y pesca ilegal (Searcy-Bernal et al., 2010; SAGARPA, 2021). Recientemente, el abulon
rojo se ha etiquetado como especie en peligro critico, lo cual significa que las poblaciones
naturales de esta especie es muy probable que se extinga en un futuro préoximo, debido a la
sobrepesca y mortalidades masivas asociadas a los efectos del cambio climatico (Peters et al.,
2022). Sin embargo, poco se ha estudiado sobre las causas de mortalidad en las poblaciones

locales de abulén rojo.

2.5.2 Ciclo de vida

La historia de vida del abuldn incluye un ciclo de vida larval bifésico indirecto con un periodo
pelagico corto anterior a su estilo de vida bentonico (Nielsen, 2018). El ciclo de vida de las
larvas comprende una fecundacion externa del embrion y el inicio de la metamorfosis, en el que
se encuentran diversas etapas de maduraciéon hasta el reclutamiento donde las larvas

planctonicas se asientan para continuar con el estilo de vida bentonico (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida temprano del abulén. Este inicia con embriones fertilizados y considerando

las 24, 30, 48, 60 y 108 horas posterior a la fertilizacion (hpf) y 26 dias post fertilizacion (dpf).

A temperatura templada (16°C) el desarrollo larval de abulon rojo se completa entre los 5 a 7
dias después de la fertilizacion, dando lugar a la metamorfosis y posterior desarrollo post-larval
durante las tres a cuatro semanas después de la fertilizacion. Las primeras etapas de la historia
de vida del abulon han sido asociadas al cuello de botella en la vida del abulon (Swezey et al.,
2020). De las cuales destacamos las etapas transitorias de desarrollo entre los primeros dias
después de la fertilizacion, que incluye la eclosion, la maduracion veligera para comenzar la

larva competente a metamorfosearse con su asentamiento (Tabla 1).

2.6 Descripcion detallada de las etapas tempranas de la historia de vida del abulon

El abuloén es considerados dentro del subgrupo animal lofotrocozoos (Lophotrochozoa sensu
stricto), ya que durante su historia de vida temprana ocurre una division espiral del embrion
fecundado (superfilo spiralia), formacion de mesentoblastos y una etapa larvaria trocoforal. Los
lofotrocozoos incluyen a dos grupos importantes: Trochozoa, de los animales con larvas
trocoforas como los moluscos; y Lophophorata, mayormente sésiles que presentan loféforos

(i.e. pequefios tentaculos).

2.6.1 Larvas trocoforas

Durante la embriogénesis, un primer cuerpo polar es formado instantes después de la
fertilizacion. Seguido del segundo cuerpo polar formado adyacentemente al primer cuerpo. El
siguiente estado notorio es la division a partir de la cual se forma el estado larval conocido
como gastrula durante la cual se forman distintas bandas de cilios referidos como la cintura
prototroncal asi como unos racimos de cilios conocidos como cresta apical. La géstrula

esporadicamente va a rotar dentro de la membrana del huevo. A medida que la cintura



prototroncal se hace mas densa la rotacion dentro del huevo incrementa. Este movimiento

debilita la membrana y con la ayuda de los cilios apicales el huevo se rompe (eclosiona) y el

embrion sale de la membrana dando lugar al estado larval trocéforo (Leighton et al., 2008).

Durante la eclosion de los huevos, las larvas troc6foras nadan hacia la superficie de la columna

de agua al tiempo que la secrecion de la concha inicia. En esta fase la cintura prototroncal se

convierte en una banda de nataciéon muy ciliada llamada velo dando lugar a una serie de fases

conocida como maduracion veligera.

Tabla 1. Etapas criticas de la historia de vida temprana del abuldén rojo. Se describen caracteristicas

distintivas de cada etapa y los parametros evaluados durante esta tesis.

Tiempo' Etapa® Caracteristica Evaluacién
. ) Inicio del bioensayo.
Trocofora Larva muestra la cintura prototroncal .
10 hpf i ) ., Conteo inicial de
embrionaria en formacion )
embriones
’ Las larvas eclosionan, nadan y se .
24 hpf Trocsfora . Y Exito del desarrollo y
eclosionada congregan en la superficie de la
larvas con concha normal
columna de agua
Véliger . .y
30 hpf £ Inicia la formacion del velo Lo
temprana Exito del desarrollo,
Crecimiento
Formacion completa del velo. Exito del desarrollo,
48 hpf Véliger Media Aparicion del musculo retractor y Crecimiento y
torsion de la masa céfalo-pedal. Calcificacion
Concha esta completamente formado, .
- , P L. Exito del desarrollo,
60 hpf Véliger Madura el musculo retractor esta unido a la ..
" terior del , ) Crecimiento y
arte posterior del caparazéony e . .
parep , .p. Y Calcificacion
opérculo es distinto.
Los cilios se retienen de horas a dias,
Vel y la natacion puede ocurrir de manera Exito del desarrollo,
¢liger . . . .
108 hpf % ¢ intermitente. Las larvas comienzan a Crecimiento y
competente . .
P arrastrarse hasta el fondo del Calcificacion
recipiente.
Las larvas se asientan en el fondo del .
Larva asentada . Exito del desarrollo y
26 dpf recipiente. La postlarva avanzada se

(fijada)

forma dias después.

SEM?

“Horas posteriores a la fertilizacion

hpf) o dias post fertilizacion (dpf)

Micrografia electronica de barrido éS M)
*Rasgos morfologicos utilizados para identificar las etapas de desarrollo evaluadas



2.6.2 Maduracion veligera

Durante la maduracion veligera la concha continta desarrollandose hasta estar cerca del velo.
Un musculo retractor larval se desarrolla entonces y también es formado un accesorio para la
masa visceral hacia dentro de la concha. El musculo retractor va a permitir a la larva véliger
retraerse dentro de la concha a medida que la larva se desarrolla y la concha incrementa de
tamafio. Mientras la concha continlia desarrollandose en tamafio, el pie (o masa de pie)
sobresale a través de la cavidad abierta de la concha seguido de la primera rotacion de torsion
de 90°. A partir de entonces, el proceso de torsion continua de una manera mas lenta, hasta
completar una rotacion de 180°. En esta etapa se han desarrollado una concha en espiral y un
opérculo (Leighton et al., 2008). La masa céfalo-pedal rota entre la region del cuerpo cubierto
por la concha de la larva y la cintura. La torsién es una adaptacion de larvas de moluscos
gasteropodos para moverse a la posicion de la masa céfalo-pedal para ofrecer a la larva mayor
proteccion de la concha y también mejorar la alimentacion e higiene durante la vida adulta
(Leighton et al., 2008). Después de la torsion, las larvas trocoforas se convierten en larvas
véliger que nadan libremente, que son lecitotroficos y se vuelven competentes después de una
etapa pelagica corta de aproximadamente 2 a 4 dias. Al final de dicha fase, las larvas comienzan
a desarrollar cilios en la planta del pie y se pueden observar los primeros signos de
comportamiento de asentamiento. Después de 4-5 dias (aunque mucho més en algunas especies)
se establece la etapa de velo benténico y se pueden ver larvas haciendo movimientos

exploratorios de rastreo asociados con el asentamiento (Leighton et al., 2008).

2.6.3 Larvas competentes y su asentamiento

El asentamiento se define como el contacto con un sustrato que conduce a la metamorfosis de
la forma pelagica a la béntica (Keough y Downes, 1982). El asentamiento es un evento critico
en la vida de muchos invertebrados marinos que implica un acoplamiento bentonico-pelagico
que requiere el reconocimiento de un ambiente bentonico adecuado (es decir, sustrato) y la
aceptacion de esa superficie antes del inicio de la metamorfosis (Leighton, 2000). En el abulon
rojo, el asentamiento ocurre después de la maduracion veligera y durante los siguientes 25 a 30
dias posteriores a la fertilizacion (dpf). Es durante esta etapa, que las postlarvas desarrollan un

sistema digestivo e inmunitario, y empiezan a ingerir microflora bentdnica.
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2.6.4 Lecitotrofia y nutricion larval

Durante su desarrollo temprano, las larvas de abuldén no requieren de una fuente externa de
alimento debido a que no poseen un sistema digestivo que lo permita. Parte de la energia
requerida para apoyar el metabolismo y el crecimiento durante las primeras etapas es cubierta
por las reservas de lipidos contenidas dentro del saco vitelino. Este modo de nutricion se conoce
como lecitotrofia (sin alimentacion). Sin embargo, se sabe que las reservas energéticas no son
suficientes para completar todo el estilo de vida pelagico y, por lo tanto, se ha comprobado que
las larvas también capturan los nutrientes disueltos del agua para obtener energia que no es
cubierta en su totalidad por las reservas lipidicas durante su desarrollo temprano (Manahan y
Jaekel, 1992). Cuando las larvas realizan la metamorfosis, comienzan a alimentarse de la

microflora béntica, la cual funciona como un inductor natural de la metamorfosis.

2.7 Biomineralizacion

La biomineralizacion es el proceso en el que iones inorgénicos disueltos en el agua marina se
depositan ordenadamente en la concha de un organismo vivo bajo multiples vias de
cristalizacion que involucran la activacion de maquinaria celular molecular. En la mayoria de
los organismos calcificadores de vida bifasica, la biomineralizacién inicia en un sitio
calcificador, usualmente denominado campo, sitio o glandula de concha, cuyo propoésito es
proporcionar el soporte necesario para la deposicion del mineral calcificador (Eyster y Morse,
1984; Eyster, 1986). Mientras que la concha de moluscos adultos puede estar compuesta de
diferentes tipos de carbonato biogénico, el carbonato depositado durante el desarrollo larval
temprano es una combinacién entre carbonato de calcio amorfo y aragonita (Weiss et al., 2002),
incluyendo en el abulén (Jardillier et al., 2008). Adicionalmente, la deposicion de carbonato de

calcio en postlarvas y juveniles continua siendo aragonita (Auzoux-Bordenave et al., 2010).

2.8 Impacto de la acidificacion en el desempefio somatico en larvas de abulon

Aunque la mayor parte de la investigacion sobre el efecto de la acidificacion oceédnica se ha
enfocado en evaluar la perturbacion en la estructura de la concha y funcién de los tejidos en la
vida vida adulta del abulon, esta tesis se enfoca en las etapas transitorias de vida pelagica ya
que involucra cambios estructurales complejos (Gilbert 2005), lo cual, por supuesto, pueden o
no estar sujetos a los desafios de la acidificacion oceanica. En relacion a lo anterior, en multiples

moluscos marinos con concha, la etapa mas sensible de la historia de vida a los efectos de la
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acidificacion ocednica parece ser la etapa larval. En la cual, la gran mayoria de los estudios las
variables bioldgicas medidas revelan efectos negativos (Gazeau et al., 2013; Kroeker et al.,
2013). En otras especies de abulén, donde una o multiples etapas del desarrollo fueron
peridodicamente expuestas a aguas con alto contenido de CO; y bajo pH se ha demostrado un
deterioro en su desempefio somatico, incluyendo baja supervivencia, retraso en el desarrollo
ontogénico, crecimiento disminuido, anomalias morfoldgicas y escasa calcificacion (Byrne et
al., 2010; Crim et al., 2011; Kimura et al., 2011; Guo et al., 2015; Onitsuka et al., 2018; Wessel
et al., 2018; Auzoux-Bordenave et al., 2020; Kavousi et al., 2022).

2.9 Exposicion a la acidificacion a corto y largo plazo en larvas de abulon

Aunque se ha demostrado el efecto de la acidificacion subita (en adelante, “a corto plazo”, que
involucra un lapso de tiempo de horas) sobre la vida de las larvas de abuldn, no localizamos
literatura publicada sobre el efecto en periodos prolongados de acidificacion (en adelante “largo
plazo”, implicando un lapso de tiempo de varios dias) en larvas planctonicas ni la prevalencia
del efecto a lo largo de su periodo pelagico. Recientemente, se han publicado resultados
contradictorios de acuerdo al desempeiio larval a la acidificacion a largo plazo, que indican un
efecto positivo y neutral de la acidificacion (Swezey et al., 2020; Guo et al., 2022; Auzoux-
Bordenave et al., 2022) sugiriendo que cada especie tiene una sensibilidad especifica y que la
via de respuesta al estrés depende de si los retos de acidificacion son a corto o largo plazo. Pero
contribuyendo al entendimiento que las larvas planctonicas pueden ser resilientes de alguna

manera a la acidificacion.

3. Justificacion

El cambio acelerado y la magnitud con la que la acidificacion oceédnica estd ocurriendo no tiene
precedentes. Las costas del pacifico - habitat del abulon rojo - estdn experimentando en el
presente eventos periddicos de acidificacion. Se ha observado una disminucién en las
poblaciones naturales del abulon rojo en consecuencia a los cambios en la configuracion
oceanica de su habitat. A pesar del estado actual de peligro critico, la acuicultura de abulon
juega un papel significativo en la produccion agropecuaria nacional y mundial, por lo que
determinar su sensibilidad a la acidificacion es una tarea urgente. Entender la vulnerabilidad
del abulon permitira desarrollar estrategias de cultivo y conservacion frente a los retos del

cambio climatico. Estudios del efecto de la acidificacion oceanica en el desempeiio biologico
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de los organismos marinos sugieren que la acidificacion tiene un mayor efecto negativo en las
etapas tempranas de vida de moluscos calcificadores, incluyendo otras especies de abulon.
Existe una brecha en nuestro conocimiento sobre el efecto de la acidificacion en el desempefio
larval del abuldn rojo, debido a la poca atencidon que se ha puesto al estudio en su biologia de
desarrollo a largo plazo. El objetivo principal de la presente investigacion es realizar un
experimento de acidificacion con enfoque holistico, considerando la evaluacion del estrés por
acidificacion a largo plazo durante las etapas de vida criticas de H. rufescens, que incluyen la
ontogenia trocofora, véliger temprana, media y madura. Y contrastar la respuesta al estrés bajo
dos niveles de desafios de acidificacion y evalta de qué forma la especie modifica su
morfologia, éxito de desarrollo, crecimiento y calcificacion. Finalmente, evaluar la respuesta

de estrés bajo acidificacion a corto y largo plazo durante el asentamiento.

4. Hipotesis

e [a acidificacion afecta negativamente el desarrollo larval del abulon rojo Haliotis
rufescens, comprometiendo su morfologia y desarrollo ontologico.

e La sensibilidad del abulén Haliotis rufescens a la acidificacion es especifica a la etapa
de desarrollo.

e FEl efecto de la acidificacion en el desarrollo larval del abulon rojo depende del periodo

de exposicion a corto y largo plazo.

5. Objetivos

5.1 General

Determinar la respuesta morfologica y el desempefio del desarrollo durante las etapas tempranas

de vida de la especie Haliotis rufescens bajo dos condiciones de acidificacion.

5.2 Especificos

e Disefiar y estandarizar sistemas de acidificacion mediante inyeccion de CO> para
gestionar dos niveles de pH diferentes (7.6 y 7.8), asi como el nivel éptimo de pH 8.0.

e Analizar los parametros quimicos del agua de carbono inorganico disuelto, alcalinidad
total, pH, salinidad y temperatura de los sistemas experimentales.

e Evaluar el desempefio del desarrollo larval de Haliotis rufescens, incluyendo la etapa

los periodos de transicion trocoforal, maduracion veligera y asentamiento, bajo
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condiciones de acidificacion y en un entorno de crecimiento 0ptimo a través de las tasas
de crecimiento especifico, sobrevivencia, retrasos en el desarrollo larval del abulén rojo.
e Evaluar el desempefio del desarrollo larval de Haliotis rufescens, incluyendo la etapa
los periodos de transicion trocoforal, maduracion veligera y asentamiento, bajo
condiciones de acidificacion y en un entorno de crecimiento dptimo a través de técnicas

de microscopia electronica de barrido y birrefringencia.

6. Métodos

6.1 Aclimatacion y resumen del bioensayo

Un total de 1,726,667 huevos recién fertilizados de abulon rojo obtenidos de un desove masivo
de 50 hembras y 20 machos, con 97% tasa de fertilizacion, fueron proporcionados por la
empresa Abulones Cultivados S. de R.L. de C.V. (Ensenada Baja California, México; 31°17'
23.9" N -116° 24' 35.9" W). Estos fueron transportados en recipientes plastico sellados tipo
Nalgene rodeados de bolsas de hielo en una hielera al Laboratorio de Gendémica Aplicada e
Inmunopatologia Marina del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad
Autonoma de Baja California (IIO-UABC) en Ensenada B.C, México en febrero del 2022. Una
vez en el laboratorio, los huevos fertilizados fueron mantenidos en recipientes de plastico de 20
L con agua de mar filtrada (FSW) a temperatura ambiente por 8 h. Para evaluar el efecto de la
acidificacion en la eclosion de larvas trocoforas, los experimentos de acidificacion (3
tratamientos: pH control (8.0), moderado (7.8), y bajo (7.6), respectivamente) fueron
conducidos en bandejas de pléstico con agua de mar filtrada de flujo abierto y corriente baja
usando 574,000 embriones para cada tratamiento hasta su eclosion. Las evaluaciones de las
etapas transitorias de la historia de vida temprana evaluadas durante el bioensayo se resumen

en la figura 6A y la tabla 1.

6.2 Descripcion del disefio experimental y sistema de acidificacion por inyeccion de

dioxido de carbono

El bioensayo consistio en evaluar las diferentes etapas del ciclo de vida temprana del abulon
rojo bajo condiciones dptimas (Control) y dos posibles escenarios de cambio climatico que
imitan diferentes regimenes de pH, pCO: y aragonita (Riebesell et al., 2011). Para lograr el

control del pH, se ensamblaron tres sistemas de recirculacion acuicola (SRA, Figura 6B).
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Figura 6. Disefio experimental y del sistema de recirculacion acuicola. A) En el tratamiento control
(linea azul), se utiliz6 FSW con pH en condiciones naturales (pH 8.0), mientras que el agua de mar con
un pH moderado (7.8, linea verde) y bajo (7.6, linea roja) se acidificoé con CO,. Se evaluo el estrés por
acidificacion a largo plazo bajo dos niveles de pH durante las 24, 30, 48, 60 y 108 108 horas post-
fertilizacion (hpf) a partir de huevos fertilizados (linea verde y roja continua). Después de las 108 hpf,
nuevos cultivos de larvas bajo pH natural fueron ensayadas a pH moderado y bajo, para evaluar
diferencias en el asentamiento debido al estrés de acidificacion a corto y largo plazo hasta los 26 dias
post-fertilizacion (dpf, linea verde y roja punteadas). B) Sistema de inyeccion de CO2 disefiado para la
acidificacion con desafios de pH moderado (7.8) y bajo (7.6). Los SRA contribuyen a la estabilizacion
de la calidad del agua al gestionar la eliminacion de soélidos, la eliminacion de subproductos del
metabolismo (es decir, biofiltracion), permiten el control sobre la transferencia de gases (es decir, pCO»)
y permiten mantener la temperatura del agua mas estable). Los numeros indican la circulacion del agua:
(1) se bombea agua desde el depdsito de mezcla al biofiltro y al deposito de inyeccion de COz; luego,
(2) el agua mezclada con CO, regresa desde el deposito de inyeccion de CO; al deposito de mezcla (20
L min™). (3) Antes de eclosionar, los huevos se exponen a agua acidificada en un sistema de flujo abierto
de corriente lenta (5 ml min™) mantenido al pH deseado. (4) La corriente de agua mezclada con CO2
fluye a través de seis tanques de plastico acrilico transparente (30 mL min™, 28 x 11 x 10 cm), donde se
colocan las larvas eclosionadas hasta finalizar el tratamiento. (5) En los tanques se incluyen deflectores
y tamices adicionales con tamafios de malla de 100 a 150 pm para evitar que las larvas escapen cuando

el agua reutilizada regresa al sistema de depdsito de mezcla durante el experimento.
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Este tipo de sistema acuicola puede contribuir a la estabilidad de la calidad del agua mediante
el manejo de remocion de solidos y la nitrificacion de los productos nitrogenados (NAT y NO»),
productos del metabolismo y oxidacion durante el desarrollo larval. Ademas, permitiendo el
control sobre la temperatura y la transferencia de gases tal como el O> y CO». A excepcion del
bioensayo control (pH 8.0), los controladores independientes de pH (AquaMedic, Alemania)
fueron utilizados para mantener el agua a el pH deseado (moderado: pH 7.8 y bajo: 7.6).
Previamente al inicio de la etapa experimental, los controladores de pH fueron calibrados y
configurados, utilizando reactivos establecidos por la Oficina Nacional de Estandares (NBS,
por sus siglas en inglés). El COz puro fue inyectado directamente a cada uno de los reservorios
de agua de mar (100 L) mediante un difusor de ceramica con la finalidad de mantener el pH
experimental del agua de mar en el tratamiento correspondiente de pH. El agua de mar usada
durante los ensayos fue filtrada (Cartuchos de filtro de tamafio nominal de 1 pm) y esterilizada

mediante rayos UV manteniendo una velocidad de flujo de 100 mL min ~* dentro de cada una

de las unidades experimentales. Durante el tiempo que durd el bioensayo se realizaron dos
lavados completos de los sistemas y se volvieron a llenar con agua FSW y de acuerdo con los
tratamientos experimentales; esto se realizd para asegurar la calidad del agua marina con
respecto a algin probable contaminante no controlado. La temperatura del FSW fue constante
a lo largo de los ensayos registrando un valor promedio de 16 + 0.6 °C (promedio + error

estandar), y se controlo ajustando el aire acondicionado del laboratorio a 16°C.

6.3 Analisis quimicos del agua

Con el objetivo de evaluar los pardmetros de la quimica del agua durante los bioensayos,
muestras discretas de agua marina fueron tomadas de los tanques experimentales (n = 6 réplicas
por tratamiento). Para las muestras discretas en el laboratorio, el Carbono Inorganico Disuelto
(CID) fue cuantificado usando el método colorimétrico descrito por Johnson et al. (1987). La
alcalinidad totalidad (AT) se midid6 mediante titulacion de celda abierta siguiendo el
procedimiento operativo estandar para la determinacion de la alcalinidad total en agua de mar
mediante titulacion de celda abierta (SOP 3b) descrito por Dickson et al. (2007), y usando un
sistema automatico de alcalinidad total (Modelo P-TA, PONTUS, Meéxico;

http://www.pontusbaja.com). Material de referencia certificado (A. Dickson, Scripps, UCSD)
fue usado para las mediciones tanto de CID como de AT. La precision obtenida para los

materiales de referencia para CID y AT fue + 3 pmol kg!. La salinidad fue determinada en el
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laboratorio usando el salindmetro YSI3200 (£ 0.1; YSI, OH, USA). Los valores de pH in situ
(Escala total de protones), concentraciones de carbonato [COs?], pCO2, y saturacion de
aragonita (Qara) fueron derivados de las mediciones de CID y AT usando el programa
computacional CO2SYS (Lewis et al., 1998) con las constantes de disociaciéon de Mehrbach et
al. (1973), constantes de sulfato de Dickson (1990), y constantes de borato de Uppstrom (1974).
El pH fue medido continuamente durante el bioensayo usando un conjunto de sensores inmersos
en los tanques experimentales. Aqui, la pendiente de pH de las soluciones amortiguadoras NBS
(pH 4 y 7) se calculo varias veces durante el experimento para gestionar la calibracion del sensor
(% Offset: 98 + 0.007, promedio + error estdndar). Las fluctuaciones en los niveles de
saturacion con respecto a la aragonita fueron derivados a partir de los registros de pH medidos

en los tanques experimentales (coeficiente de correlacion de Spearman R =0.57, p = 0.01).

6.4 Evaluacion morfologica y desempeiio del desarrollo

6.4.1 Exito de la eclosion
Las larvas trocoforas fueron gentilmente sifonadas desde la parte superior cada una de las

unidades experimentales de flujo abierto a partir de las 24 horas después de la fertilizacion
(hpf), tamizados a través de una malla de 200 y 100 um con FSW, y posteriormente fueron
colocadas en recipientes separados correspondientes a cada pH experimental. El éxito de la
eclosion fue evaluado a partir de alicuotas de 1 mL (n = 6) obtenida de las bandejas de flujo
abierto, fijadas con formol (2 gotas mL™!) y almacenadas a temperatura ambiente. Las larvas
eclosionadas fueron colocadas en los tanques de retiso de agua marina (n = 6, Figura 6B) bajo
las condiciones experimentales usando una densidad de 12 larvas eclosionadas mL™! para
continuar con el bioensayo durante el desarrollo larval subsecuente. Las alicuotas fueron
contadas bajo el microscopio (4X) usando una cdmara de conteo de Sedgewick rafter para
estimar el nimero de larvas eclosionadas. El volumen total de los contenedores individuales
(V1) se divide entre el tamafio del volumen tomado de la muestra tomando (V2) y es multiplicado

por el nimero de larvas contadas al microscopio (N), de acuerdo con la féormula:
X = N(V1/V2); (D
donde X es el niimero total de larvas en el contenedor; N es el nimero de larvas contadas en la

muestra; Vi es el total del volumen del contenedor; y Vzes el volumen de la muestra. El nimero

total de larvas fue dividido por los 574 mil embriones usados al inicio del bioensayo para
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calcular el éxito de la eclosion. Después de la eclosion, las larvas trocoforas y véliger tempranas
fueron observadas y evaluadas clasificando uno de los siguientes posibles grupos morfoldgicos:

larvas con concha normal, concha anormal y sin concha, respectivamente (Figura 7; Wessel et

al., 2018).

A) B) C)

w— 200 pm
Figura 7. Evaluacion morfologica de larvas anormales. Después de las 24 hpf, la concha aparece por
primera vez como una cupula o tapa en el extremo posterior del cuerpo larvario (punta de flecha negra).
Los individuos fueron calificados como uno de los posibles grupos morfologicos: A) Con concha

normal, B) con concha anormal, y C) sin concha.

6.4.2 Exito de la maduracién veligera

Una fraccion de larvas de abulon fueron gentilmente sifonadas después de las 30, 48, 60 y 108
hpf para evaluar el desempefio de la maduracion veligera. Las muestras fueron fijadas con
formol (2 gotas mL™') y almacenadas a temperatura ambiente, seguido de una serie de
deshidrataciones con etanol usando lavados de las siguientes concentraciones: 0, 75,y 90% de
etanol. Las larvas véliger suspendidas al 90% de etanol fueron almacenadas para subsecuentes
evaluaciones microscopicas, que incluyen la birrefringencia y andlisis morfométricos. De
acuerdo con Leighton (1972), entre 500 a 1,000 larvas por repeticion (n = 6) fueron clasificadas
como exitosamente maduras si presentan las caracteristicas generales de cada etapa en el tiempo
que las muestras fueron tomadas después de las 30, 48 y 60 hpf (Tabla 1). Para las 108 hpf el

éxito de la competencia fue estimado como se describe en la siguiente seccion.

6.4.3 Analisis morfométrico

El crecimiento larval fue evaluado usando un andlisis morfométrico de la comparacion del
tamafio usando los parametros de largo y ancho entre especimenes. Aqui, el programa Motic

Image Plus v3.019 (Motic China Group) fue configurado de acuerdo con las especificaciones
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para las mediciones a escala 10X. Un conjunto de 50 individuos por tratamiento fue evaluado
para calcular el largo y ancho del cuerpo durante las 30, 48, 60 y 108 hpf. En larvas a 30 hpf,
el punto de referencia de la medicion se realizd horizontalmente a lo largo de la banda ciliar
prototroncal y verticalmente desde el penacho apical anterior hacia la cabeza de las larvas
(Figura 8; Wessel et al., 2018). Por otro lado, las evaluaciones durante las 48, 60 y 108 hpf se
considerd el largo y ancho maximo del cuerpo de la larva (Figura 8B; Noisette et al., 2014).
Debido a la colinealidad, los pardmetros morfométricos fueron combinados como la raiz
cuadrada del producto del largo por ancho y usados para estimar un indice de crecimiento larval
(Figura 11, Wessel et al., 2018). Dado que a menudo se ha informado que el crecimiento del
abulon aumenta la funcidn lineal como sigmoidea (Shepard et al., 1972), se evalu6 un andlisis

de crecimiento por etapa ajustando la morfometria corporal observada durante el tiempo de la

be

., , ., .. o —CX , .
maduracion veligera a la funcion de crecimiento de Gompertz: ae . Aqui, los coeficientes

del modelo fueron usados para calcular una tasa especifica de crecimiento.

A) B) C)

m——— 200 pm

Figura 8. Medicion morfologica del cuerpo larval del ancho y largo de larvas a las 30, 48, 60 y 108
horas post fertilizacién (hpf). La presencia de larvas observada a 30 hpf incluye larvas con
caracteristicas morfologicas relacionadas con la etapa trocofora (A) y la etapa veliger temprana (B).
Aqui, la medicién se realizd horizontalmente a lo largo de la banda ciliar prototroncal (pt) y
verticalmente desde el penacho apical anterior (at) hacia la zona superior de las larvas. (C) Las

mediciones posteriores a 48, 60 y 108 hpf consideraron la longitud y el ancho méaximos de la concha.

6.4.4 Birrefringencia

La calcificacion durante la maduracion veligera fue obtenida usando un filtro de luz polarizada
montado en un microscopio de campo claro (Olympus BH-2, Alemania). Se interpreta que las
larvas que exhiben birrefringencia estan cubiertas por una capa mineralizada (Figura 9; Weiss

et al., 2002). Esta técnica ha sido util para medir el desempefio de la calcificacion bajo
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experimentos de acidificacion durante el desarrollo temprano en otros moluscos planctonicos
(Kurihara et al., 2007). Antes de la adquisicion de imagenes, las larvas fueron montadas
permanentemente con glicerol. Después de ello, una cdmara de 64 px (Samsung Electronics,
South Korea) fue usada para adquirir las imagenes birrefringentes usando la configuracion
manual para lograr un equilibrio de luz igual entre las imagenes. Antes de la cuantificacion de
pixeles, las imagenes fueron pre-procesadas afiadiendo una méscara binaria y entonces trazando
el area de birrefringencia usando el programa Fiji v 2.3.0/1.53q (Schindelin et al., 2012). Entre
20 a 50 individuos por tratamiento fueron observados después de 48, 60 y 108 hpf. Las muestras
de 30 hpf fueron excluidas del analisis de birrefringencia debido a la insuficiencia de CaCOs

cristalizado (Wessel et al., 2018).

—— 200 um

Figura 9. Ejemplo del anailisis de birrefringencia. Este se realizd para larvas de abulén rojo

mantenidas bajo los tratamientos de acidificacion. A) pH 8.0, B) pH 7.8 (B) y C) pH 7.6.

6.4.5 Exito de la competencia

La maduracion veligera completa ocurrié durante las 108 hpf. La ramificacion de los tentaculos
cefalicos observada y la proporcion de larvas que se arrastraban en busca del sustrato fueron
los criterios para determinar larvas competentes para asentarse (Leighton, 2000). Para estimar
el éxito de la competencia (%), alicuotas de 1 mL de (n = 6) fueron tomadas y las larvas fueron
contadas bajo el microscopio (4X) usando una camara de conteo celular Sedgewick Rafter. El
namero total de larvas competentes a las 108 hpf fue dividido entre los 574 mil embriones
usados al inicio de los bioensayos. Las larvas competentes restantes se cultivaron bajo

acidificacion acumulativa hasta el final de la historia de vida pelagica (ocurrida a los 26 dias de
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edad después de la fertilizacion, dpf) y se evalu6 el éxito del asentamiento y la estructura de la

concha.

6.4.6 Exito del asentamiento: Acidificacién a corto y largo plazo

Con respecto a la cuestion del tiempo de exposicion a los desafios de acidificacion, se crié un
nuevo lote de larvas pre-asentadas a pH moderado (7.8) y bajo (7.6), para evaluar cualquier
diferencia en el asentamiento debido al desafio de la acidificacion a corto y largo plazo (Figura
6A). Para las especies lecitotroficas, como el abuldn, el asentamiento estd definido como el
contacto con un sustrato que conduce a la metamorfosis de la forma pelagica-bentonica
(Keough et al., 1982). Aqui, los tanques de nuevos sistemas de reutilizacion de agua marina (n
= 3) se cubrieron con diatomeas bentonicas Navicula incerta como fuente de sustrato y factor
inductor de asentamiento natural. Entonces, una densidad de 5 210 larvas competentes fue
distribuida equitativamente por unidad experimental. Para estimar el éxito del asentamiento
(%), el nimero absoluto de larvas reclutadas a los 26 dpf es dividido por el nimero inicial de

5, 210 larvas competentes.

6.4.7 Microscopia electronica de barrido

Diez larvas del asentamiento fueron seleccionadas al azar de cada tratamiento del disefio a largo
plazo (n= 3) y corto plazo (n = 3); y fueron fijadas con formol y deshidratadas sucesivamente
con etanol usando enjuagues de las siguientes concentraciones: 50 %, 75 % y, finalmente, 90
% de etanol y se recubrieron con oro para examinar la estructura dorsal de la concha usando

microscopia electronica de barrido SU-3500 Hitachi (High Tech Corporation, Japan).

6.5 Analisis estadisticos

La recoleccion, transformacion, organizacional y visualizacion de datos y analisis estadisticos
fueron elaborados en el lenguaje de R version 4.0.3 (R Core Team, 2020). Se realizaron pruebas
de Shapiro y Levene’s para evaluar normalidad y homogeneidad de varianzas, respectivamente
(Shapiro et al., 1965). Para lograr una comparacion entre tratamientos con respecto al éxito de
la eclosion, la competencia y el asentamiento, se utilizaron como pruebas iniciales con un
ANOVA paramétrico unidireccional y un ANOVA de Welch seguido de una prueba post-hoc
de comparaciones multiples T-student usando el ajuste de Bonferroni de los valores p (p adj)

como estrategia de significancia estadistica. Se utilizaron pruebas binomiales para datos
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nominales y pruebas de Kruskal y Wilcoxon como pruebas no paramétricas. El paquete de R
Candisc (Friendly et al., 2021) fue implementado para un analisis de correlacion candnica entre
los tratamientos y la variaciéon morfométrica individual durante la maduracion veligera. Para
las figuras, los puntos de corte de los valores p adj fueron: < 1e (****) <(.001 (***), <0.01
(**), < 0.05 (*), and > 0.05 (ns). De acuerdo a Hedges et al. (1999), se calculd un tamafno

relativo del efecto (radio de respuesta) utilizando la formula:

LnRR = Ln(Xt) — Ln(X(); (2)

donde Xry Xc son los valores promedio transformados a su logaritmo natural entre las
evaluaciones biologicas en el tratamiento experimental y su respectivo control (Hedges et al.,
1999). Aqui, un radio de respuesta de cero indica un efecto nulo, mientras que una respuesta de
1 y -1 indican un efecto positivo o negativo, respectivamente. Para resumir los datos
cuantitativos, el promedio y el error estandar (E.E.) se muestran como promedio + E.E. en

algunos resultados.

22



7. Resultados

7.1 Control del pH y quimica de agua

Durante los bioensayos, el pHnss medido en el tratamiento moderado y bajo disminuy6 -0.2 y
-0.4 unidades, respectivamente en contraste al control lo cual correlaciona con el decremento
en el estado de saturacion de aragonita (Qa) en ambas condiciones experimentales de
acidificacion. El analisis de la quimica del agua resultd en el mantenimiento de diferentes
regimenes en el agua marina que imitan dos escenarios diferentes de acidificacion oceanica (p

adj <0.0001, Tabla 2).

Tabla 2. Analisis quimicos del agua. Mediciones promedio + desviacion estandar (Promedio + DS) de pH,
Carbono Inorgénico disuelto (CID, pumol/kg), Alcalinidad Total (AT, pumol/kg) y valores calculados de
concentracion de carbonatos (COs, pmol/kg), saturacion de aragonita (Quara) y presion parcial de COz (pCOz, patm)

obtenidos en los sistemas experimentales (n = 6).

Medido Calculado (CO2Sys)
Ensayo pH pn(ljtf]]/)kg pmp;r]r/kg pn(l:(f])/:;(g Qara l:stonf
Control ~ 8.07+0.029 2043 +33 2187 £ 60 111+248  1.69+0.376 591 +131
Moderado 7.74+0.004 2057 £98 2175 £ 66 101 £ 65 1.3+1 897 +563
Bajo 7.62+£0.122 1972 +202 2051 £ 158 7524322 1.14+0.489 987 +£510

7.2 Exito del desarrollo larval

7.2.1 Exito de la eclosién y larvas con concha normal
El éxito de la eclosion en el bioensayo control result6é en un promedio =+ error estandar (E.E) de

42 + 7.5%. En contraste, el porcentaje de eclosiéon disminuyd a medida que el estrés de la
acidificacion se increment6 a 37 + 11.3 en el pH moderado y 16 £ 2.6 en el pH bajo. Aqui, se
encontro el efecto de acidificacion negativo mas alto durante todo el bioensayo en el tratamiento

de pH bajo, lo que resultoé en un radio LnRR de -0.98 (Tabla 3).
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Tabla 3. Tamaifio del efecto relativo (radio de respuesta) calculado para la historia temprana de vida de
H. rufescens bajo diferentes condiciones de pH. Un radio de respuesta de cero indica ningtn efecto,
mientras que una respuesta de 1 y -1 indica un efecto positivo o negativo, respectivamente. Si la
evaluacion de contrastes multiples fue significativa, los puntos de corte de los valores P ajustado se

muestran en paréntesis: < 1x10™ (¥**%) < 0.001 (**%), < 0.01 (*¥), y <0.05 (*).

Tiempo' Evaluacién Moderado Bajo
24 hpt Exito de la eclosion -0.13 -0.98 (**)
Larvas con concha normal -0.35 -0.69 (*)
Indices de crecimiento 0.07 (*) 0.12 (*¥**)
30 hpf
Maduracion veligera 0.03 -0.1 (*)
Indices de crecimiento 0 -0.02 (**%*)
48 hpf Calcificacion 0.12 (***) 0.04
Maduracion veligera -0.15 -0.33 (%)
Indices de crecimiento -0.02 (*) -0.04 (****)
60 hpf Calcificacion 0.16 (*) -0.03
Maduracion veligera -0.11 -0.05
Indices de crecimiento 0 -0.05 (*¥***)
108 hpf Calcificacion -0.56 (F***) -0.36 (*¥*%)
Supervivencia -0.26 -0.33 (%)
26 dpf Asentamiento (Estrés agudo) -0.52 (**) -0.78 (**)
Asentamiento (Estrés cronico) -0.13 -0.04

"Horas post-fertilizacion (hpf) o dias post-fertilizacion (DPF).

La prueba estadistica a priori muestra que existen diferencias significativas en el éxito de la
eclosion entre los tratamientos (p < 0.05). Sin embargo, la comparacion de contrastes multiples
posterior (Prueba T-Student) result6 solo en una diferencia significativa (p adj < 0.005) entre el
¢xito de la eclosion del reto de pH bajo cuando se compar6 con el control (Figura 10A).
Asimismo, la proporcion de larvas con concha normal result6 en una disminucion significativa
(p <0.01) sdlo en las larvas criadas en el tratamiento de pH bajo (Figura 10B), lo que resulto

en un LnRR negativo de -0.69 (Tabla 3).
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Figura 10. Proporcion de larvas que maduraron con éxito durante la historia de vida plancténica.
Promedio de éxito en el desarrollo y error estandar (eje y) de larvas de Haliotis rufescens cultivadas en
diferentes condiciones de pH (eje x, control [pH 8.0, barra azul], moderado [pH 7.8, barra verde] y bajo
[pH 7.6, barra roja]) después de 24, 30, 48, 60 y 108 hpf. El éxito de la eclosion y las larvas con concha
normal se evaluaron a las 24 hpf (A, B). La proporcion de éxito de las larvas véliger maduras se puntud
en 30, 48 y 60 hpf (C, D, E) y la maduracién completamente véliger a las 108 hpf por el éxito de la
competencia (F). Se realiz6 una comparacion de contrastes multiples para evaluar las diferencias de

tratamiento utilizando el control como grupo de referencia. Se muestran los puntos de corte ajustables

de p: <0.01 (**), <0.05 (*) y > 0.05 (ns).

7.2.2 Deterioro de la maduracion veligera

La proporcion de larvas clasificadas como exitosamente maduras durante las 30, 48 y 60 hpf
fueron disminuidos en ambos tratamientos de pH moderado y bajo (Figura 10C, D, E), aunque
solo en el tratamiento de pH bajo se encontraron diferencias significativas a las 30 y 48 hpf, lo
cual resulté en radios LnRR alrededor de -0.1 y -0.33, respectivamente (Tabla 3). Sin embargo,
el andlisis de crecimiento por etapa dio como resultado una tasa de especifica deficiente en

larvas criadas bajo pH moderado y bajo (Tabla 4).
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Tabla 4. Tasa de crecimiento especifico derivado de la funcion de crecimiento Gompertz: ae ~

be —CcX

Control Moderado Bajo
Coeficiente a  241.844 238.716 236.933

Coeficiente b 0.726 0.516 0.288

Coeficiente ¢ 0.031 0.030 0.017

Tasa de crecimiento especifico (a*c) 7.532 7.258 4.040
Fase de latencia (b-1/c)  -8.791 -15.902 -41.763

R cuadrado 0.977 0.974 0.988

R cuadrado (ajustado) 0.977 0.973 0.988
BIC' 1188.685 1218.553 831.867

"Medida de verosimilitud, Criterio de informacion bayesiana (BIC)

Aqui, los datos de crecimiento agrupados medidos durante las 30, 48, 60 y 108 hpf se ajustaron

a la funcion de Gompertz (R%: 0.975, p = 0), lo que sugiere que la reduccion del crecimiento

durante la maduracion veligera refleja el retraso en el desarrollo observado en las larvas criadas

a pH moderado y bajo. De hecho, a las 30 hpf, el indice de crecimiento promedio de las larvas

criadas a pH moderado y bajo fue significativamente mayor que el control, que 193.86 + 1,1,

185.06 =3 y 171.36 + 3.4, respectivamente. Sin embargo, a medida que las larvas maduraban

para comenzar su asentamiento, el crecimiento promedio se ralentizaba debido al estrés por pH

(Figura 11A). Por otro lado, los datos de la calcificacion indicaron otro patréon de respuesta

durante la maduracion veligera. La birrefringencia promedio (pixeles) fue inusual del

crecimiento en los tratamientos durante 48 y 60 hpf, pero disminuy6 significativamente como

el indice de crecimiento en comparacién con el control durante 108 hpf (Figura 11B).

26



—-— 8 78 —e— 7.6

Temprana Media Madura Competente
—~ 2404 ns . @ ™
o ® @
£ 2204
0
5
E .
ot
G 1804
& ¢
3 b
6
= IZO" sokk
: . ¢ 3 b
&=
@ g . : : :

30 48 60 108
hpf

Figura 11. Deterioro de la maduracion veligera. Promedio y error estandar (eje y) del indice de
crecimiento corporal (A) y calcificacion (B) de larvas de Haliotis rufescens cultivadas en diferentes
condiciones de pH acumulativo: control (pH 8.0, puntos azules), moderado (pH 7.8, puntos verdes) y
bajo (pH 7.6, puntos rojos) durante su desarrollo a las 30, 48, 60 y 108 horas post fertilizacion (hpf, eje
x). La anotacion superior indica las etapas transitorias de la maduracion veligera seglin la Tabla 1. Se
realiz6 una comparacion de contraste multiple para evaluar las diferencias de tratamiento utilizando el
control como grupo de referencia. Se muestran los puntos de corte ajustables de p: <I x 10 (¥*¥%),

<0.001 (***), <0.05 (*) y >0.05 (ns).

El andlisis discriminatorio candnico basado en las mediciones realizadas durante la maduracion
véliger muestra que a las 30 hpf las medidas morfométricas de los tratamientos de pH moderado
y bajo estan estrechamente relacionados, lo que sugiere que las larvas tienen un crecimiento
similar en respuesta a cualquiera de los niveles de pH evaluados (Figura 12A). Sin embargo, a
las 48 hpf, las larvas del pH moderado se agrupan junto al control, indicando que las larvas
tienen un crecimiento similar mientras que la calcificacién permaneci6 relacionada al pH bajo

(Figura 12B). Finalmente, durante las 60 y 108 hpf, la morfometria de las larvas de pH
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moderado y bajo se esparcio y separd del grupo control, lo que sugiere que las larvas poseen un

crecimiento y calcificacion que no se observaron en las mantenidas a pH de control (Figura

12C, D).

B) 48 hpf
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Figura 12. Respuesta de calcificacion y crecimiento especifica de la etapa de desarrollo. Analisis
discriminatorio candnico basado en las evaluaciones de maduracion de véliger realizadas para larvas de
Haliotis rufescens cultivadas en diferentes condiciones de pH acumulativo: control (pH 8.0, puntos
azules y elipse), moderada (pH 7.8, puntos verdes y elipse) y baja (pH 7.6, puntos rojos y elipse). La
primera (Canl) y la segunda (Can2) dimensiones explicativas estan entre paréntesis. Las flechas indican
la relacion de las métricas medidas con las dimensiones canoénicas y las elipses muestran las medias del

grupo en las dimensiones canonicas. El tamatfio relativo de las elipses indica heterogeneidad de varianza.

7.2.3 Exito de la competencia

El éxito de la competencia en el bioensayo control result6 en un valor promedio =+ error estandar
de 15 + 2 %, mientras que el éxito en la competencia fue de aproximadamente 11 + 2% en

ambas larvas criadas en escenarios de acidificacion acumulada moderada y baja. Aqui, el valor
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LnRR resulté en radios negativos de -0.26 y -0.33, respectivamente (Tabla 3). La comparacion
de contrastes multiples posterior (Prueba T-Student) resultdé solamente en una diferencia
significativa (p adj < 0.05) entre el pH bajo cuando se contrasto contra su control (Figura 10F).
Durante la maduracion veligera, el pHwss in situ (promedio + DS) oscil6 entre 7.6 £ 0.066 y 7.4
+ 0.104 en los retos de pH moderado y bajo, respectivamente, lo cual también representa una
diferencia de 0.2 unidades en pH (Tabla 5). Aqui, los valores predichos mostraron valores de
Qara periodicos por debajo de 1.0, lo que significa que el agua marina estaba subsaturada de
aragonita y era corrosiva con respecto a la calcificacion (Figura 13B), y un promedio +
desviacion estandar de pCO; (patm) de 1004 + 115 y 1229 + 170 que superan el doble del
tratamiento control (582 £ 9) y la concentracion normal en el océano actual, respectivamente

(Tabla 5).

7.2.4 Exito del asentamiento y microscopia electrénica de barrido

Con respecto al efecto sobre las postlarvas a los periodos prolongados de acidificacion, las
larvas asentadas a los 26 dpf, mostraron respuestas morfoldgicas en el deterioro de la concha
pero que no afectaron su éxito de asentamiento debido al estrés cronico de la acidificacion. De
manera similar a los éxitos de competencia (Figura 10F), las disminuciones en el asentamiento
también fueron ligeras en comparacion con los éxitos de asentamiento promedio del control en
el desafio de acidificacion a largo plazo, resultando en un valor promedio + error estandar de
49 + 2.8 %, 43 4.3 % y 47 £ 1.8 % para el control, pH moderado y bajo, respectivamente y
radios LnRR de -0.13 y -0.04 para el pH moderado y bajo (Tabla 3). A pesar del efecto de
acidificacion negativo, no se encontré un efecto de asentamiento significativo entre los

tratamientos del estrés de acidificacion cronico (Figura 14A).
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Tabla 5. Valores medidos de pHwgs, y predichos de aragonita y pCO> disuelto.

Ensayo Parametro Etapa Promedio + DS N registros
Bajo pH Embrionaria ~ 7.5£0.053 28
Moderado pH Embrionaria 7.7+0.022 29
Bajo pH Maduracion veligera 7.4 +0.104 90
Moderado pH Maduracion veligera 7.6 £ 0.066 90
Bajo pH Asentamiento 7.7 +0.094 558
Moderado pH Asentamiento 7.8 £0.094 550
Control pH Asentamiento 8.1+0.035 308
Moderado Qara Embrionaria 1.32+0.108 29
Control Qara Embrionaria 1.71 £ 0.022 29
Bajo Qara Maduracion veligera 1.12+0.088 78
Moderado Qara Maduracion veligera 1.05+9.525 90
Control Qara Maduracion veligera 1.71 £0.019 90
Bajo Qara Asentamiento 1.35+46.439 537
Moderado Qara Asentamiento 1.63 +0.233 543
Control Qara Asentamiento 1.72 £0.038 368
Bajo pCO: Embrionaria 930 = 68.79 28
Moderado pCO> Embrionaria 1020 = 59.24 29
Control pCO: Embrionaria 581 £5.38 29
Bajo pCO2 Maduracion veligera 1004 + 115 78
Moderado pCO: Maduracion veligera 1229 + 171 90
Control pCO: Maduracion veligera 582+9 90
Bajo pCO: Asentamiento 778 £92.69 537
Moderado pCO: Asentamiento 787 £233.02 543
Control pCO: Asentamiento 580+19.23 370
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Figura 13. Distribucién empirica acumulada (eje y) de los niveles de saturacion predichos de
CaCOs con respecto a los valores de aragonita (eje x) obtenidos durante el bioensayo con las
siguientes condiciones de pH: control (pH 8.0, linea azul), moderado (pH 7.8, linea verde) y bajo (pH
7.6, linea roja). (A) Antes de la eclosion, (B) durante la maduracion del veliger y (C) al momento del
asentamiento (consulte la leyenda de color superior para el tratamiento de acidificacion). Los valores de
Qara por debajo de 1.0 (linea de puntos vertical en gris) representan un nivel de subsaturacion, lo que
significa que el agua fue corrosiva. Durante la maduracion y el asentamiento de las larvas véliger
competentes, la mitad y menos de una cuarta parte de los valores de Q. estaban por debajo de este
umbral para los desafios de pH que imitan los escenarios de acidificacion de los océanos previstos en el
futuro cercano (tendencias acumulativas verdes y rojas). Los indices de rendimiento del modelo fueron
AIC: 26,073, BIC: 31,029, R2 (adj.): 0,232, RMSE: 0,362 y Sigma: 0,467. El modelo se valido
utilizando la funcién check model en la version 0.7.2 del paquete R “performance” (Liidecke et al.,

2021).
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Figura 14. Exito promedio del asentamiento (%) y error estandar de larvas de Haliotis rufescens
cultivadas en largo plazo (crénico) y corto pH a corto plazo (agudo). Las 3 diferentes condiciones
de pH mostradas corresponden a: control (pH 8.0, barra azul), moderado (pH 7.8, barra verde) y bajo
(pH 7.6, barra roja). Se realiz6 una comparacion de contrastes multiples para evaluar las diferencias de
tratamiento. Se muestran los puntos de corte de los valores p ajustados: <0.01 (**) y >0.05. El

desempefio del asentamiento depende del estrés por acidificacion a corto y largo plazo.

Las larvas asentadas criadas a pH 8.0 mostraron conchas peristomales tipicas en forma de oreja
(Figura 15A). Ademas, la protoconcha mostr6 una superficie de textura granular suavizada y
un patrén alveolar normal (Figura 15D). Sin embargo, las micrografias de las larvas asentadas
criadas en niveles de pH moderados y bajos mostraron irregularidades y defectos de
mineralizacion a lo largo de la superficie de la concha (Figura 15B, C), lo que puede ser
evidencia de corrosion de la concha. Aqui, la corrosion de la protoconcha aumenta visiblemente

a medida que el pH disminuye a 7.8 y 7.6, respectivamente (Figura 15E, F).
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Figura 15. Micrografias electrénicas de barrido de post-larvas de abulén rojo H. rufescens criadas

bajo condiciones 6ptimas y de acidificacion a largo plazo durante 26 dias. Imagen dorsal (200 - 400
um) de larva de 26 dias de edad después de la fertilizacion mostrando una concha peristomal tipica en
forma de oreja (ps). El pH control (A), moderado (B, 7.8) y bajo (C, 7.6) son mostrados. Larva asentada
criada bajo acidificacion a largo plazo (pH moderado y bajo) exponen microfracturas (B, C) no
observadas en larvas criadas en control (A). La secciéon laminar (10 um) de la protoconcha (pr, cajas
blancas, A-C) se observa en el panel derecho (D-F). Concha normal textura granular y patron alveolar
es observado en el tratamiento control (D). En contraste, textura granular abnormal es observada en

larvas criadas bajo pH acumulado moderado y bajo (E, F).
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Por otro lado, las larvas expuestas repentinamente a la acidificacién durante su asentamiento
no mostraron deterioro de la concha, aunque el éxito del asentamiento se vio severamente
afectado (Figura 14B). Durante los escenarios de acidificacion a corto plazo, el éxito de
asentamiento disminuy¢ significativamente en funcion de los desafios de acidificacion en 50 +
9.2,30£2.4% y 23 £ 2.5% en el control, pH moderado y bajo, respectivamente (Figura 14B),
lo que representan una disminucion de casi el doble del éxito de asentamiento observado en el
tratamiento de acidificacion a largo plazo. El analisis estadistico inicial mostr6 diferencias entre
los valores de asentamiento en los tratamientos de estrés agudo (p < .05), y la comparacion de
contrastes multiples posterior (Prueba T-Student) resulté en una diferencia significativa (p adj
< 0.005) entre el éxito de asentamiento en ambos escenarios de pH moderado y bajo al

contrastar con el control. Los valores LnRR para el asentamiento bajo acidificacién de corto

plazo resultaron en -0.52 y -0.78, en el pH moderado y bajo, respectivamente (Tabla 3).

Figura 16. Micrografias electrénicas de barrido de post-larva de abulén rojo H. rufescens criadas
bajo condiciones 6ptimas y de acidificacién a corto plazo. Imagen dorsal (200 - 400 um) de larva de
26 dias de edad después de la fertilizacion mostrando una concha peristomal tipica en forma de oreja
(ps). El pH control (A), moderado (B, 7.8) y bajo (C, 7.6) son mostrados. Larva asentada criada bajo
acidificacion a largo plazo (pH moderado y bajo) exponen microfracturas (B, C) no observadas en larvas
criadas en control (A). La seccion laminar (10 um) de la protoconcha (pr, cajas blancas, A-C) se observa
en el panel inferior. Ninguna evidencia de textura granular a lo largo de la protoconcha ni microfracturas

fue observado en todos los experimentos (D-F).
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A pesar de que el mayor tiempo de exposicion a la acidificacion ocurrid durante el
asentamiento, las larvas asentadas cultivadas bajo una acidificacion repentina no expusieron
microfracturas visibles o erosion a lo largo de la concha (Figura 16). El contraste de los desafios
de acidificacion a corto y largo plazo durante el desempeinio del asentamiento resultd en una
respuesta diferencial significativa (F = 118.804, p < 0.05). Lo anterior sugiere que la
sensibilidad a la acidificacion puede depender de los niveles agudos y acumulativos de

acidificacion que el abulon puede experimentar durante su ciclo de vida pelagico.

8. Discusion

La presente investigacion muestra resultados en concordancia con la literatura con respecto a
la historia de vida temprana del abulon, que incluye las reducciones en el crecimiento corporal,
la disminucién de la supervivencia y retrasos en el desarrollo (Li et al., 2013; Guo et al., 2015)
asi como un aumento en las larvas anormales y sin concha (Byrne et al., 2010; Tahil et al.,
2016). Varias etapas de la historia de vida pelagica mostraron una respuesta negativa en la
calcificacion, crecimiento y tasa de desarrollo durante los experimentos que imitan dos
escenarios de acidificacion en un futuro cercano. Aunque los impactos de la acidificacion en
algunos procesos biologicos pueden ser superados o disminuidos por la adicion de otros factores
de estrés antropogénicos (por ejemplo, el calentamiento), puede caer en los principales factores
de estrés del cambio climatico porque muchos parametros del carbonato de agua de mar estan
cambiando simultaneamente (Hurd et al., 2020), lo que puede contribuir al deterioro del
rendimiento observado durante las etapas transitorias de las larvas planctonicas. Mientras que
la respuesta de las larvas al pH moderado fue similar al normal, el deterioro en el bioensayo de
pH bajo indica que los procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo, crecimiento y la
calcificacion se vieron comprometidos (pero no perdidos) bajo este nivel de acidificacion, lo
que indica una limitacioén en la aclimatacion de las larvas planctonicas a una caida de -0.4
unidades de pH. Se ha sugerido que la descripcion integral de la vulnerabilidad requiere una
compresion del umbral critico en el que la acidificacion afecta la biologia de las larvas
(Bednarsek et al., 2021). La presente investigacion contribuye a comprender los limites de
tolerancia en los que se encuentran alteraciones en el rendimiento de la historia de vida de las

larvas de abulén rojo.
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La proporcion de larvas calificadas como exitosamente maduras con respecto al primer analisis
morfoldgico se correlaciona con el analisis de crecimiento por etapa, lo que sugiere que el
andlisis de crecimiento por etapa es un buen indicador para la evaluacion de la tasa de
desarrollo. Aunque el deterioro de la tasa de desarrollo es relativo a la tasa de alimentacion en
otras especies planctonicas, pero no en lecitotréficas (Dupont et al., 2009), la tasa de
crecimiento especifica de las larvas de H. rufescens fue perturbada durante su maduracién
veligera. El analisis de crecimiento por etapa mostré que el crecimiento se ve afectado por el
estrés a un pH bajo, lo que indica que las covariables de la acidificacion pueden afectar el
crecimiento y la tasa de desarrollo del abulén rojo durante su vida pelagica. Se espera que el
abulon muestre tasas de crecimiento reducidas a medida que se invierte mas energia en combatir
el estrés en lugar del crecimiento (Morash et al., 2016). En contraste con el crecimiento reducido
bajo desafios de acidificacion, los datos de calcificacion indican otro patréon de respuesta
durante la maduracion veligera, lo que sugiere que el tamafio del cuerpo no es un estimador

absoluto de la calcificacion sino del crecimiento somatico durante la historia de vida pelagica.

La calcificacion comienza a ser un proceso activo durante la maduracion veligera. Aqui, un
sitio de calcificacion que proporciona un soporte clave para la deposicion de CaCOs (Eyster et
al., 1984; Eyster 1986) y el mecanismo molecular asociado con el inicio de la cristalizacion de
aragonita se diferencian antes de la maduracion veligera en varias larvas de molusco, incluidas
otras especies de abulon (Auzoux-Bordenave et al., 2010; Huang et al., 2012). En otras larvas
calcificadoras de aragonita, la exposicion a la acidificacion exhibe una caida en el pH y Qara en
el sitio de calcificacion que se correlaciona con una disminucién del crecimiento de la concha
y, finalmente, la disolucion de la misma (Ramesh et al., 2017). La calcificacién observada
durante la presente investigacion dio como resultado los radios de acidificacion negativos mas
altos en escenarios de pH moderado y bajo a medida que las larvas maduraban para ser
competentes para asentarse a las 108 hpf. Esto sugiere que la acidificacion esta afectando el

desempeifio temprano de la historia de vida del abulon rojo por la subsaturacion de aragonita.

Aunque la energia que soporta el metabolismo durante el crecimiento en especies lecitotréficas
como el abulén pareciera ser satisfecha por las reservas de lipidos contenidas en el embridn, las
reservas energéticas no siempre son suficientes para completar el estilo de vida plancténica. Por

lo tanto, las larvas de abuldon también pueden capturar nutrientes disueltos del medio ambiente
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utilizando un mecanismo conocido como filtracion hidrosolica (Pernet, 2018) para suplir el
costo energético que el embrion no suple durante su desarrollo temprano (Jaeckle et al., 1989a).
Lo anterior es una base para sugerir un cambio en la homeostasis dcido-base que contribuye al
deterioro del desarrollo y crecimiento larvario observado de manera secundaria debido a la
acidificacion. Se ha sugerido que los cambios en la homeostasis celular reasignan y disminuyen
la produccion de energia para el crecimiento y desarrollo somdtico en otros invertebrados
marinos debido a desafios energéticos sustanciales de la homeostasis interna (Stumpp et al.,
2013). Por lo tanto, se puede asumir este estrés adicional junto con la supresion de la

calcificacion debido a la acidificacion.

En cuanto a la calcificacion y el crecimiento, el patron de respuesta observado durante la
maduracion veligera sugiere una aclimatacion especifica del estadio larvario. Dado que la
reasignacion del metabolismo es comun en otras larvas de abulén debido a que su desarrollo
implica cambios corporales complejos (Jaeckle et al., 1989b), se espera que los rendimientos
energéticos sustanciales debido al estrés sean mas desafiantes en algunas etapas del desarrollo,
como se observo durante la presente investigacion. La investigacion holistica sobre la historia
de vida pelagica en respuesta a la acidificacion contribuird a comprender qué etapas del
desarrollo estdn mas comprometidas por la acidificacion en otras especies calcificadoras. La
corrosion de la concha observada en la presente investigacion concuerda con la observada
anteriormente en el abulon europeo H. tuberculata (Kavousi et al., 2022). En muchos moluscos,
el CaCOs depositado durante el desarrollo larval es una combinacion entre carbonato de calcio
amorfo y aragonito (Weiss et al., 2012), incluido el abulén europeo (Jardillier et al., 2008).
Ademas, las conchas de abuldn de las postlarvas y de los juveniles también estdn hechas
esencialmente de aragonita (Auzoux-Bordenave et al., 2010). En la presente investigacion, los
valores de Q. predichos mostraron condiciones periddicas de subsaturacion durante el
desarrollo larval y postlarval, lo que significa que el agua era corrosiva para el aragonito, y
comenzaria a ocurrir la disolucion de la concha desprotegida (Feely et al., 2008). Por lo tanto,
la superficie corroida de la concha observada en la presente investigacion estaba en

concordancia con estas aguas acidificadas episddicas.

A pesar de lo anterior, el reclutamiento para iniciar el estilo de vida bentdnico no estuvo a

expensas de la acidificacion a largo plazo. Las larvas asentadas del desafio de acidificacion a
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largo plazo mostraron una respuesta morfoldgica en el deterioro de la concha sin afectar su
¢éxito de asentamiento. Durante el bioensayo que se asemeja al peor escenario del IPCC (2007),
el asentamiento no mostr6 diferencias significativas con el estrés a largo plazo, lo que sugiere
que H. rufescens posee mecanismos de respuesta que pueden ser beneficiosos para la
acidificacion durante el desarrollo temprano de su historia de vida. A pesar del efecto nocivo
de la estructura calcarea, el éxito informado durante el asentamiento sugiere que la historia de
vida temprana del abulon puede ser resistente a diferentes niveles de acidificacion crénica. La
aclimatacion observada en esta investigacion fue similar a informes anteriores durante el éxito
de asentamiento de H. kamtschatkana (Crim et al., 2011) y H. tuberculata (Kavousi et al.,
2022). Aunque el rendimiento de asentamiento no se vio afectado por el estrés de acidificacion
a largo plazo, las larvas expuestas a acidificacion a corto plazo mostraron un rendimiento de
asentamiento reducido, lo que indica que el asentamiento interactua con la acidificacion a través
de diferentes vias de respuesta al estrés. En los héabitats naturales, los niveles elevados de CO»
pueden afectar profundamente el asentamiento de una amplia variedad de organismos bénticos
(Cigliano et al., 2015). Se encontraron resultados similares con respecto a la acidificacion a
corto plazo durante el asentamiento en investigaciones previas con Haliotis asinina (Tahil et
al., 2015). Dado que la interpretacion de los limites de tolerancia a la acidificacion, se extiende
desde el nivel mas alto de respuesta visto, hasta la jerarquia sistémica, celular y molecular
(Portner 2008), la discusion sobre la sensibilidad a la acidificacion del océano debe considerar,
al menos, los posibles modos de respuesta sistémica a corto y largo plazo (Morash et al., 2016).
Por ejemplo, mientras que la acidificacion a corto plazo puede implicar una respuesta sistémica
por una via clésica al estrés repentino o agudo (Cannon, 1915), la aclimatacion a la acidificacion
a largo plazo puede implicar diferentes vias en respuesta al estrés acumulativo o cronico (Parker

et al., 2012; Costantini, 2014; Espinel-Velasco et al., 2020).

El asentamiento es un evento critico en la vida de muchos invertebrados marinos que implica
un acoplamiento bentdnico-pelagico que requiere el reconocimiento de un entorno bentdnico
adecuado (es decir, sustrato) y la aceptacion de esa superficie antes del inicio de la metamorfosis
(Leighton, 2000). Con base en este hecho, la vulnerabilidad a la acidificacion durante el
asentamiento puede depender de factores externos que incluyen interacciones sustrato-larva,
aunque estos efectos aun no se han probado para el abulon. Por ejemplo, el reconocimiento de

sustrato adecuado, el cual implica la sefializacion quimiosensorial, se ha visto afectada por la
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acidificacion del océano en larvas de peces marinos (Munday et al., 2009). Si bien el
reconocimiento adecuado también puede ser importante para el asentamiento de larvas en el
abulon (Morash et al., 2016), la calidad del sustrato puede desempefar un papel fundamental
en el acoplamiento de las larvas, ya que la calidad del sustrato afecta drasticamente el
rendimiento de la historia de vida de las larvas plancténicas (Phillips et al., 2002). Por ejemplo,
los desafios de la acidificacion causan un deterioro en la calidad nutricional de las diatomeas,
lo que resulta en la alteracion del desempefio del ciclo de vida en otras especies planctonicas
(Rossoll et al., 2012). Con respecto al asentamiento de larvas de abuldon, se han observado
respuestas aleatorias de asentamiento a la acidificacion en otros abulones, incluido un efecto
indirecto positivo (O’Learly et al., 2017) o neutral (Espinel-Velasco et al., 2020) utilizando
algas coralinas incrustantes pre-acondicionadas (~ 4 a 6 meses). Por el contrario, Swezey et al.
(2020) informaron una reduccion en el asentamiento utilizando diatomeas (Navicula sp), que
habian sido preacondicionadas solo 24 h antes del asentamiento de H. rufescens (Swezey et al.,
2020). Por lo tanto, la calidad nutricional del sustrato preacondicionado podria tener
implicaciones significativas para el reclutamiento de larvas (Vargas et al., 2013), pero no se

evalud durante la presente investigacion.

Con la mejora de las tecnologias de secuenciaciéon de proxima generacion (NGS), la
caracterizacion de todo el genoma de una sola especie ha mejorado significativamente. Aunque
estas tecnologias se han limitado a unas pocas especies de moluscos, revelan aspectos
fascinantes de su resistencia a los factores ambientales estresantes (Strader et al., 2020; Lopez-
Landavery et al., 2022; Kapsenberg et al., 2022; Gurr et al., 2022). Debido a la variabilidad
ambiental local, se han reconocido firmas genéticas que actian sobre la biomineralizacion, la
hipoxia y la resistencia a enfermedades, asi como genes involucrados en el metabolismo
energético en el abuldn rojo que habita a lo largo de la costa de California (De Wit et al., 2013).
Los esfuerzos futuros para comprender la resiliencia del abulon a la acidificacion de los océanos
podria enfocarse en describir niveles de regulacion adicionales a través de la comprension de
las redes de interaccion de genes con el vinculo subyacente entre las métricas de rendimiento
externas y los rasgos internos para predecir el potencial de adaptacion de las especies a la

acidificacion de los océanos.
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9.Conclusion

La presente investigacion advierte la sensibilidad a la acidificacion en la especie en peligro
critico H. rufescens, ubicandola como indicador centinela para multiples moluscos marinos con
historia de vida larvaria bifasica frente a la acidificacion del océano. Las especies centinela
proporcionan informacion valiosa para explorar los limites de tolerancia y las vias de respuesta
al estrés para la acuicultura mundial frente al cambio climatico global. Aqui, la historia de vida
temprana de H. rufescens se vio afectada negativamente exponiéndose a dos escenarios de
acidificacion en un futuro cercano. A medida que las larvas planctonicas maduraron para
comenzar su estilo de vida bentdnico, los niveles diferenciales de acidificacion a largo plazo
alteraron significativamente el desempefio de las larvas, lo que sugiere que su sensibilidad
depende de sus etapas de desarrollo. La alteracion en el éxito del desarrollo, el crecimiento y la
calcificacion por acidificacion da como resultado la pérdida del rendimiento de la especie
cuando los niveles de acidificacion se encuentran por encima de su umbral de tolerancia. Aqui
se encontr6 que -0.4 pero no -0.2 unidades de pH eran un desafio para las larvas de abulon rojo.
Mientras que los estadios larvales evaluados (eclosion, maduracion veligera y asentamiento)
mostraron diferentes niveles de resiliencia a la acidificacion a largo plazo, el asentamiento

destaca notables diferencias de respuesta a la acidificacion a corto y largo plazo.

Por lo tanto, la discusion sobre la sensibilidad a la acidificacion del océano debe considerar los
diferentes modos de respuesta a la acidificacion a corto y largo plazo y la etapa de su historia
de vida evaluada con respecto a su biologia de desarrollo. Debido a que los ecosistemas
naturales del abulén se ven gravemente comprometidos por la acidificacion en el futuro, la
presente investigacion contribuye a comprender el umbral critico en el que la acidificacion
afecta al historia de vida peldgica de una especie nativa de las costa del Pacifico de América
del Norte. La pérdida de la poblacién en etapas tempranas de la vida del abulon rojo
experimentada actualmente en la costa del Pacifico puede tener lugar debido a una acidificacion
a corto plazo relacionada con el afloramiento episddico de aguas corrosivas, pero no a una
acidificacion a largo plazo, ya que a pesar del efecto negativo de la acidificacion sobre la
calcificacion, el crecimiento y el desarrollo, las mortalidades observadas durante esta
investigacion no fueron absolutas, y la transicion pelagico-bentdnica se llevé a cabo con éxito

en larvas mantenidas bajo dos niveles de acidificacion a largo plazo.
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Capitulo II. Regulacion postranscripcional del abulon en respuesta

a la acidificacion

1. Resumen

La maduracion larvaria es una etapa de desarrollo esencial en la vida de muchos lofotrocozoos
e implica cambios fisiologicos y morfologicos drasticos que sugieren una regulacion de genes
compleja. En organismos multicelulares, los microARN son componentes de la regulacion
génica, implicados en diversos procesos fisiologicos y de desarrollo, incluyendo su
participacion frente al estrés medioambiental. Se ha sugerido que la regulacion génica es clave
para mantener la homeostasis frente a los retos de la acidificacion. Explorar la regulacion génica
mediada por microARNs durante el desarrollo larval y en respuesta al reto de acidificacion es
una tarea novedosa en en abuldn rojo que contribuye al entendimiento sobre los mecanismos
celular moleculares asociados a la resiliencia del abulon rojo a la acidificacion. Mediante la
técnica de secuenciacion masiva de ARNs pequefios, se identificé la red regulatoria miRs que
se co-expresan durante el desarrollo larvario del abulon rojo. Esta red de miRs fue modificada
por el efecto de la acidificacion. Aqui, genes asociados al crecimiento, esqueletogenesis,
desarrollo del sistema inmune, neuronal y diferenciaciéon de tejidos son regulados
negativamente en respuesta a la acidificacion. Esta regulacion negativa es coherente con la

reduccion observada en las variables fenotipicas evaluadas.

2. Introduccion

2.1 El mundo del ARN

Los seres vivos compartimos una caracteristica inherente denominada genoma, el cual es el
repositorio de la informacion necesaria para el inicio y propagacion de la vida. El genoma es
una larga cadena compuesta de bloques moleculares de ADN (&cido desoxirribonucleico). A lo
largo del ADN se encuentran las instrucciones necesarias para la sintesis de productos
moleculares necesarios para la vida celular; estas instrucciones suelen referirse como genes
(Gerstein et al., 2007). Durante la expresion de la informacién génica, el proceso de la
transcripcion es el primer paso para la sintesis de transcritos a partir de un segmento de ADN
de doble cadena que es convertido, mediante un sistema enzimatico, en una cadena de ARN
con una secuencia de bases complementarias a una de las cadenas de ADN. Desde un punto de

vista dogmatico la expresion genética codificard a proteinas a partir de macromoléculas de ARN
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mensajero (ARNm; Crick, 1970), sin embargo, la transcripcion también deriva en una variedad
de ARNs no codificantes que tienen una funcion biologica (Cech, 2012; Figura 17). Algunas
clases importantes de ARN son: ARNm - codifica la secuencia de aminoacidos de uno o mas
polipéptidos especificados por un gen o por un conjunto de genes. No codificantes y de
mantenimiento celular como ARNt - leen la informacién codificada en el ARNm y transfiere
el aminoécido adecuado a la cadena polipeptidica en crecimiento durante la sintesis proteica;
ARNr - forman parte de los ribosomas, complejas maquinarias celulares que sintetizan las
proteinas; snARN - ARN nuclear involucrado en la maduracion del ARN mensajero via corte
y empalme; snoARN - ARN nucleolares involucrados en la metilacién y pseudoridilacion del
genoma. E1 ARN es la nica macromolécula conocida que tiene a la vez funciones de
almacenamiento y transmision de la informacién y en catalisis. Inicialmente los ARNs no
codificantes fueron considerados como “ARN basura” debido a su incapacidad para codificar a
proteinas, sin embargo, con los avances de la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento,

se ha demostrado la ubicuidad y funcién de estos fragmentos.

Replicacién Transcripcion Traduccién

Codificante ——> ARNm =——> Proteina =—Dogma
Regulatoria ==—3»miRs, piRs, siRS

Mantenimiento =»ARNr, ARNt, snARN, snoARN

Figura 17. Clasificacién de ARNs. La transcripcion puede derivar en elementos codificantes - que
codifican proteinas - o no codificantes que tienen una funcion bioldgica para el mantenimiento o

regulacion celular.

2.2 Programa genético del desarrollo temprano de vida del abulon

Por su gran complejidad y complicada coordinacion, los patrones de expresion génica que rigen
el desarrollo temprano de vida de muchos animales no tienen similitud. Los productos génicos
durante el desarrollo temprano de vida dan lugar a una cascada de sucesos que coordinan los
cambios morfologicos tanto en el espacio como en el tiempo (Nelson et al., 2017). De hecho,
se ha identificado que se expresan mas genes durante el desarrollo temprano de vida que en

ningun otro momento del ciclo vital de vida animal. Por ejemplo, el ovocito del erizo de mar
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puede expresar hasta 3 veces mas productos génicos durante el desarrollo temprano de vida en
comparacion con lo observado en otros tejidos diferenciados durante la vida adulta (Harris,
1978). El desarrollo temprano de gasteropodos marinos incluye, al igual que otros moluscos de
vida bifésica indirecta, la activacion génica en respuesta a varios procesos de desarrollo
fundamentales como la division espiral del embridn, la construccion del plan corporal (Hinman
et al.,, 2003), vias de sefalizacion ambiental morfogenéticas (Jackson et al., 2002) y de
anticipacion (Degnan y Morse, 1995a), de formacion de sistema digestivo, neural, inmune y
sefalizacion (Jackson et al., 2006). Estas vias elementales del desarrollo sugieren una clara
diferencia en la bateria de genes activados a lo largo de las etapas embrionaria, maduracion
veligera y asentamiento (Figura 18). Huang y colaboradores (2012) identificaron la actividad
de genes que se co-expresan de manera especifica entre etapas del desarrollo indicando una
clara diferenciacion entre etapas del desarrollo que incluyeron: 1) embrional (dos células), 2)
trocofora y 3) postlarva en la especie Haliotis diversicolor. A medida que las larvas véliger
maduran, se ha identificado que se requiere la regulacion coordinada de baterias de genes
temporalmente diferentes involucrados en una amplia gama de procesos fisiologicos y de
desarrollo asociados con la colonizacion béntica (William et al., 2009). Algunos cambios
fisiologicos y morfologicos requeridos para el fenotipo adulto béntico ocurren solo en el
momento de la transicion del hébitat, pero ciertas estructuras relacionadas con el adulto se
desarrollan de manera preventiva en la larva (conocido como la anticipacion de la transicion
pelagica-bentonica), particularmente aquellas relacionadas con el aparato de alimentacion
(Spaulding et al., 1991; William et al., 2009). La evidencia existente sugiere que existen perfiles
de expresion génica especificos que se correlacionan con el éxito de la competencia larvaria, y
que al menos dos vias genéticas, morfogenética y anticipatoria, estdn operando en la
metamorfosis (Degnan et al., 1995a; Degnan et al. 1995b; Roberts 2001; Jackson et al. 2005).
William y colaboradores (2009) identificaron que, existen al menos cinco perfiles distintos de
expresion de genes temporales operacionales en larvas tardias y postlarvas tempranas que
consisten en genes involucrados en una variedad de procesos fisiologicos y de desarrollo, tales
como la expresion génica de proteinas de unidn a iones de calcio, factores de transcripcion y
del sistema neurologico, y cuya expresion continiia aumentando y se vuelve cada vez mas alta
cuando las larvas son inducidas para completar su metamorfosis (William et al., 2009). Mientras
que otros genes que mantuvieron una expresion constante durante el desarrollo larval

incrementaron significativamente en la etapa de la induccion del asentamiento, e incluyen
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proteinas del metabolismo celular, proteinas ribosomales y ciclo celular. Sin embargo, también
se identifico la sub-expresion de genes con respecto a la edad larval y la induccion metamorfica
que incluyen genes del proceso metabolico celular y traduccion, aunque mas de la mitad de los
genes sub-expresados tuvieron identidad desconocida, sugiriendo una especificidad de la

especie estudiada (William et al., 2009).

Componentes estructurales
para la proteccion larval
después de la eclosion

Desarrollo de |a fase
embrionaria

Transporte y
— transformacién de
energia

Cadenas de colageno
endoégeno

LGA:
Citocromo C-oxidasa COLGES

) Genes relacionados con el
ATP sintasa transporte de carga

NADH ubiquinona

oxidorreductasa VAP33
ATP sintasa Beta-timosina
Dos celulas Morula Trocoforo Maduracion veligera Asentamiento
L Represion de la division y Sefializacion
diferenciacion celular
Factor de crecimiento
Proteina Dnal epidérmico

(Fibropelina 1)

Proteinas de unién a

Sistema de bloqueo )
calcio EFCB y SARP-19

Histogénesis

Sistema
digestivo

tvng
Enteropeptidasa

Sistema
imune

Defensina (contra los microbios
después de la digestion)

GM2-AP

Anticipacion de la transicion
peldgico-benténico

Figura 18. Programa genético del desarrollo larvario del género Haliotis. Diagrama de elaboracion
propia basado en los trabajos de Degnan y Morse (1995), Jackson et al., (2002, 2006), William et al.,
(2009) y Huang et al., (2012).

2.3 Impacto de la acidificacion en rasgos celulares-moleculares de moluscos

durante su desarrollo temprano de vida

Uno de los objetivos clave en la interpretacion de los limites de tolerancia a la acidificacion es
entender el nivel mas alto de respuesta observado hasta las jerarquias sistémicas, celulares y
moleculares que se amplifican, disminuyen o inactivan ante los estimulos externos (Pdrtner
2008). Tales variaciones son producidas a través de una red compleja de interacciones entre el

genotipo-fenotipo de una especie y su ambiente (Houle et al., 2010). Aunque en un principio la
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mayoria de los estudios de acidificacion en los moluscos se han centrado en la fenologia externa
(i.e. rasgos corporales accesibles como el crecimiento, la supervivencia, respiracion,
calcificacion, etc.), el enfoque de la gendomica funcional ha permitido demostrar algunos
mecanismos internos implicitos en respuesta a las covariantes de la acidificacion. Estudios del
efecto de la acidificacion en la expresion génica en invertebrados durante estadios larvarios
encontraron que la expresion génica de genes asociados con la biomineralizacion, respuesta al
estrés celular y metabolismo energético son suprimidos durante el periodo en que las larvas de
erizo (Strongylocentrotus franciscanus) de mar fueron expuestas a condiciones de pH reducido
(-0.05 unidades; Todgham y Hofmann, 2009). Todgham y Hofmann (2009) también reportan
un efecto negativo en genes involucrados en el control de la traduccidn, la regulacion de iones,
el equilibrio 4cido-base, el desarrollo y ciclo celular, indicando que, ciertos rasgos internos
esenciales del desarrollo larval del erizo de mar estan siendo alterados a fin de compensar el
efecto de la acidificacion y defender la homeostasis celular. Esta expresion génica suprimida
sugiere la existencia de algin mecanismo persistente entre algunos organismos marinos para
compensar internamente el estrés de la acidificacion y lograr la homeostasis para continuar con

el desarrollo temprano de vida de organismos de vida bifésica, como el abulén rojo.

2.4 Regulacion génica postranscripcional

Se ha sugerido que la regulacion en la expresion génica (ambos tipos, constitutiva e inducida)
es clave para la homeostasis y la plasticidad fenotipica frente a la acidificacion (Gurr, 2022),
ya que esté ligado a la capacidad de aclimatacion (Barshis et al., 2013; Georgoulis et al., 2021).
La regulacion de la expresion de la informacion génica es controlada mediante mecanismos en
los distintos niveles en que fluye la informacion. La variedad de mecanismos de la regulacion
a nivel de la traduccion de proteinas proporciona una gran flexibilidad y permite la represion
de solo algunas moléculas de ARNm o la regulacion global de toda la traduccion celular. En
eucariotas, se han identificado al menos cuatro mecanismos principales de regulacion de la
traduccion, de los cuales destacaremos la regulacion de la expresion génica dependiente de
ARN que puede producirse a nivel de la represion de la traduccion mediante un sistema de
interferencia mediado por ARN (ARNi). Este mecanismo de regulacion fue descubierto
inicialmente en plantas (Voinnet y Baulcombe, 1997) y nematodos (Fire et al., 1998) como un
mecanismo de silenciamiento génico especifico a nivel postranscripcional que funciona de

manera endogena o exdgena. En plantas y animales, una de las vias funcionales del ARNi deriva
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en la regulacion de la expresion génica a nivel postranscripcional mediante mecanismos
especificos mediados por secuencias pequenas de ARNs (< 200 nucledtidos de longitud) que
interfieren con la traduccion proteica, lo que corresponde a una variante del dogma central de
la biologia molecular que resulta fascinante (Figura 17). A pesar de que los miRs no son los
unicos factores reguladores que contribuyen a la robustez de un sistema bioldgico, como
reguladores postranscripcionales pueden intervenir tardiamente en el proceso de expresion
génica para contrarrestar la variacion de los procesos anteriores a la transcripcion, maduracion

del ARNm (i.e. corte y empalme) y exportacion nuclear (Ebert y Philip, 2012).

2.5 Biologia y diversidad de ARNs pequefios en animales

Con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por
sus siglas en inglés) en las pasadas dos décadas, se ha ampliado el interés y comprension de los
componentes del sistema ARNi. A la fecha, el nimero de datos gendmicos no codificantes ha
incrementado significativamente (Fromm et al., 2020), y aunque ha sido limitado a unas pocas
especies de moluscos, ha revelado fascinantes aspectos de su resiliencia a los estresores
ambientales (Rosani et al., 2021). En esta burbuja cada vez mayor de datos de secuencia de
moluscos, las secuencias pequenas de ARN no codificantes (SRNAs, de aqui en adelante) han
ganado atencidn, ya que se espera que actien como reguladores moleculares de muchos
procesos esenciales (Rosani et al., 2021). De acuerdo con Ghildiyal y colaboradores (2009), los
sRNAs (< 30 nucleotidos de longitud, nt) comprenden tres clases principales en animales:
microARNs (miRs), ARNs pequenos de interferencia (siRs) y ARNs de interaccion con
proteinas PIWI (piRs). Fundamentalmente, miRs, siRs y piRs son similares en términos de sus
caracteristicas moleculares y funcion efectora de interferencia, con una ligera diferencia en la
biogénesis, modos de accion y ruta reguladora (Tabla 6). Estas tres se originan a partir de una
horquilla de doble hebra de ARN (dsRNA, por sus siglas en inglés) y estan estrechamente
relacionadas a la misma via efectora al Complejo de Silenciamiento Inducido por ARNs (RISC,
por sus siglas en inglés). Mientras que los siRs y piRs guian el silenciamiento postranscripcional
mediante una complementariedad de bases completa, los miRNAs presentan

complementariedad parcial con el ARN mensajero (Tabla 6).

Tabla 6. Diversidad de clases de ARNs pequefios de interferencia reportados en organismos

multicelulares (Farazi, et al., 2008). Los microARNs (miRs) y ARNs pequefios de interferencia (siRs),
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forman parte de la misma maquinaria de control de silenciamiento postranscripcional, mientras que los
RNAs de interaccion con proteinas PIWI (piRs) tienen una participacion activa en linea germinal y

etapas embrionarias tempranas.

miRs siRs piRs
Secuencia primaria Drosha - -
Secuencia Dicer Dicer Dicer
precursora
Efector Argonauta Argonauta PIWI
Complementariedad Parcial Completa Completa
Longitud (nt)' 20-23 20-23 28 -33
Modlﬁcacmr} Monofosfato Monofosfato Monofosfato
extremo 5
Modificacion 2°0H 2°0H 2°-O-metil
extremo 3
Proteger la integridad del genoma
Represion de la traduccion génica / silenciando los elementos
Funcién deadenilacion y degradacion transponibles tanto en la linea
germinal como en las células
somaticas gonadales.

! Longitud en nucleétidos (nt)

2.6 Origen y funcion de miRs

Este tipo de ARNs ha ganado la atencion de la comunidad cientifica, siendo galardonado con
el premio nobel en medicina por su descubrimiento en recientes décadas (Premio Nobel, 2006).
Los miRs se originan en el interior del nticleo a partir de transcritos independientes (i.e. regiones
intergénicas, también conocidos como miRs canoénicos) o como derivados de regiones
intragénicas a partir de intrones o exones (Bartel, 2004; Krol et al., 2010). Inicialmente, los
miRs forman una horquilla de doble hebra primaria de hasta 1 Kilo base de longitud (pri-miR),
que corresponde a una estructura secundaria en forma de tallo y bucle que es madurado por un
complejo proteico de unién a ARN Ilamado microprocesador DROSHA/DGCRS (Figura 19A).
Este paso da lugar a una horquilla de tamafio reducido de 60 a 80 bases de longitud conocida
como precursora (pre-miR). Posteriormente, los pre-miRs son transportados al citoplasma
mediante exportinas para finalizar su biogénesis (Figura 19B). En el citoplasma, estas horquillas
precursoras son maduradas por RNAsas tipo III conocida como DICER dando paso a una de
las distintas isoformas de la proteina de unién a dsSRNA Argonauta (AGO), quien mas tarde
recluta la maquinaria molecular encargada de efectuar el silenciamiento postranscripcional
conocida como complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés).
Mientras que el complejo RISC sirve como efector, una sola hebra de miARN (miR guia) dirige

el silenciamiento postranscripcional mediante su interaccidon parcial con una regién de
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secuencia complementaria (o antisentido) de los ARNm (i.e. union miR:ARNm), en la region
no traducida (UTR, por sus siglas en inglés) , provocando tanto la inhibicion de su traduccion

como la degradacion del mismo (Bartel, 2009; Figura 19C).

Usualmente, la inhibicidon postranscripcional ocurre en la region 3°’UTR, aunque hallazgos
recientes sugieren la eficiencia de miRs para inhibir simultdineamente la traduccion de genes
desde el sitio 5' UTR (Lee et al., 2009). Se ha sugerido que un genoma eucariota puede contener
mas de 1 000 loci de donde se origina algiin miRs, lo que representa entre un 1 a 2 % en
proporcion del nimero de genes que codifican proteinas en un genoma (Landgraf et al., 2006;
Ruby et al., 2007). A su vez, los miRs pueden modular del 30 al 50% de los genes codificantes
de proteinas (Lewis et al., 2005). Se ha especulado que los miRs son altamente conservados
entre especies (Friedman et al., 2009). Desde una perspectiva filogenética los miRNAs son
interesantes debido a su alta conservacion a nivel funcional (Tarver et al., 2013). Debido a que
la expresion espacial y temporal de miRs controla la produccion de diversos sustratos proteicos
que dirigen la respuesta fisioldgica durante la historia de vida y desarrollo animal (He et al.,
2004; Ason et al., 2006), la investigacion funcional de los miRNAs es relevante para
comprender posibles mecanismos de resiliencia postranscripcional al cambio climatico ya que
los miRs pueden presentar patrones de expresion especificos a eventos celulares de estrés

ambiental.
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A) pri-miR (~ 1 kb) Intergénico Intragénico

(fuera del gen) (dentro de un gen)

Drosha "S'T independiente agrupados Intrénico

Tallo T
1

l Transcripcion/
transporte

Plegamiento

B) pre-miR (60 - 80 pb) .
complementario

i Bucle
-t
2 5 —— E—— 3’
? Lecturas
! Brazo escalonadas
H o por fases
miR*
l miR guia (~ 22 nt)
Q) Selecciodn,
direccion y AUGUAAGGGA Eficacia del silenciamiento
miR:miR* regulacion del A ( UA
Duplex ARNm 5' 3' miR (Region semilla)

3" s 5° ARNm (UTR)
Complejo RISC
Candnico No canénico
— N
ARNmM (UTR)

Figura 19. Biogénesis e identificacion de miRs. A) Estos pueden originar de regiones intergénicas a
partir de unidades transcripcionales independientes o como varias unidades transcripcionales a partir de
un solo pri-miR (i.e miRs agrupados). Por otro lado, pueden derivar de regiones intragénicas, a partir de
sitios intrénicos o exoticos. Algunos miRs intragénicos son conocidos por ser parte del control
postranscripcional del gen huésped. B). Maduracion y criterios estructurales para la identificacion de
miRs: se toma como un miR verdadero si todas las lecturas escalonadas o por fase se orientan en un
unico fragmento de 60 - 80 nucleodtidos de longitud y presentan un plegamiento complementario. La
secuencia mas abundante (usualmente 22 nucleétidos (nt) de longitud), correspondera a la secuencia
madura de miR que guia el silenciamiento postranscripcional. C) El silenciamiento génico puede ocurrir

en multiples sitios de la region no traducida (UTR) del ARNm blanco (elaboracion propia).
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2.7 Eficiencia regulatoria de miRs

La especificidad de union miR: ARNm esta determinada en particular por el extremo 5' del miR,
a través del emparejamiento inicial de la llamada region semilla que comprende los nucledtidos
2 a 8 del miR (Bartel, 2009; Figura 19C), que algunas veces puede propagarse a lo largo de la
parte 3' del miR. De acuerdo a la eficacia del silenciamiento se ha propuesto dos clases de union
miR:ARNm, canénica y no canodnica, que estdn determinadas por la “ocupacion” entre el
complejo AGO-miR y un ARNm (McGeary et al., 2019). El emparejamiento de la region
semilla candnica es la forma mas eficiente de lograr una unién de alta afinidad y consiste en
sitios UTR con mas de 6 nucledtidos de coincidencias contiguas a la region semilla. Por el
contrario, la mayoria de sitios no canénicos emparejan bien con la region semilla pero son
imperfectos en los flancos por lo que se reduce la afinidad del emparejamiento a niveles
inferiores de los sitios canodnicos principales (Figura 19C). Ya que las afinidades de unién
miR:ARNm y su correspondiente constante de disociacion (Kp) correlacionan bien con la
represion observada en el contexto celular, un analisis basado en modelos termodinamicos del
emparejamiento RNA-RNA resulta un predictor util del emparejamiento candnico y no
canonico (Kriiger et al., 2006; Vikram et al., 2015). Los miRs, de hecho, han sido categorizados
dentro de “familias”, basado principalmente, en las propiedades de identidad de la region de
semillas. Por ejemplo, los tres miembros de la familia miR-1/206 (miR-1-1, miR-1-2 y miR-
206) son miRs paralogos en ratones y humanos con una misma region semilla (5 GGAAUGU
3’) y funcidén regulatoria del fenotipo muscular (Zhao et al., 2005; Chen et al., 2006). Sin
embargo, el uso del término familia no denota estrictamente ascendencia comtn. Por ejemplo,
miR-32, que no estd relacionado con otros miembros de la familia de semillas miR-
25/32/92/363/367, es sin embargo un miembro adoptado porque ha convergido en la misma
semilla extendida y, por lo tanto, tiene la misma orientacion. Otros miRs, como miR-200a y
miR-200b, que estdn claramente relacionados, tienen una diferencia de un solo nucledtido en
sus regiones de semillas que los ubica en diferentes familias debido a sus preferencias de

orientacion divergentes (Bartel, 2018).

2.8 Papel de los miRs en moluscos

En moluscos, se ha demostrado que los miRs son reguladores cruciales de procesos biologicos
asociados a la formacién del sistema nervioso (Walker et al., 2018), asi como la diferenciacién

gonadal (Wei et al., 2019) y biomineralizacion (Jiao et al., 2014; Zheng et al., 2016; Chen et
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al., 2019; Huang et al., 2019; Zhang et al., 2021; Zhu et al., 2020; Feng et al., 2020). Se sabe
que los miRs pueden conferir precision y uniformidad durante la transicion del desarrollo
temprano de vida larval (Ebert y Philip 2012), incluyendo moluscos bivalvos (Xu et al., 2012)
y gasteropodos (Song et al., 2017). De hecho, Xu y colaboradores (2012) identifican un niveles
de expresion de miRs hasta tres veces mayores durante las etapas de vida temprana de
desarrollo de Crassostrea gigas en comparacion a la expresion de miRs en distintos tejidos de
organismos adultos de la misma especie (Figura 20), lo que sustenta la hipotesis sugerida mas
tarde por Rosani y colaboradores (2016) respecto a que la regulacion postranscripcional
mediada por miRs determina el destino y plasticidad de las células en etapas tempranas del
desarrollo de los moluscos (Rosani et al., 2016). A pesar de los antecedentes antes citados, el

funcionamiento de miRs y otros RNAs pequefios en el género Haliotis sigue sin ser explorado.

Re-absorcion de
energia para el —
asentamiento

Reduce la degradacion de lipidos inhibiendo la
sintesis de carnitine palmitoyitransferase

p

cgi-miR-33-5p «—

Modula la calcificacion inhibiendo la
sintesis de proteinas de la matriz de la

parala concha (SMPs)
metamorfosis /
l Muestras novel-Mir-1
del manto Pma-Mir-2305
II---.l_...

Tc]ldo:

Larva competente

miRs (Millones de lecturas)

Figura 20. Caso de estudio del perfil de miRs durante la historia temprana de vida de un molusco.
El panel inferior indica el origen de las muestras: Etapas de desarrollo (azul turquesa) y muestras de
diferentes tejidos en etapa adulta (rojo). El eje y indica el nimero de lecturas (Millones) de miRs
identificados para el ostion C.gigas. El patron de expresion especifico de algunos miRs refleja su
potencial para regular eventos del desarrollo y funcion celular de manera etapa-especifica, tejido-
especifico y taxon-especifico. Durante las etapas tempranas de vida de muchos lofotrocozoos requiere
de una compleja regulacion de genes debido a los cambios fisiologicos y morfologicos drasticos que
ocurren. En la historia temprana de vida del ostion C.gigas se identifico la presencia especifica de
miRNAs dependientes de las etapas del desarrollo. Adquisicion y reandlisis de datos de Xu F. et al.,

2012.
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Ademas, en moluscos los diferentes tipos de ARNs pequefios han llamado la atencion por su
accion reguladora de genes y otros elementos genéticos a través de este mecanismo conservado
de silenciamiento de genes. Analisis bioinformaticos han permitido identificar el repertorio de
proteinas asociadas a su produccion (Rosani et al., 2016). En diferentes organismos marinos,
los miRs pueden modular varios procesos fisiologicos frente al estrés ambiental, incluyendo la
regulacion de la respuesta inmune (Schulte et al., 2011; Chen et al., 2014; Zhou et al., 2014;
Martin-Goémez et al., 2014; Chen et al., 2015; Burgos-Aceves et al., 2018), estrés térmico
(Vasadia et al., 2019), estrés osmotico (Zhao et al., 2016), anoxia en habitats naturales (Biggar
et al., 2012; Hadj-Moussa et al., 2018), estivacion (Hoyeck et al., 2019), respuesta a
xenobioticos (Bao et al., 2014), hipoxia (Huo et al., 2017), y ambientes modificados por el

cambio climéatico (De falco et al., 2023), incluyendo la acidificacion (Pan et al., 2021).

3. Justificacion

Nuestro entendimiento sobre la sensibilidad de los organismos marinos a la acidificacion
requiere una perspectiva de la fisiologia interna que complementa los hallazgos y reportes del
efecto fisiologico corporal (externo) en respuesta a la AO. Los hallazgos de que la maquinaria
proteica involucrada en la regulacion post transcripcional mediada por SRNAs esta presente en
las fases tempranas del desarrollo larval en moluscos asi como la presencia especifica de miRs
en eventos de la metamorfosis en algunos moluscos sugiere la relevancia de elaborar un estudio
dirigido a la deteccion de miRs durante las etapas tempranas de desarrollo larval del abulon
rojo, con la motivacioén de determinar la respuesta regulatoria en consecuencia a experimentos
de acidificacion. La investigacion funcional de los miRs es relevante para comprender posibles
mecanismos de resiliencia postranscripcional al cambio climatico ya que los miRs pueden
presentar patrones de expresion especificos a eventos celulares de estrés ambiental. Por lo que
esta investigacion podria arrojar un mejor entendimiento sobre la susceptibilidad intrinseca al

cambio climatico de moluscos marinos de interés acuicola en sus etapas de desarrollo larval.

4. Hipotesis
e [os microARNs desempefian un papel activo en la regulacion génica durante las fases
cruciales del desarrollo larvario del abulén rojo.
e [a acidificacion tiene un impacto significativo en los perfiles de expresion de los

microARNSs a lo largo del desarrollo larvario.
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5. Objetivos

5.1 General

Analizar los perfiles de microARNs durante el desarrollo larval en la especie Haliotis rufescens
y evaluar su correlacion con las respuestas morfologicas y fisiologicas (consumo de oxigeno)

de larvas expuestas a condiciones de crecimiento Optimo y de acidificacion.

5.2 Especificos

e Evaluar las tasas de respiracion que refuercen el analisis morfologico y perfiles de
expresion de microARNs bajo condiciones dptimas de crecimiento y acidificacion.

e Identificar los microARNs conocidos en la etapa trocofora (pre-competente) y
competente (véliger tardia) en el abuldn rojo Haliotis rufescens a través de técnicas de
secuenciacion masiva SRNA-seq.

e Identificar microARNSs especificos de la especie (i.e. nuevos) en la etapa trocéfora (pre-
competente) y competente (véliger tardia) en el abulon rojo Haliotis rufescens a través
de técnicas de secuenciacion masiva SRNA-seq.

e Identificar los procesos biologicos y las rutas metabdlicas en la que los microARNs
estan involucrados.

e Determinar los perfiles de microARNSs bajo condiciones de acidificacion.

6. Métodos

6.1 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno (VO:) se midi6 con un Sensor de Placa con Lector (Sensor Dish Reader,
SDR, PreSens) que consta de una placa de 24 camaras con una capacidad de 1700 pl por camara.
Para cada tratamiento de pH (8.0, 7.8 y 7.6) y estadio larval (24, 48, 60 y 110 hpf), se utilizaron
entre 6 y 12 réplicas bioldgicas incubadas simultdneamente y 6 camaras fueron utilizadas como
control para evaluar el consumo de oxigeno de las larvas presentes en el sistema.
Aproximadamente 500 larvas distribuidas en 1 mL se colocaron a cada cdmara con agua del pH
experimental donde los organismos fueron mantenidos durante su desarrollo larval. En las
camaras control s6lo se adiciond agua marina al pH control. La concentracién de oxigeno fue
evaluada durante 1 hora, o hasta que la concentracion inicial de oxigeno se redujera un 20%.
Finalmente, las larvas fueron fijadas en formol al 4% para ser contadas posteriormente. La tasa

de respiracion se calculé mediante la siguiente formula:
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Ao, — Bo, 3)

Vo, = (hi — hy) / ind ’

donde: Ap,y Bop,Es el valor maximo y minimo de oxigeno medido durante la medicion
(umol O, L). El valor (h; — hy) Es el tiempo transcurrido (en horas) donde se detecto el valor
méaximo (4p,) y minimo (By,) de oxigeno medido. Ind es el namero absoluto de larvas
presentes en la camara de respiracion. Las unidades se reportan en pmol O» h™! Ind ~%.

Posteriormente, se realizd la conversion en unidades a picomolar para comparar los
rendimientos reportados en la literatura (Jaeckle, 1989; Moran et al., 2003). Adicionalmente, se
calculd la energia relativa (o equivalente) a cada etapa de desarrollo usando el total del oxigeno
consumido y medido durante todo desarrollo larval calculado para medir la asignacion
energética relativa en cada etapa del desarrollo, usando la siguiente formula:

V0y;

energfa equivalente (%) = ;—1; 4)
voy,

donde VO, corresponde a la tasa de respiracion especifica obtenida en cada etapa de desarrollo

durante las 24, 48, 60 y 110 hpf. Y 2y, equivale a la sumatoria del consumo de oxigeno

consumido desde las 24 hasta las 110 hpf.

6.2 Seleccion de muestras para secuenciacion SRNA-seq

La seleccién de muestras para secuenciacion transcriptomica de ARNs pequenos (SRNA-seq),
incluyeron las siguientes muestras por triplicado: 2 etapas del desarrollo (24 y 110 hpf) del
bioensayo Control (pH 8.0) y el tratamiento de pH bajo (pH 7.6), identificado como limite
critico para el desempeno del abulon rojo, correspondiendo a un total de 12 muestras. Las
muestras fueron seleccionadas en base a los siguientes criterios: 1) Dichas etapas del desarrollo
mayoritariamente presentaron diferencias significativas a lo largo de las evaluaciones
morfologicas y fisiologicas evaluadas, tales como el éxito del desarrollo, crecimiento,
calcificacion y consumo de oxigeno, 2) después de la eclosion (ocurrida aqui a las 24 hpf) se
considera que los mecanismos moleculares de regulacion transcripcional relacionados al
cambio embrionario-larvario estan participando activamente y 3) durante las 110 hpf, se
observo que tanto el crecimiento, la calcificacion y la tasa de respiracion fueron severamente

perturbados debido al reto de acidificacion de pH bajo.
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6.3 Toma de muestra, extraccion de ARN, preparacion y secuenciacion de bibliotecas de

ARNS pequeiios

Un total de 500 a 3000 larvas de abulon rojo fueron gentilmente tamizadas y colocadas en
microtubos para centrifugacion de tapa roscada con 1 mL de agua marina experimental. Los
microtubos se con las larvas fueron centrifugados a 14,000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 20 min. a 4°C. Posteriormente, con la ayuda de una micropipeta se extrajo el agua
marina y se afiadieron 0.5 mL de Tri Reagent (SIGMA). Las larvas suspendidas en Tri Reagent
fueron almacenadas a -20 °C hasta su disposicion. Las muestras se descongelaron en frio y se
afiadieron a cada muestra 100 mg de perlas de zirconia. Para homogeneizar el tejido larval, las
muestras fueron homogeneizadas en un homogenizador de tejidos FastPrep-24™ (MP
Biomedicals, USA) a una velocidad de 4 m/s!' durante 30 segundos durante dos ciclos de
homogenizacion. Las muestras se colocaron en frio durante cada ciclo de homogenizacion para
preservar su integridad. Posteriormente, las muestras fueron centrifugados a 12,000 rpm durante
10 min. a 4°C. Se transfirié el sobrenadante por decantacion hacia nuevos microtubos tipo
Eppendorf de 1.5 ml asegurando no llevarse las perlas de zirconia. Se afiadieron 100 uL de
cloroformo frio (4°C) por cada 0.5 mL de Tri Reagent utilizado y se mezclaron mediante vortex
durante 10 segundos 6 hasta homogeneizar las fases Tri Reagent:cloroformo. Posteriormente,
las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 13,000
rpm durante 15 min. a 4°C. La fase acuosa fue transferida hacia nuevos microtubos con ayuda
de una micropipeta de 100 - 200 uL, cuidando no llevarse la interfase o fase orgénica. Se
adicionaron 250 uL de etanol absoluto frio (4°C) y agitaron 10 veces los tubos por inversion.
Después las muestras fueron incubadas a -40 °C por 24 horas. Las muestras fueron
descongeladas en frio y centrifugadas a 14,000 rpm durante 10 min. a 4°C. Después de este
paso se observo la formacion de una pastilla transparente o blanca al fondo de los microtubos,
correspondiente al ARN total. El sobrenadante se removi6 por decantacion, cuidando de no
remover la pastilla del fondo de los microtubos. Se adicion6 1 mL de etanol al 75% frio (4°C)
para limpiar la pastilla y se centrifug6é a 13,000 rpm durante 10 min. a 4°C. Se removio el
sobrenadante por decantacion y se realizé un segundo lavado. La pastilla se dejo secar hasta
mostrarse transparente. Se afiadieron de 50 a 100 uL de agua estéril libre de Rnasas. Finalmente,
las muestras fueron almacenadas a -40 °C hasta su disposicion. La cantidad e integridad del
ARN extraido fue evaluada con por espectrofotometria (Nanodrop lite, USA) y electroforesis

en gel de agarosa (1.5 %), respectivamente.
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Se utiliz6 una cantidad total de 2 pg de ARN total por muestra para la preparacion de biblioteca
de ARN pequetios. Las bibliotecas de secuenciacion se generaron utilizando el kit NEBNext®
Multiplex Small RNA Library Prep Set para equipos de secuenciacion Illumina (NEB, USA)
siguiendo las recomendaciones del proveedor y se agregaron indice para atribuir secuencias
cddigo a cada muestra. Brevemente, el adaptador 3' SR fue directa y especificamente ligado al
extremo 3' de miRs, siRs y piRs. Después, de la reaccion de ligacion 3', el cebador SR RT se
hibridiza con el exceso del adaptador SR 3' (que permaneci6 libre después de la reaccion de
ligacion 3') y transformo el adaptador 3' de ADN monocatenario en una molécula de ADN
bicatenario (dsDNA, por sus siglas en inglés). Este paso es importante para evitar la formacion
de dimeros de adaptadores, ademas, los dSDNA no son sustratos para la ligadura mediada por
ligasas T4 RNA -1y, por lo tanto, no se ligan al adaptador SR 5' en el paso de ligadura posterior.
Los adaptadores 5' son ligados al extremo 5' de miRs, siRs y piRs. Entonces, la primera cadena
de cDNA se sintetiz6 utilizando Transcriptasa reversa M-MuLV (RNase H—). La amplificacion
por PCR se realiz6 utilizando enzima LongAmp Taq 2X Master Mix, cebadores SR para
[llumina y indice (X). Los productos de PCR se purificaron en un gel de poliacrilamida al 8 %
(100 V, 80 min). Los fragmentos de ADN correspondientes a 140~160 pb (la longitud del ARN
pequefio no codificante mas los adaptadores 3'y 5') se recuperaron y disolvieron en 8 puL de
solucion buffer de elucion. Por tltimo, la calidad de la biblioteca se evalud en el sistema Agilent
Bioanalyzer 2100 utilizando chips de alta sensibilidad de ADN. La secuenciacion se realizd
usando la estrategia de una sola cadena de 50 nucledtidos de longitud (single-end 50, SE50) en
la plataforma Novaseq6000, correspondiente a una profundidad de 20 Millones de lecturas
crudas por muestra (bibliotecas de aqui en adelante). Las bibliotecas fueron pre-procesadas
usando los siguientes criterios para la filtracion de datos: recorte de cebadores de 5' y 3/,
eliminacion de etiquetas de insercion, insercion de gran tamano, lecturas de baja calidad,
etiquetas de polinucleodtidos y etiquetas pequenias. Luego, la puntuacion de calidad base < 5, las

lecturas que contenian N > 10 %, la contaminacién de cebadores y etiquetas de polinucleétidos.

6.4 Evaluacion de la calidad y limpieza de lecturas

La inspeccion de calidad de las lecturas pre-procesadas fue realizada con el conjunto de
herramientas fastqc (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y multiqe
(github.com/ewels/MultiQC). Debido a la complejidad de biotipos presentes en las bibliotecas

que se sintetizan a partir de los métodos de sSRNA-seq, se realizd una inspeccion vy filtrado de
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biotipos que no son importantes para el estudio en cuestion usando la herramienta MiRTrace
(github.com/friedlanderlab/mirtrace). MiRTrace (Kang et al., 2018) realiza un anélisis basado
en homologia para trazar el origen y la presencia de posibles contaminantes de todas las lecturas
contenidas en las bibliotecas de la siguiente manera: Las lecturas SRNA-seq se alinean primero
con las secuencias precursoras de miRs contenidas de la base de datos mirBase v. 21 (Griftiths-
Jones et al., 2013), luego las secuencias de ARNt contenidas en las bases de datos tRNAdb y
mitotRNAdb (Juhling et al., 2009; trnadb.bioinf.uni-leipzig.de), y luego las secuencias
ribosomales seleccionadas de las bases de datos de NCBI, SILVA (Quast et al., 2013) y
Ensemble, sin permitir algin desajuste durante el alineamiento de secuencias (i.e. cero
mismatch). Si no encuentra algiin alineamiento, miRTrace rehara el mapeo con solamente una
discrepancia permitida (i.e. un solo mismatch). Las lecturas se anotan segun el tipo de ARN
(i.e. biotipo) con el que se alineen primero. Las lecturas restantes sin mapear en alguna de las
bases de datos antes mencionada, se alinean con una lista de “secuencias de artefactos” de los
documentos de adaptadores [llumina, lo que requiere al menos una extension de homologia de
18 nucleotidos. Finalmente, las lecturas que no se asignan a ninguna de las anteriores bases de
datos se marcan como “desconocidas” (Kang et al., 2018). Después de la limpieza de ARN,
ARNTr y artefactos, las lecturas restantes fueron usadas en los pasos subsecuentes. El codigo de
programacion usado para reproducir esta etapa de la tesis puede ser obtenido del paso 1 en el

anexo 1 de esta tesis y en la siguiente fuente: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-

analysis/wiki/MicroRNA -analysis.

6.5 Curacion y procesamiento de bases de datos

6.5.1 Genoma de referencia
El genoma del abuldon rojo usado corresponde al presentado por Griffiths y colaboradores

(2022). Este fue generado mediante tecnologia HiFi long-reads (Pacific Biosciences, CA) y
Omni-C (Dovetail Genomics, CA), ensamblado a través de los protocolos de ensamble del
proyecto de gendémica de conservacion de California (CCGP; Griffiths et al., 2022) y publicado
en el Centro Nacional para la Informacion biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) bajo
el bioproyecto PRINA777175. La version del genoma nuclear y mitocondrial usados
corresponden al codigo de ensamble GCA 023055435.1 (615 andamios, 1.3 Gigabases) y
JALGQAO010000616.1 (1 andamio, 17 141 bases), respectivamente. Tanto el genoma nuclear
(desenmascarado) como mitocondrial se concatenaron en un solo archivo tipo fasta. Lo anterior

para permitir, durante los pasos subsecuentes, la anotacion y descubrimiento de pequefios loci

57



que producen ARNs pequefios tanto del genoma nuclear como mitocondrial. Usando la
herramienta seqkit (Shen et al., 2016) se eliminaron descripciones adicionales de los
identificadores Unicos de cada uno de los andamios; este paso fue requisito para suprimir errores
técnicos durante los pasos bioinformaticos subsecuentes. Las anotaciones genéticas de regiones
codificantes de proteina y clases no codificantes de todos los andamios del genoma nuclear, asi
como sus coordenadas fueron obtenidas en su formato de anotacion general (GTF, por su siglas
en inglés) a través de la plataforma de datos gendmicos Ensembl
(https://metazoa.ensembl.org/info/data/ftp/). El codigo de programacion usado para reproducir
esta etapa de la tesis puede ser obtenido del paso 2 en el anexo 1 de esta tesis y la siguiente

fuente: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-analysis/wiki/MicroRNA -analysis.

6.5.2 Analisis de los loci que codifican ARNs pequeiios

Se construyo un catdlogo de anotaciéon gendmica no redundante asignando anotaciones
absolutas sobre el origen de los SRNAs (He et al., 2023). A partir del catalogo de genes GTF
congelado, las anotaciones gendémicas son categorizadas usando el sobrelape jerarquico de
coordenadas con multiples anotaciones usando la siguiente seleccion de anotaciones
preferencial: Elementos repetidos (ER) > UTR > Exon > CDS > ARNt >ARNr > IncARN >
snoARN > srpARN > snARN > Intergénico > Intragénicos. Mientras que los ARNs pequefios
que mapean en regiones con anotacion protein_coding, misc RNA, pseudogene, mRNA y gene
fueron reasignados a la categoria Intragénicos, los ARNs pequefios que mapean en regiones sin
anotacion fueron anotados como intergénicos (Graham et al., 2019). A partir del paquete
GenomicRanges en R (Lawrence et al., 2013) se programd una funcion que permite reducir las
anotaciones superpuestas dentro del genoma (i.e. caracteristicas intra-rango). El codigo de
programacion usado para reproducir esta etapa de la tesis puede ser obtenido del paso 3 en el

anexo 1 de esta tesis y la siguiente fuente: https:/github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-

analysis/wiki/MicroRNA -analysis.

6.5.3 miRs conocidos de referencia

Para la identificacion de miRs conocidos se implemento la base de datos MirGeneDB (Fromm
et al., 2015). A la fecha, esta base incluye més de 16,000 registros, correspondiendo a 1,500
familias de miRs a partir de 75 especies de distintos metazoarios (Fromm et al., 2022). A

diferencia de otras fuentes usadas, MirGeneDB contiene unicamente registros que han sido
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anotados y validados experimentalmente, lo que permite una descripcidon robusta en el
descubrimiento de miRs. Posteriormente, se implemento la base mirBase v. 22, como fuente de
informacion adicional para identificar otros miRs conocidos a partir de anotacidon bona fide en
shortstacks. Adicionalmente, se implementd una base de referencia que contiene la prediccion
de miRs con identidad en miRbase, usando criterios estructurales a partir de genomas de 35
especies de moluscos (Huang et al., 2021). Un total de 2,557 secuencias unicas de miRs
maduras fueron recuperadas del material suplementario para su implementacion en la biisqueda
de miRs conocidos derivados de moluscos. La identificacion con estas bases de datos se
considerd como verdadera si una isla anotada como miR tiene igual o mas de 18 nucle6tidos de
identidad exacta con algun registro de la base de mirBase o base de datos de miRs en otros
moluscos. El codigo de programacion usado para reproducir esta etapa de la tesis puede ser
obtenido del paso 2 y 4 en el anexo 1 de esta tesis y la siguiente fuente:

https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-analysis/wiki/MicroRNA -analysis.

6.5.4 Anotaciones de elementos repetidos en el genoma del abulon rojo

El término de elementos repetidos (ER) designa diferentes estructuras de nucleoétidos, desde
varias secuencias de baja complejidad hasta estructuras altamente complejas como los
elementos transponibles. La anotacion de esta caracteristica gendmica es importante ya que se
sabe que varios ARNs pequefios de interferencia, incluyendo miRs, piRs y siRs pueden derivar
o regular regiones ricas en ERs (Aravin et al., 2001; Matzke et al., 2014; Holoch et al., 2015).
El alto contenido de elementos repetidos que se observa a lo largo de genomas de otros
moluscos (Gomes-dos-Santos et al., 2020) sugiere que la anotacién de ERs es importante para
el abuldn rojo. Para identificar elementos repetidos dentro el genoma del abulén rojo se uso la
herramienta RepeatMasker 4.1.4 (www.repeatmasker.org) para realizar una prediccion basada
en homologia de secuencias y perfiles derivados de modelos ocultos de Markov (Smit et al.,
2013). Lo anterior involucro el uso de la base de datos con elementos repetidos conocidos Dfam
3.7 (Storer et al., 2021). Después de realizar la instalacion del programa RepeatMasker, se
evalu6 regiones del genoma nuclear y mitocondrial (616 andamios) que presentan elementos
repetidos. La herramienta en cuestion se utilizé configurando manualmente para permitir la
anotacion de ERs presentes en Dfam. El c6digo de programacion usado para reproducir esta
etapa de la tesis puede ser obtenido del paso 2 y 4 en el anexo 1 de esta tesis y la siguiente

fuente: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-analysis/wiki/MicroRNA -analysis.
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6.6 Ensemble, anotacion y cuantificacion de ARNs pequeiios

La herramienta ShortStacks v. 4.0 (Axtell 2013) fue descargada e instalada manualmente de la
siguiente fuente github.com/MikeAxtell/ShortStack. Con base en los patrones de alineacion de
ARN pequeiio, shortstacks proporciona descripciones detalladas de las poblaciones de ARN
pequefio como potenciales candidatos de ARNs pequenos de funcidn regulatoria (islas de aqui
en adelante). A partir de secuencias conocidas de miRs (obtenidos de la base de datos
MirgeneDB) que se mapean con el genoma del abuldn rojo, se realiza la busqueda de loci que
cumplan con los requisitos basados en la expresion y estructura secundaria para la identificacion
de locus de miRs (“--known miRNAs”). Para realizar un analisis més completo de todo el
genoma, se implementd una busqueda de novo (“--dn_mirna”) para no limitar el analisis de
miRs a los loci identificados tnicamente a partir de las secuencias conocidas de miRs. Las islas
de ARN pequefios encontrados inicialmente se fusionan si la distancia nucleotidica entre ellos
es menor o igual que el valor del pardmetro “pad”. Se us6 “--pad 1” para recuperar formacion
minima de islas (Shahid et al., 2013; Bermtudez-Barrientos et al., 2020). La cobertura de mapeo
para definir las islas durante la bisqueda de novo fue de 0.8 (“--mincov 0.8”), que corresponde
a la profundidad minima de alineamiento, en unidades de lecturas por millon, necesarias para
nuclear un grupo de ARNs pequenos durante la busqueda de grupos de novo. Debido a que
algunos ARNs pequefios de importancia regulatoria difieren en tamafio del intervalo
predeterminado de 20 a 24 nucleétidos (Shahid et al., 2013), el parametro dicermax fue ajustado
a “--dicermax 30 para mejorar la deteccion bona fide de piRs (Axtell 2013). E1 modo en que
se manejaron los mapeos multiples fue “--mmap u”. El codigo de programacion usado para
reproducir esta etapa de la tesis puede ser obtenido del paso 5 en el anexo de esta tesis y la

siguiente fuente: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeq-data-analysis/wiki/MicroRNA -

analysis.

6.7 Prediccion de la funcion regulatoria de miRs

A partir del catadlogo de anotaciones GTF y el genoma curado del abuldn rojo se extrajo las
secuencias correspondientes a las regiones no traducidas (UTR). El conjunto de regiones UTR
usadas para la prediccion de blancos correspondié a 54 432 regiones UTR tnicas del extremo
3’. Este procedimiento se realiz6 usando la funcion subseq del programa seqkit. Debido a la
existencia de duplicados en el genoma del abuldn, se realizo la de-replicacion de las secuencias

UTR con la funciéon rmdup del programa segkit en Linux. Después del ensamble de ARNs
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pequenos (Figura 21), las lecturas Gnicas mas abundantes anotadas como miR verdaderos
fueron utilizadas para evaluar cualquier funcion regulatoria. La herramienta RNAhybrid
(Kriiger et al., 2006) y TargetScan (Vikram et al., 2015) fueron usadas en paralelo para predecir
la union miR:ARNm (UTR). Para el algoritmo de RNAhybrid, la energia minima libre
(kcal/mol) de unién (duplex), calculada al menos para la posicion 2 a la 8 entre el duplex
miR:ARNm, y valores p (pval), derivados de la estimacion de parametros de distribucion de
valores extremos a partir de datos conocidos (3utr_human), fueron usados para estimar las
interacciones miR:ARNm. Por otro lado, los pardmetros por defecto fueron usados para el
algoritmo de TargetScan. Ya que combinar resultados de distintas herramientas predictoras
enriquece el desempefio de esta etapa del andlisis (Oliveira et al., 2017), los resultados
interceptados entre ambas herramientas fueron considerados como blancos validos. Finalmente,
la ontologia génica (GO) de los genes blanco fue obtenida mediante Trinonate (Bryant et al.,
2017), y usada como informacién para describir los procesos bioldgicos que son regulados por
la via de miRs. Un analisis de enriquecimiento ontoldgico y reduccion de términos ontologicos
se realizo6 con la herramienta topGO (Alexa y Rahnenfuhrer, 2023) y rrvgo (Sayols, 2023),
respectivamente. El codigo de programacion usado para reproducir esta etapa de la tesis puede
ser obtenido del paso 6 en el anexo 1 de esta tesis y la siguiente fuente:

https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-analysis/wiki/MicroRNA -analysis.

6.8 Analisis de expresion diferencial y co-expresion de ARNs pequeiios

Para esta etapa del analisis se implemento el programa estadistico DESEQ2 (Love et al., 2014)
dentro del lenguaje de programacion R. Para comparar visualmente la expresion diferencial de
miRs, los valores de expresion fueron estandarizados mediante el calculo del valor z y la

siguiente formula:

valorz = (x — p) / ds; &)

donde x es el valor de expresion de los miRs en cada muestra menos su valor promedio y,
dividido entre su desviacion estandar (ds). En adicion, se elabord un analisis de co-expresion
ponderado (Langfelder y Horvath, 2008) basado en la matriz de conteos de miRs para
identificar, no solamente miRs expresados diferencialmente, sino para evaluar posibles vias de
co-expresion de miRs (Modulos de aqui en adelante) en respuesta al desarrollo larval o estrés

por acidificacion. El codigo de programacion usado para reproducir esta etapa de la tesis puede
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ser obtenido del paso 7 en el anexo 1 de esta tesis y la siguiente fuente:

https://github.com/RJEGR/Small-RNASeqg-data-analysis/wiki/MicroRNA -analysis.
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Figura 21. Diagrama de flujo del analisis bioinformatico realizado para el ensamble, anotacion y

cuantificacion de ARNs pequeiios, incluyendo microARNs.
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7. Resultados

7.2 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue medido durante las 4 etapas del desarrollo veligero, en condiciones
de agua marina a pH 8.0, 7.8 y 7.6 (n = 6, Tabla 7). En cualquiera de las condiciones, la tasa
metabolica varié de manera significativa dependiendo la etapa de desarrollo larval del abulon

rojo (ANOVA, p = 2.157*° n=79). Pero también en relacién con el reto de acidificacién en

comparacion a los valores de pH optimo (prueba Tukey, Tabla 7).

Tabla 7. Tasas de respiracion promedio = DS (pmol O, h™! Ind ~!). Se muestran los puntos de corte

ajustables de P: <0.001 (**%*), <0.01 (**), <0.05 (*) y >0.05 (ns).

pH 8.0 pH7.8 pH7.6
| 24 hpf 51.19+10.21 38.87 £1.94 73.3 £15.62 (**)
48 hpf 21.25+13.27 46.48 + 2.8 (***) 33.25+13.39
60 hpf 2.84+7.25 4.38 +8.57 8.19 +19.74
110 hpf 19.27 £2.38 25.15 +2.69 30.11 £ 4.48
Total' 94.55 114.88 (*) 144.85 (***)

!Cantidad total de oxigeno consumido durante los dias de desarrollo larval evaluados.

Aqui, la utilizacion de energia equivalente al oxigeno consumido a las 24, 48, 60 y 110 hpf en
condiciones de pH 8.0, resultd en una asignacion energética del 54, 23, 4 y 20% respecto a la
cantidad total de oxigeno consumido durante la maduracion veligera (Figura 22A). La
asignacion energética resulto similar entre el tratamiento de pH 7.8 y 7.6 (Figura 22B, C), sin
embargo, la suma de energia equivalente a la cantidad total de oxigeno consumido durante toda
la maduracion veligera resulto en tasas metabdlicas aumentadas en respuesta a la acidificacion

de 94.5, 114.8 y 144.85 pmol O h™ Ind ~* para larvas cultivadas a pH 8.0, 7.8 y 7.6,

respectivamente.
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Figura 22. Asignacion de energia durante el desarrollo temprano de vida del abulén rojo H.

rufescens. Utilizacion de energia equivalente respecto a la cantidad total de oxigeno consumido

Aunque el aumento antes mencionado no difirié6 (ANOVA, p = 0.241, n = 80), el consumo de
oxigeno de larvas a las 24 y 110 hpf fue significativamente elevado bajo condiciones de pH 7.6
(ANOVA, P = 3.617", n = 23). El incremento en la tasa metabolica en respuesta a la
acidificacion fue persistente en larvas a pH 7.6, aunque no significativo, a lo largo del desarrollo
larval a las 48 y 60 hpf (Figura 23A). Durante las 24 y 110 hpf la tasa metabolica promedio de
larvas cultivadas a pH 7.6 super¢ al de larvas cultivadas a pH 8.0 (¢ test, p adj < 0.01, Tabla 7).
Este aumento en la tasa metabolica fue de 43 % en promedio para larvas a las 24 hpf'y 64% en
promedio para larvas a las 110 hpf (Figura 23B-C). Durante las 24 hpf la tasa metabolica
(promedio + DS) de larvas cultivadas a pH 8.0y 7.6 fue de 51.19 £ 10.21 y 73.3 + 15.62
pmol 0> h™* Ind ™!, respectivamente (Figura 23B). Mientras que a las 110 hpf, la tasa

metabolica fue 19.27 +2.38 y 30.11 + 4.48 pmol O, h™* Ind ~* (Figura 23C).
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Figura 23. Tasas de respiracion durante el desarrollo larval del abulén rojo H. rufescens. A)
Durante el desarrollo larval de H. rufescens, criadas en pH 8.0 (Linea continua azul) y pH 7.6 (Linea
continua roja). Las 24 y 110 horas después de la fertilizacion (hpf) contribuyeron significativamente al

aumento en las tasas metabolicas observadas.

7.3 Extraccion de ARN y secuenciacion de bibliotecas de ARNs pequeiios

A partir de 500 a 3000 larvas por muestra (n = 12), se obtuvo una cantidad de ARN total de 3.7
+ 0.7 pg (promedio £ DS) y calidad 260/280 de 1.9 + 0.1 (Tabla 8). Las muestras fueron
enviadas a Novogene (USA, California) para el servicio de preparacion de bibliotecas y
secuenciacion. Un total de 299, 029, 713 lecturas crudas (SE50) fueron obtenidas a través de la
plataforma de secuenciacion Novaseq6000, de las cuales 254,600,170 (85%) lecturas superd
los estandares de calidad de Novogene (21,216,681 + 6,569,269 lecturas de calidad por
muestra). Posteriormente, se realizé un filtrado de calidad adicional que incluye la retencion de
lecturas con las siguiente caracteristicas: Calidad Phred promedio > 30, Nucledtidos de
Longitud (nts) > 18, seleccion de lecturas con homologia en alguna de las bases de datos de
miRs, y lecturas desconocidas. Las lecturas de calidad anotadas como desconocidas y miRs
sumaron un 100,539,743 lecturas de calidad (40%) y fueron usadas como informacién

coherente para los subsecuentes analisis bioinformaticos (Figura 21).
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Tabla 8. Extraccion de ARN y resultados de secuenciacion. (Requerimientos: ARN total > 2 ug;

Volumen de la muestra > 20 pL; Concentracion > 50 ng/uL).

ARN Con
o U2 R et Lt g Y Moo

(ng) y desc.
24 7.6 1189 1.8 4.76 19,716,690 18,675,128 7,219,091 2,562,947 4,336,208 144
24 7.6 101.3 1.83 4.05 24,324,391 21,462,911 1,055,749 333,827 652,593 133
24 76 1062 188 425 30,669,685 26,696497 5,292,071 2,149,578 2,905,025 141
24 80 946 178 378 26662197 25.867,495 17,875,754 6,747,736 10,065266 140
24 80 537 171 215 29,644,533 29,085397 26,321,560 9485520 15211,630 144
24 80 939 183 376 31927138 30,574969 20,284,616 7,963,629 11,167,414 144
110 7.6 764 2.09 3.06 19,189,136 16,637,068 5,162,778 2913,286 1,832,797 134
110 7.6 82.2 20 3.29 19,796,441 17,159,495 7,499,062 4,181,734 2,368,818 136
110 7.6 983 198 3.93 20,900,136 15,163,815 4,706,048 2,506,256 1,696,652 135
110 8.0 100.8 2.11 4.03 19,495,193 14,132,550 2,027,365 1,197,284 641,467 133
110 8.0 101.3 2.1 4.05 21,425,865 11,284,703 168,063 60,891 74,280 100
110 8.0 95 2.12  3.80 35,278,308 27,860,142 2,927,586 1,553,205 1,131,719 136

7.4 Composicion de las lecturas sSRNA-seq

La composicion de lecturas de calidad entre los 21 a 24 nucle6tidos de longitud (nts) presentes

en todas las muestras resultd en una alta frecuencia de miRs conocidos (Figura 24A). La

longitud de nucledtidos (nts) es un criterio Util para aproximar a priori la funcion bioldgica de

ARNSs pequefios, incluyendo miRs (Axtell, 2013). Los resultados observados son consistentes

con el tamafio de fragmentos esperados de miRs en otros metazoarios, incluyendo moluscos

(Rosani et al., 2021).

Ademas, las lecturas de calidad anotadas a miRs resultaron “libres de contaminacion cruzada”

ya que el origen de los miRs conocidos identificados a través de MirTrace (> 99%) pertenecen

al clado especifico lofotrocozoos (lophotrochozoa, sensu stricto), en el cual esta conformado

por moluscos espirales (i.e. que presenta segmentacion espiral del huevo), que se originan a

partir de larvas trocoforas, tal como el abulén rojo (Figura 25A-D).
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Figura 24. Distribucion de lecturas de calidad obtenidas de la secuenciacion de ARNs
pequeiios. (A) Composicion global de biotipos para cada tamafio de lecturas. La frecuencia de

lecturas por grupo de muestras es observado (B-E).
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Figura 25. Identidad de las lecturas anotadas a algiin miR en las bibliotecas de secuenciacion (A-

Q).

Por otro lado, se identific6 una alta frecuencia de lecturas desconocidas en tamanos de longitud
entre 26 a 30 nts, mayormente en muestras a las 24 hpf (> 5 M lecturas), en ambos bioensayos,
pH 8.0 (Figura 24B) y pH 7.6 (Figura 24C). Los fragmentos identificados como ARNr, ARNt
y artefactos se encontraron presentes con una mayor frecuencia en intervalos de 18 a21 y 31 a
42 nts, pero representando globalmente un 4% (10,762,425 lecturas) de las lecturas totales
(Figura 24A). Es importante notar que los ARN pequefios derivados de la fragmentacion de
ARN abundantes, tales como ARNr y ARNt, a menudo tienen una distribucion de tamafio mas
dispersa (Axtell, 2013), especialmente dentro de la distribucidon de tamafios muy pequeiios, que
excede el rango de tamafio normalmente asociado con aquellos ARNs pequefios que derivan en
componentes funcionales en alguna ruta de regulacion génica. De hecho, las lecturas inferiores
a 18 nts representaron residuos derivados de ARNt, ARNr y artefactos de secuenciacion por lo

que las lecturas iguales e inferiores a este tamafio quedaron descartadas.

7.5 Origen de los mapeos

Un total de 6,799,981 (7%) lecturas de calidad no presentaron mapeo (ningin hit) con el
genoma del abulén rojo. Por otro lado, 41,655,893 lecturas de calidad (41%) presentaron
mapeos Unicos en el genoma, mientras que 52,083,869 (52%) presentaron mapeos cruzados

(i.e. maultiples) a lo largo del genoma (Tabla 8). Esto ultimo se atribuye a que los ARNs
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pequefios tienen la tendencia de originarse a partir de multiples loci pardlogos en muchos
genomas (Cuperus et al., 2011; Matzke et al., 2014). Debido a su corta longitud (50 nt), el
mapeo cruzado que se presenta a partir de lecturas SRNA-seq debe realizarse estratégicamente
(Johnson et al. 2016). Sin embargo, los mapeos Unicos incrementaron generalmente en lecturas
de entre 21 a 24 nts, mientras que la proporcidon de los mapeos multiples incrementaron en

lecturas inferiores a 21 o superiores a 24 nts (Figura 26).

'
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Multiple

. Sin mapeo

% Lecturas
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Figura 26. Origen de los mapeos a lo largo del genoma del abulén rojo. Fraccion de lecturas por
categoria del tipo de mapeo (paleta de colores). Los mapeos Uinicos incrementan entre lecturas de 21 a

24 nucleoétidos de longitud (eje x).

7.6 Ensamble, anotacion y cuantificacion de miRs

Se identifico un total de 66,226 grupos diferentes de ARNs pequefios ensamblados en el
genoma del abulén rojo. A lo largo de 30 andamios del genoma nuclear del abulon rojo, un total
de 147 grupos (22,029,273 lecturas de calidad) pasaron los criterios estructurales, cobertura,

prevalencia y longitud y fueron clasificados como loci de miRs, resultado en la clasificacion

bona fide de miRs (Figura 27).
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Figura 27. Sitios en el genoma del abulén rojo (eje y) que fueron fuente de miRs intergénicos
intragénicos. El tamafio de los andamios del genoma se presenta en el eje x. El origen de los miRs

aparece por su categoria: Intergénico, intragénico u otro ARN no codificante.

De este grupo, 68 resultaron ser de identidad nucleotidica en MirgeneDB, correspondiendo a
miRs conservados en otros grupos de metazoarios, tales como Bilaterales (41), Protosomados
(14), Lofotrocozoos (5), Eumetazoos (3), Moluscos (4) y platitrocozoos (1). Mientras que el
subconjunto restante (79) resultaron en loci gendmicos que pasaron los criterios antes
mencionados, excepto la homologia con relacion a la base de datos MirgeneDB. A partir de
este subconjunto de miRs, el segundo analisis identifico la identidad nucleotidica (> 85%
identidad) de miRs con la base de datos Mirbase. Estos corresponden a 7 miRs conservados a
lo largo de 32 especies distintas de moluscos Gasterépodos y Bivalvos, asi como Equinodermos
(Tabla 9; Wheeler et al., 2009; Peterson et al., 2013; Fromm et al., 2015; Huang et al., 2021).
El conjunto restante de miRs (72) no presentaron identidad con alguna de las bases de datos
usadas, y sugieren ser especificos de la especie o transitorios durante el desarrollo larval de H.
rufescens ya que se originaron a partir del genoma del abuldon rojo. Todos los miRs identificados

presentaron una distribucion de tamafio de entre 21 a 24 nts. Una de las caracteristicas en cis
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identificadas a lo largo de los miRs fue la inclinacion del primer nucleétido en el extremo 5'
por iniciar con uracilo (Figura 28A), en contraste con otros ARNs no codificantes identificados
en las bibliotecas de secuenciacion, de las cuales no se identifica un sesgo similar en el primer

nucleotido en el extremo 5' (Figura 28C, D).
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Figura 28. Preferencia del primer nucleétido en el extremo 5' de las lecturas de calidad obtenidas
de la secuenciacion de ARNs pequeiios. Lecturas con mayor distribucion entre los 18 a 24 nucledtidos
de longitud con identidad a miRs, presentan un sesgo a inicia con el nucledtido uracilo (A), a diferencia

del resto de los otros biotipos tales como desconocidos, ARNr, ARNt y artefactos(C-E).

7.7 Anotaciones de elementos repetidos en el genoma del abuldon rojo

Un total de 40,803,422 bases del genoma (3.06%) fueron enmascaradas como posibles
elementos repetidos correspondientes a las siguientes superfamilias: elementos nucleares largos
(8623, 0.24%) y cortos (2,030, 0.01%), repeticion terminal larga (5,765, 0.17%), elementos
DNA (5,234, 0.14%), repeticiones intercaladas (0.58%), satélites (3,336, 0.07%), repeticiones
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simples (407,504, 1.85%), de baja complejidad (23,844, 0.11%) y otros ARNs pequefios
(93659, 0.44%). Un total de 123,905 y 2,472 lecturas de calidad figuraron como posible fuente
de siRs (22 clusters) y piRs (2 clusters), respectivamente, derivaron de elementos repetidos
dentro del genoma del abulon rojo (Tabla 9). Ninguna anotacion relacionada a elementos
repetidos estuvo asociada con las coordenadas genomicas en las que se identificaron fuentes de

miRs.

Tabla 9. Sitios en el genoma del abulén rojo que codifican microARNs y otros ARNs pequeiios

durante el desarrollo de vida temprana. Numero de lecturas, y clusters en paréntesis.

miRs' miRs bonafide piR siR

Intergénico 10,834,463 (30) 304,893 (51) 46,987 (33) 14,286,189 (1,822)
Intragénico 7,900,611 (39) 890,583(20) 379,240 (265) 1,536,455 (282)

Otros ncRNAs 2,092,587 (6) 6,136 (1) 184,370 (68) 44,987 (6)
Elementos 0 0 2,472 (2) 123,905 (22)
repetidos

'miRs con homologia en mirgenDB o Mirbase

7.8 Analisis de los loci que codifican miRs

Un 55 % de los grupos anotados como miRs (81 miRs) se localizaron dentro de regiones
intergénicas (i.e. Derivaron de transcritos independientes) sugiriendo la presencia de miRs
canonicos en el abuldn rojo. Estos resultados son coherentes con otros estudios, en los que se
ha demostrado que, aproximadamente, la mitad de los miRs se encuentran dentro de regiones
intergénicas en una variedad de especies, desde Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Homo sapiens y Mus musculus (Hinske et al., 2010). Por otro lado, el 40 % de
miRs derivaron de regiones intragenicas, incluyendo intrones (53 miRs) y exones (6 miRs).
Estos miRs no candnicos (también conocidos como mirtrones) son considerados una fuente
alternativa de regulacién postranscripcional que se originan desde regiones no traducidas y
marcos de lectura abierto de genes codificantes e incluyen un procesamiento independiente de
DROSHA y DICER. La via intragenica se fusiona con la via candnica de miRs durante la
exportacion de horquilla y procesamiento en el citoplasma mediante enzimas DICER (Okamura
et al., 2007; Berezikov et al., 2010; Castellano et al., 2013). Un 4% de los miRs (6 conocidos y
uno bona fide) codificaron a partir regiones del genoma del abulon rojo anotadas como no

codificantes asociadas a ARNSs largos (IncARNs, Tabla 9). Finalmente, se observo que aquellos
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miRs en los que sus niveles de expresion fueron elevados en respuesta a la acidificacion eran
en su mayoria codificados a partir de regiones intragénicas (15 miRs), sugiriendo que la fuente
intragénico representa una via necesaria en respuesta al estrés de la acidificacion. De manera
contraria, aquellos miRs que su expresion no cambi6 durante el desarrollo larval, a pesar del
efecto de la acidificacion, fueron mayormente codificados a partir de regiones intergénicas
(Tabla 10), indicando que la regulacién génica mediada por miRs durante el desarrollo larval

depende de una fuente conservada de miRs.

Tabla 10. Loci del genoma del abulén rojo que codifican miRs en respuesta a la acidificacion o

temporales del desarrollo de vida temprana. Numero de lecturas, y clsteres en paréntesis.

Acidificacion Desarrollo Larval
Intergénico | 2,582,433 (9, 36%) | 8,292,092 (59, 59%)
Intragénico 237,317 (15, 60%) 1,114,239 (36, 36%)
Otros ncARNs 24,654 (1, 4%) 103,490 (5, 5%)

7.9 Prediccion de la funcion regulatoria de miRs

Un conjunto de 5,674 y 866 regiones UTR unicas del extremo 3’, resultaron predicciones
vélidas a partir de las herramientas RNAhybrid y TargetScan, respectivamente. La interseccion
entre los resultados RNAhybrid y TargetScan resultaron en 1,822 predicciones a lo largo de
130 genes candidatos, que fueron usadas para describir la funciéon regulatoria de miRs. El
58.75% de los genes predichos como blanco presentaron informacion asociada a su funcion

bioldgica con la base de datos de ontologia génica (GO, por sus siglas en inglés).

7.10 Analisis de expresion diferencial de miRs

El perfil de expresion de miRs fue diferente entre las 24 y 110 hpf. La expresién permanecid
diferenciada en comparacion al reto de acidificacion (Figura 29). Lo que demuestra que el

procesamiento bioinformatico fue técnicamente confiable y adecuado para el analisis de miRs.
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Figura 29. Perfil de expresion de miRs entre grupo de muestras. Agrupamiento jerarquico usando
método Euclidiano y completo para calcular la distancia y agrupamiento, respectivamente, a partir de
los valores de coeficiente Pearson para la matriz de expresion de miRs, muestra que la mayoria de las

muestras se relacionan al disefio experimental.

Al evaluar de manera individual el desarrollo larval entre los tratamientos de pH, se identifico
una disminucion en la expresion de miRs en larvas cultivadas en condiciones de acidificacion
no observadas en condiciones de pH normales a las 24 hpf (Figura 30A-B). Esto corresponde a

la expresion significativamente aumentada mas de una vez de 64 y 47 miRs en condiciones de
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pH 8.0 y pH 7.6, respectivamente (Figura 30C). De los cuales, 46 miRs permanecieron en
ambas condiciones de pH, 18 miRs fueron exclusivos a la condicion de pH 8.0, y un solo miR
debido al reto de acidificacion en el pH 7.6. Durante la transicion de vida pelagica-bentdnica a
las 110 hpf, los niveles de expresion de miRs fueron superiores en condiciones de pH 7.6. Esto
corresponde a 47 miRs y 38 miRs en condiciones de pH 7.6 y pH 8.0, respectivamente. De los

cuales 9 miRs fueron exclusivos de la condicion de pH 7.6 (Figura 30C).

p - value ~ and ~ log[2] ~ FC p-value @ Log[2] ~ FC 24 hpf 110 hpf
A) pH 8.0 B) pH 7.6 Q)
250- 11 e £ 50- 46
11 11
=) 200 - i )i ‘E 40- 38
S 150~ 24 hpf || 110 hpf 24 hpf |, 110 hpf 8 30-
— L]
@ 100- 8 i ©  20- 18
— ® o
P 11 °® 11 E 9
| 50 - % ) ol ! ° S 10 -
®
o-——wc" ————— °- -—ﬂ“& ——————— < 0- I
10 0 10 20 30 -10 0 10 20 30 pH 8.0 P I
pH 7.6 o

Log, Fold Change

Figura 30. Contrastes de expresion diferencial para los miRs expresados en larvas de H. rufescens
criadas en pH 8.0 (A) y pH 7.6 (B). C) Representacion del nimero de miRs agrupados o exclusivos en

respuesta al reto de acidificacion y desarrollo larval durante las 24 y 110 hpf.

7.10.1 miRs sobre-expresados regulan procesos especificos en las 24 y 110 hpf
Durante las 24 hpf, varios miRs sobre-expresados diferencialmente sin distincion del reto de

pH (Figura 30C) mostraron regular negativamente procesos biologicos relacionados a la
oligomerizacion de proteinas, movimiento basado en microtibulos, transmision sinaptica
quimica, respuesta al estrés oxidativo, citocinesis mitética, regulacion de la organizacion del
citoesqueleto de actina, percepcion sensorial, respuesta celular a cGMP y remodelacion de
vasos sanguineos (Figura 30A). Durante las 110 hpf, varios miRs sobre-expresados
diferencialmente sin distincion del reto de pH (Figura 30C) mostraron regular negativamente
procesos biologicos relacionados al ensamble de cilio, ciclo celular, regulacion de la expresion
génica, procesos del metabolismo de xenobioticos, ciclo del acido tricarboxilico, transporte de
aminoacidos y protones, regulacion positiva de la cascada de senalizacion MAPK,
translocacion de fosfolipidos, crecimiento multicelular, respuesta celular a la radiacion

ionizante, regulacion positiva de la produccion de citocinas, regulacion negativa de la adhesion
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célula-sustrato, respuesta al estrés de la hipertrofia del musculo cardiaco y activacion de

astrocitos implicada en la respuesta inmune (Figura 31B).

Por otro lado, se observaron algunos procesos bioldgicos compartidos entre las 24 y 110 hpf, a
pesar de la expresion diferencial de miRs, de los cuales se destacan la regulacion negativa de la
transcripcion por enzimas ARN polimerasa 11, fosforilacion proteica, transduccion de sefales,
transporte transmembrana, diferenciacion celular, metilacion, procesos apoptoticos, desarrollo
del sistema nervioso, espermatogénesis, regulacion positiva de extension de axones en

regeneracion, entre otros (Figura 32).
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Figura 31. Enriquecimiento de los procesos biologicos especificamente regulados por miRs sobre-
expresados en alguna de las etapas a las 24 y 110 hpf. Se destacan procesos biologicos relacionados

al crecimiento a partir de las 24 hpf'y transicion pelagica-bentonica durante las 110 hpf.

76



A) 24 hpf B) 110 hpf

regulation of transcription by RNA polymerase Il -

protein phosphorylation =

signal transduction =

transmembrane transport -

cell differentiation -

mRNA processing =

innate immune response =

methylation -

apoptotic process =

nervous system development -

activation of GTPase activity -

spermatogenesis -

positive regulation of axon extension involved in regeneration =

cellular iron ion homeostasis =

regulation of cell shape -

cholesterol metabolic process -

positive regulation of protein localization to plasma membrane -
negative regulation of smooth muscle cell migration - |

0.00 025 050 0.75 1.00.00 025 050 0.75 1.00
Figura 32. Enriquecimiento de los procesos biolégicos co-regulados por miRs sobre-expresados en
alguna de las etapas a las 24 y 110 hpf. Se destacan procesos bioldgicos compartidos entre las 24 y

110 horas después de la fertilizacion (hpf).

7.10.2 Mirs en respuesta a la acidificacion

Los miRs LET-7, MIR-133 y MIR-278 fueron sobre-expresados a las 24 hpf en respuesta al pH
7.6 en comparacion al pH 8.0 (Figura 33). Por otro lado, los miRs MIR-315, MIR-2, BANTAM,
MIR-190, MIR-153, MIR-2722 y MIR-1988 fueron sobre-expresados a las 110 hpfen respuesta
al pH 7.6, pero los miRs MIR-92, miR-277b, MIR-216 y MIR-133 fueron sub-expresados
significativamente (Figura 33). Diversos genes presentaron interacciones putativas con
multiples miR expresados diferencialmente. Estas interacciones fueron asociadas a la

regulacion negativa de varios procesos bioldgicos que a continuacion seran descritos (Figura

34).
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Figura 33. miRs expresados diferencialmente en pH 8.0 y pH 7.6 durante las 24 y 110 hpf. La escala

de colores muestra el valor z de la expresion de miRs.
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Figura 34. Regulaciéon negativa de procesos biologicos asociados a la interacciéon miR-gen de miRs
expresados diferencialmente en respuesta a la acidificacion. La escala de colores representa el radio
de enriquecimiento de la expresion diferencial a pH 8.0 (escala azul) y pH 7.6 (escala roja). Las
interacciones putativas miR-ARNm fueron predichas para los miR expresados diferencialmente (C). El

gene id de los genes es mostrado de acuerdo a las anotaciones del genoma de abulon (eje x).
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7.10.2.1 LET-7 fue omnisciente durante el desarrollo larvario, pero es sobre-expresado en

respuesta a la acidificacion a las 24 hpf

En las larvas de abulon rojo, la sobreexpresion de LET-7 fue superior debido a la acidificacion
durante las 24 hpf. La familia LET-7 es un regulador temporal del desarrollo de vida larval
(Reinhart et al., 2000) conservado a lo largo de metazoarios (Pasquinelli et al., 2000). También,
la expresion diferencial de LET-7 ha sido identificada en otras especies marinas en respuesta a
estresores tales como respuesta innata immune (Schulte et al., 2011), estrés térmico (Vasadia
et al., 2019), hipoxia (Huo et al., 2017) y acidificacion (Pan et al., 2021), sugiriendo que LET-
7 tiene un papel trascendente frente al estrés. Aunque la presencia de LET-7 previamente no
habia sido detectable en larvas de moluscos (ver Pasquinelli et al., 2000), predicciones in silico
sugerian su participacion en vias de regulacion en multiples moluscos (Huang et al., 2021). En
larvas de peces (Paralichthys olivaceus), LET-7 participa en el desarrollo tisular y el
metabolismo temporales asociado con la proliferacion y diferenciacion celular durante la
metamorfosis (Fu et al., 2013). Para el abulén rojo, LET-7 fue asociado a la regulacion de
procesos bioldgicos tales como regulacion de la transcripcion por ARN polimerasa II,
organizacion de la proyeccion celular, mantenimiento de ritmos en la fisiologia y regulacion
positiva de la cascada MAPK, mediante la regulacion postranscripcional de los genes
“centromere protein M-like”, “cyclin-dependent kinase 10-like”, “E3 ubiquitin-protein ligase

RNF166-like” y “transcription factor ces-2-like”.

7.10.2.2 MIR-133 regula la histogénesis a las 110 hpf, pero la retrasa mediante su

sobreexpresion en respuesta a la acidificacion desde las 24 hpf

El MIR-133 mostrd una rotacion en la expresion en respuesta a la acidificacién durante el
desarrollo a las 24 y 110 hpf. En condiciones normales, MIR-133 se sobreexpreso hasta 5 veces
mas durante las 110 hpf. En respuesta a la acidificacion, el MIR-133 fue sobreexpresado -2.76
veces mas a las 24 hpf'y 1.27 veces menos durante las 110 hpf. La sobreexpresion de MIR-133
es conocido por influenciar el control postranscripcional de via de sefializacion celular,
metabolismo energético y apoptosis en otros moluscos como Littorina littorea (Hadj-Moussa
et al., 2018) y Dosidicus gigas (Biggar et al., 2012), en respuesta a periodos de enfriamiento y
anoxia, respectivamente. En larvas de erizo de mar, la sobreexpresion de MIR-133 ha sido

también identificada en respuesta a condiciones de acidificacion (pH 7.8; Pan et al., 2021). Se
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ha sugerido que MIR-133 participa en la esqueletogénesis, regulando de manera indirecta las
vias de sefializacion de Wnt/B-catenina (Pan et al., 2021). Para el abulon rojo, el MIR-133 fue
asociado con procesos bioldgicos asociados a la histogénesis (diferenciacion de tejidos), tales
como del desarrollo de vasos sanguineos (vascularizacion y angiogénesis), células epiteliales y
rifiones, sistema urogenital y glicosilacion proteica, mediante la regulacion de
postranscripcional de “dimethyladenosine transferase 1 (mitochondrial-like)”, “extensin-like”,
“glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase 1-like”, “histone H2A.V”,
“metallothionein 10-II-like” y “scavenger receptor class F member 1-like”. Por otro lado, la
interaccion de MIR-133 con miembros de las familias MIR-1a y MIR-29b ha sido observada
(Biggar et al., 2012). En las larvas de abuldn rojo, la sobreexpresion de MIR-1 fue mantenida
sin distincion del estrés a las 110 hpf entre -2.24 y -1.52 veces, mientras que el MIR-29b mostré
un cambio en la expresion debido a la acidificacion durante el desarrollo larval. En condiciones
de pH 8.0, el MIR-29b fue sobre-expresado 1.54 veces més durante el desarrollo a las 24 hpf,

en comparacion con las 110 hpf. Contrariamente, en condiciones de pH 7.6 el MIR-29 fue

sobre-expresado -1.54 veces mas a las 110 hpf, en comparacion con el desarrollo a las 24 hpf.

7.10.2.3 MIR-278 participa durante la transicion pelagica-bentonica a las 110 hpf, pero se

sobreexpresa desde las 24 hpf en respuesta a la acidificacion.

El MIR-278 fue sobre-expresado hasta 13 veces mas durante las 24 hpf bajo condiciones de
acidificacion. El MIR-278 juega un papel en el control de la homeostasis de energia en
Drosophila en el crecimiento durante el desarrollo temprano de vida, a través de la regulacion
de la via de transduccion de sefiales de insulina (Teleman et al., 2006). En otro molusco
gasterépodo (Rapana venosa), MIR-278 ha sido observado y predicho su papel en la regulacion
metabolica y absorcion de energia durante la transicion pelagico-bentdnico en la metamorfosis
(Song et al., 2017). La ausencia de MIR-278 esta asociado a una pérdida en la esperanza de
vida durante la reproduccion sexual (Green et al., 2016). Para el abulén rojo, el MIR-278 fue
asociado con procesos biologicos tales como la proteodlisis, organizacion del citoesqueleto de
los microtibulos, desarrollo embrionario intrauterino y proceso del sistema inmunolégico,
mediante la regulacion postranscripcional de los genes “cell adhesion molecule 2-like”, “heat
shock 70 kDa protein 12A-like”, “globin-5-like”, “hemicentin-1-like”, “minor

histocompatibility antigen H13-like”, “ras-related protein Rab-32-like”, “transcription factor

CES-2-like” y “tubulin polyglutamylase TTLL7-like”. En insectos, let-7y mir-278 previenen la
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metamorfosis precoz y estimula la oogenesis mediante su interaccion con factores de
transcripcion tipo zinc-finger (Kruppel-homolog 1, Kr-h1, Song et al., 2018). CES-2-like fue
identificado como blanco de let-7y mir-278 en el abulon rojo. En desarrollo larval de C. elegans,
CES-2-LIKE controla la expresion de dos genes clave de la autofagia (bec-1/ATG6 and lgg-
1/ATGS). Bajo ciertas condiciones patologicas y fisiologicas, la autofagia y apoptosis son co-
reguladas para asegurar una apropiada metamorfosis y supervivencia del organismo en
desarrollo (Song et al., 2018). Por otro lado, se ha reportado que CES-2-LIKE regula
negativamente CES-1, un miembro de la familia de factores de transcripcion del dedo de zinc

en de los caracoles (Erdélyi et al., 2011).

7.10.2.4 MIR-315 se sobreexpresa durante las 110 hpf y se co-expresa con varios mirs

frente a la acidificacion

El MIR-315 fue omnisciente durante el desarrollo larval. Mostrando ser abundante a las 110
hpf en condiciones normales (1.38 veces més que en las 24 hpf) y entre -1.66 (110 hpf, pH 8.0)
y -4.17 (24 hpf, pH 7.6) veces mas en condiciones de acidificacion. Para el abulon rojo, el MIR-
315 fue asociado con procesos bioldgicos tales como del desarrollo del sistema urogenital y
rifiones, especificacion del eje embrionario, poliubiquitinacion proteica, ciclo mitotico celular
(transicion GI/S del ciclo celular) y procesos asociados al sistema inmune (regulacion,
activacion y superficie celular activadora de la respuesta inmune), mediante la regulacién
postranscripcional de diversos genes como “basic leucine zipper transcriptional factor-ATF-
like”,“beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein-beta-1,6-N-

acetylglucosaminyltransferase-like”, “cell wall protein DAN4-like”, “E3 ubiquitin-protein
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ligase TRIM71-like”, “extensin-like”, “glutamic acid-rich protein-like”, “glycine-rich cell wall
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structural protein 1.0-like”, “glyoxylate/hydroxypyruvate reductase A-like”, “histone H2A.V”,
“metallothionein 10-I1-like”, “molluscan insulin-related peptide 1-like”, “proprotein convertase
subtilisin/kexin type 5-like”, “ranBP-type and C3HC4-type zinc finger-containing protein 1-
like”, “scavenger receptor class F member 1-like”. En otros gasteropodos (Rapana venosa),
MIR-315 se co-expresa junto a MIR-278 durante el desarrollo larval, ambos presentando altos
niveles de expresion en larvas competentes y postlarvas (Song et al., 2017). Mostrando una
regulacion post-transcripcional de procesos asociados al citoesqueleto y adhesion celular

(Dynein intermediate chain 2, ciliary, Song et al., 2017). Ademas, se ha observado que MIR-

315 juega un papel en la activacion de vias antivirales mediante la regulacion directa del sistema
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enzimatico profenoloxidasa (pro-PO, Jaree et al., 2018), el cual es un importante sistema de
defensa innato en invertebrados durante la melanizacion de patdgenos, pigmentacion y
esclerotizacion de tejidos dafiados (Cerenius et al., 2004). Recientemente, MIR-315 ha sido
reportado en el molusco bivalvo C. gigas, y se observo una co-expresion con los miRs, MIR-
133, MIR-1985 y MIR-750, sugiriendo una via de co-regulacion mediada por estos miRs
(Rosani et al., 2020). Para el abulén rojo, el MIR-315, MIR-133, MIR-1985 y MIR-750
mostraron estar co-expresados sugiriendo también una red regulatoria durante las 110 hpf. El
MIR-1985 fue asociado con procesos bioldgicos de compuestos que contienen nucleobases y
regulacion de la transcripcion, mediante la regulacién postranscripcional de los genes
“dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial-like”, “NF-kappa-B inhibitor cactus-like”,
“scavenger receptor class F member 1-like”, “ankyrin repeat domain-containing protein 29-
like” y “heavy metal-binding protein HIP-like”. El MIR-750 fue asociado con procesos
biolodgicos de poliubiquitinacion proteica, homeostasis celular de glucosa y procesos
metabodlicos de retinoides mediante la regulacién postranscripcional de los genes “ABC
transporter G family member 23 (Broad substrate specificity ATP-binding cassette transporter
ABCG?2)”, E3 ubiquitin-protein ligase RNF138/RNF114”, “40S ribosomal protein S12-like”,
“Multidrug resistance-associated protein 1-like”, “ATP-binding cassette sub-family C member
6/member 37, “Multidrug resistance protein mrp-7°, “Retinoid isomerohydrolase”,
“Phospholipid transfer protein C2CD2L”, “ankyrin repeat domain-containing protein 29-like”,

“glycine-rich cell wall structural protein 1.0-like”.

7.10.2.5 MIR-2 va disminuyendo su expresion hasta las 110 hpf, pero se mantiene sobre-

expresado en condiciones de acidificacion.

El MIR-2 fue hasta 8.86 veces mas abundante durante las 24 hpf bajo condiciones normales.
Contrariamente, fue sobre-expresado entre -1.25 y -3.47 veces mas en condiciones de
acidificacion durante las 110 hpf. El MIR-2, es conocido por ser un miR especifico en
invertebrados (Zhou et al., 2014). Para el abuldn rojo, el MIR-2 presentd una amplia variedad
de genes blanco (44 blancos, sugiriendo la existencia de sitios de union miR:mRNA candnicos
y no canoénicos), asociado con procesos biolodgicos tales como ensamble del complejo
spliceosomal, reconocimiento del sitio de splicing-mRNA 3’ y splicing del ARN (via
transesterificacion), desarrollo del sistema esquelético y organizacion del citoesqueleto de los

microtibulos, reproduccidon, poliubiquitinacion proteica, formaciéon de tejido dseo
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(osificacion), division nuclear y ciclo celular mitotico, cascada MAPK, desarrollo embrionario
intrauterino, morfogénesis celular, desarrollo y crecimiento de blastocitos. El MIR-2 es un MIR
policistronico, conservado en invertebrados, con mas de un miembro de la misma familia que
en su mayoria estan agrupados en un genoma (Marco et al., 2012). En el abulon rojo, 3 islas
(Cluster_44688, Cluster 44687 y Cluster 44690) fueron identificadas como miembros
agrupados de MIR-2. Durante el ciclo de vida adulto del molusco bivalvo C. gigas, el MIR-2
(misma region semilla “UAUCACAGCC” que el encontrado en el abuldn rojo) estd asociado
con el control negativo de la apoptosis mediante la regulacion directa de la via del factor nuclear
(NF)-kB, en la activacion de la respuesta inmune temprana (Chen et al., 2016), y la represion
de la sintesis/liberacion de acetilcolina al apuntar a proteinas similares al transportador de colina
(CgCTL1) y reducir la absorcion de colina del sistema neuroendocrino (en los hemocitos),
promoviendo asi su actividad de defensa (Chen et al., 2016). Adicionalmente, se predice que
MIR-2 participa en la regulacion postranscripcional de genes involucrados en el desarrollo

neural en Drosophila 'y C. elegans (Marco et al., 2012).

7.10.2.6 BANTAM es un mir de la transicion pelagica-bentonica

En condiciones normales, BANTAM se expreso -1.25 veces mas durante las 110 hpf. Bajo
acidificacion, BAMTAM fue sobreexpresado entre -1.3 y -4 veces mas en las 110 hpf. Para el
abulon rojo, BAMTAM fue asociado con procesos biologicos de la organizacion del
citoesqueleto, desarrollo del sistema nervioso, organizacion de organelo y proceso metabdlico
del compuesto de nitrégeno mediante la regulacion postranscripcional de los genes “tubulin
polyglutamylase TTLL7-like”, “dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial-like” y “location
of vulva defective 1-like”. En Drosophila, BANTAM es un regulador esencial la proliferacion
celular, la muerte celular y la formacion de patrones coordinados en el desarrollo animal

(Brennecke et al., 2003), mediante el control de la via de sefializacion Hippo (Nolo et al., 2006).

7.10.2.7 MIR-190 disminuye su expresion hasta las 110 hpf, pero se mantiene sobre-
expresado en condiciones de acidificacion regulando negativamente posibles vias de

esqueletogenesis y crecimiento larvario.

MIR-190 se expres6 entre -3.3 y -6.9 veces mas durante las 110 hpf bajo condiciones de
acidificacion en comparacion con las 24 y 110 hpf. Para el abuldn rojo, MIR-190 fue asociado

con procesos bioldgicos del desarrollo y crecimiento de blastocitos, células progenitoras
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hematopoyéticas, desarrollo del embrién en ttero, proliferacion celular de la masa celular
interna, ciclo celular mitotico, osificacion, poliubiquitinacion proteica y desarrollo del sistema
esquelético, mediante la regulacion postranscripcional de los genes “E3 ubiquitin-protein ligase
RNF138”, “E3 ubiquitin-protein ligase RNF114”, “Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase

HPR3” y “Ribosome maturation protein sdo1”.

7.10.2.8 MIR-153 mantiene una sobre-expresion frente a la acidificacion durante las 24 y
110 hpf

En condiciones normales, MIR-153 se expreso -3.07 veces mas durante las 110 hpf que durante
las 24 hpf. En condiciones de acidificacion se expreso entre -1.54 y -5.03 veces mas durante
las 24 y 110 hpf en comparacion al control, respectivamente. Para el abulon rojo, MIR-153 fue
asociado con procesos bioldgicos del metabolismo de compuestos aromaticos, modificacion de
aminodcidos, compuestos que contienen acido folico, proceso metabolico de acidos organicos,
proteolisis, catabolismo dependiente de ubiquitina, metabolismo de vitaminas solubles,
mediante la regulacion postranscripcional de los genes “Proton-coupled folate transporter”,
“Probable E3 ubiquitin-protein ligase tbrA”, “Probable E3 ubiquitin-protein ligase ARIS” y

“Potential E3 ubiquitin-protein ligase ariadne-2”.

7.10.2.9 MIR-2722

En condiciones normales, MIR-2722 se expresa -3.82 veces mdas durante las 110 hpf que
durante las 24 hpf. En condiciones de acidificacion, se expreso -1.24 veces mas durante las 110
hpf en comparacion al control durante las 110 hpf'y -5.32 veces mas en comparacion con las
24 hpf experimentales. Para el abulon rojo, el MIR-2722 fue asociado con procesos bioldgicos
de catabolismo de macromoléculas, metabolismo de compuestos nitrogenados,
poliubiquitinacién de proteinas, protedlisis y catabolismo dependiente de ubiquitina, mediante
la regulacion postranscripcional de los genes “E3 ubiquitin-protein ligase RNF138” y “E3

ubiquitin-protein ligase RNF114”

7.10.2.10 MIR-1988

Este miR ha sido reconocido por ser un regulador post transcripcional especifico de
gasteropodos (Wheeler et al., 2009). En condiciones normales, el MIR-1988 se expresé -2.71
veces mas durante las 110 hpf que durante las 24 hpf. En condiciones de acidificacion, MIR-

1988 se expresd -1.2 veces mas durante las 110 hpf en comparacion al control en el mismo
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tiempo y -3.51 veces mas en comparacion con las 24 hpf experimentales. Para el abuldn rojo,
el MIR-1988 fue asociado con procesos biologicos vasculares del sistema circulatorio,
transporte de electrones mitocondriales (ciclo del acido tricarboxilico), fosforilacion oxidativa,
poliubiquitinacién de proteinas procesos metabolicos de nucleétidos de purina, mediante la
regulacion postranscripcional de los genes “ATP-binding cassette sub-family C member 3/6”,
“E3  ubiquitin-protein  ligase RNF138”, “E3 ubiquitin-protein ligase RNF114”,
“Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase HPR3”, “Multidrug resistance protein mrp-77,
“Multidrug resistance-associated protein 17, “Nuclear factor NF-kappa-B pl05 subunit”,
“Putative transferase CAF17, mitochondrial”, “serine/threonine-protein phosphatase 2A 56
kDa regulatory subunit delta isoform-like” y “succinate dehydrogenase cytochrome b560

subunit, mitochondrial-like, transcript variant X1”.

7.10.3 miRs sub-expresados en respuesta a la acidificacion

En condiciones normales, el MIR-92 mantiene una expresion basal durante las 24 y 110 hpf.
Pero en condiciones de pH 7.6, MIR-92 se expreso 1.05 veces menos durante las 110 hpf que
en condiciones de pH 8.0. Para el abuldn rojo, el MIR-92 fue asociado con procesos biologicos
de morfogénesis celular, regulacion negativa de citoquinas, poliubiquitinacion de proteinas,
regulacion de los niveles de neurotransmisores, fosforilacion de proteinas y metilacion del
ARN, mediante la regulaciéon postranscripcional de los genes “S-methylcytosine rRNA
methyltransferase NSUN4-like”, “E3 ubiquitin-protein ligase RNF166-like”, “high-affinity

bE 1Y b 1Y

choline transporter 1-like”, “solute carrier family 46 member 3-like”, “rho GTPase-activating
protein 15-like”, “solute carrier organic anion transporter family member 2A1-like”, “zinc
finger protein 58-like”, “5-methylcytosine rRNA methyltransferase NSUN4-like”, “vitelline
envelope sperm lysin receptor-like” y “rho GTPase-activating protein 15-like”. En condiciones
normales, el MIR-277B se sobre-expresa -1.95 veces mas durante las 110 hpf, en comparacion
con las 24 hpf. La relacion en la expresion se mantuvo en condiciones de acidificacion, pero
durante las 110 hpf, el MIR-277B se expres6 1.02 veces menos en comparacion al control a las
110 hpf. Para el abulén rojo, el MIR-277B fue asociado con procesos bioldgicos del
metabolismo de compuestos nitrogenados, compuestos que contienen nucleobases y
transcripcion del ARNr, mediante la regulacion postranscripcional de los genes “peroxisomal

membrane protein 4-like” y “DNA-directed RNA polymerase 1 subunit RPAl-like”.

Finalmente, el MIR-216 mantiene una sobre-expresion entre -2.1 a -3.12 veces mds durante las
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110 hpf en comparacion a las 24 hpf del desarrollo larvario. Sin embargo, la expresion de MIR-
216 disminuye 1.08 veces frente al reto de acidificacion de pH 7.6 en comparacion al pH
control. Para el abuldn rojo, el MIR-216 fue asociado con procesos bioldgicos de sefializacion
de punto de control del ciclo celular (dafios en el ADN), transicion G1/S del ciclo celular
mitdtico, poliubiquitinacion de proteinas y regulacion de la recombinacion del ADN, mediante
la regulacion postranscripcional de los genes “E3 ubiquitin-protein ligase RNF166-like”, “E3
ubiquitin-protein ligase TRIM71-like”, “glyoxylate/hydroxypyruvate reductase A-like”,
“Vascular endothelial growth factor receptor 3 (hemicentin-1-like)”, “protocadherin-11 X-
linked-like”, “rho GTPase-activating protein 15-like”, y “THO complex subunit 1-like”. Se ha
sugerido que los niveles de expresion disminuidos de miRs causa una amplia de-represion de
ARNm objetivos y una de-regulacion de la expresion genética, la cual resultaria en incrementos

del “ruido” génico asociado a la heterogeneidad en la plasticidad celular y estabilidad fenotipica

(Ebert y Sharp, 2012).

7.10.4 miRs nuevos sobre-expresados en respuesta a la acidificacion

Finalmente, la sobreexpresion de una isla de miRs no identificadas con alguna de las bases de
datos fue observado en respuesta a la acidificacion. Estos miRs cumplieron los criterios de
identificacion bona fide de miRs. En condiciones normales y de acidificacion, el cluster
Cluster 55760 y Cluster 55776 se expresaron 19.64 y 7.41 veces més durante las 24 hpf.
Aunque a las 110 hpf, estos miRs mantuvieron una expresion -10.16 veces mas en condiciones
de acidificacion a las 110 hpf. Para el abulon rojo, esta isla fue asociado con procesos biologicos
de poliubiquitinacion de proteinas, proceso metabolico de 4cidos grasos, lipidos y peptidicos,
proteolisis, catabolismo dependiente de ubiquitina, procesos metabolicos de compuestos de
nitrégeno y transporte de iones, mediante la regulacion postranscripcional de los genes
“BTB/POZ domain-containing protein 6-like”, “ileal sodium/bile acid cotransporter-like”, “E3
ubiquitin-protein ligase RNF166-like”, ‘“ubiquitin-protein ligase RNF166-like”, “40S
ribosomal protein S12-like”, “histone H2A.V”, y “BTB/POZ domain-containing protein 6-
like”.

7.11 Modulos que co-regulan procesos del desarrollo y en respuesta a la acidificacion
Se identificaron 9 grupos diferentes en el patron de expresion de miRs. Estos grupos

representaron una red de co-expresion llamada modulos. Se asume que los representantes de
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cada modulo comparten funciones similares, siendo cada miembro un participante de una via
de regulacion en comun (Langfelder y Horvath, 2008). Los modulos fueron asociados a las
caracteristicas evaluadas, incluyendo desarrollo larval, crecimiento, calcificacion y tasas de
respiracion durante el desarrollo larval a las 24 y 110 hpf. Considerando el corte significativo
(p < 0.05) en los valores de correlacion, todos los médulos presentaron alguna asociacion
significativa con alguna de las caracteristicas evaluadas. Los moédulos “green”, “brown”,
“blue”, y “red” se correlacionaron positivamente con el desarrollo, pero negativamente al
crecimiento y calcificacion (Figura 35A). Esta asociacion sugiere una via de regulacion en
comun que contribuye a la respuesta positiva o negativa observada en las caracteristicas
evaluadas. La asociacion observada con respecto a la etapa de desarrollo (Figura 35B), sugiere
que estos modulos de miRs contribuyen positivamente al desarrollo larval en condiciones
normales, pero negativamente al crecimiento y calcificacion (Figura 35A). Frente al reto del
pH 7.6, la interaccion de esta red de co-expresion no preserva la misma asociacion observada a
la de condiciones de pH 8.0, aunque ningln coeficiente fue significativo (Figura 35B). Esta
asociacion negativa es coherente con el efecto negativo observado en la calcificacion y
crecimiento en las primeras etapas de desarrollo bajo condiciones de pH bajo (Tabla 3). Dentro
de esta red de co-expresion de miRs, se identificaron los miembros de miRs que fueron
detectados con expresion diferencial en respuesta a la acidificacion en las 24 y 110 hpf (Figura
35A-I). El miR LET-7, MIR-2 y MIR 92 fueron representes de la red de co-expresion de miRs
en el moédulo “grey. Otros representantes de modulos relacionados fueron MIR-2722 (“pink”),
MIR-133 y MIR-278 (“turquoise”), BANTAM, MIR-153, MIR-190, MIR-1988, MIR-216 y
MIR-315 (“yellow”), sugiriendo que estos miRs estan involucrados con otros miRs en una via
de regulacion negativa en comun. Por ejemplo, para el modulo “turquoise” los MIR-133 y MIR-
278 estan asociados a la respuesta observada en las tasas de respiracion (Figura 35A). Esta via

de regulacion acttia positivamente frente al reto de pH 7.6 a las 110 hpf (Figura 35C).
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8. Discusion

La acidificacion de los océanos estd asociada con alteraciones en la asignacion de energia
celular de varios organismos marinos ya que interactiia con varios procesos de su biologia, lo
que resulta en un rendimiento fisiologico alterado. En términos fisiologicos, la base de la
adaptacion es la capacidad de un organismo para mantener la homeostasis mediante la
asignacion de recursos sin impedir otras funciones bioldgicas (Schmidt-Nielsen 1972;
Hochachka y Somero 2002). El consumo de oxigeno en las 24 y 110 hpf contribuyeron
significativamente al aumento en el metabolismo durante el desarrollo larvario frente a la
acidificacion. Este rendimiento fisiologico alterado fue opuesto con el decremento en la
proporcion de larvas eclosionadas y normales en las 24 hpf y larvas competentes observadas
antes de las 110 hpf que sugiere un requerimiento energético adicional para satisfacer el
programa genético del desarrollo larvario a expensas del efecto negativo observado en las
variables morfoldgicas evaluadas. La variacion observada en la tasa de respiracion durante el
desarrollo larval de H. rufescens es consistente con lo reportado por Jaeckle (1989) a
temperatura de 17°C, asi como por Moran et al., (2003), en larvas de H. fulgens y H. sorenseni
cultivadas a 15°C (Moran et al., 2003). La reasignacion del metabolismo es comun en las larvas
de abulén porque su desarrollo implica cambios corporales complejos (Jaeckle et al., 1989).
Los cambios significativos en las tasas de respiracion observados en las 24 y 110 hpf,
probablemente estd asociado al costo metabdlico asociado a la eclosion y transicion de vida
pelagica-bentdnica. Se espera que los rendimientos energéticos sustanciales debido al estrés
sean mas desafiantes en algunas etapas de desarrollo, como la observada durante la presente
investigacion. El incremento en el metabolismo aerobico frente a eventos de acidificacion esta
asociado al costo fisiologico para mantener la homeostasis celular en respuesta a las covariables
de la acidificacion que pueden afectar el equilibrio acido-base celular, el balance idnico
intracelular requerido para el plegamiento de proteinas, procesos fisioldgicos sensibles al pH,
hipoxia y calcificacion (Portner 2008; Rivest et al., 2014; Morash et al., 2016). Debido a la
heterogeneidad en la respuesta del consumo de oxigeno a elevados niveles de CO; observada
en otros invertebrados (Lefevre et al., 2016), no ha sido posible realizar una prediccion
unificada del efecto de la acidificacion en organismos marinos. Por ejemplo, el incremento en
las tasas de respiracion ha sido observado en otras larvas de invertebrados (Stumpp et al., 2011,
2012), moluscos pelagicos (Comeau et al., 2010), y bivalvos (Mytilus edulis, Thomsen y

Melzner, 2010), pero no en otras especies de moluscos bivalvos como el Mejillon (Mytilus
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californianus frente a pH 7.8; Waldbusser et al., 2015), Ostion (Saccostrea cucullata, frente a
pH 7.4; Campanati et al., 2018), e incluso otras especies de abulon (Kavousi et al., 2022). En
este ultimo, Kavousi y colaboradores (2022) reportan ningin cambio en las tasas de respiracion
de larvas de H. tuberculata cultivadas a pH 7.6 (Kavousi et al., 2022). Dado que la
interpretacion de los limites de tolerancia a la acidificacion se extiende desde el nivel mas alto
de respuesta observado hasta las jerarquias sistémicas, celulares y moleculares (Portner, 2008),
es necesario observar entre las poblaciones algin componente genético en interaccion con la
respuesta fisioldgica frente a las covariables del cambio climatico (Somero et al., 2010) que
ofrezcan nuevos conocimientos sobre el potencial biologico de las especies marinas para
responder al cambio climatico (Applebaum et al., 2014). La resiliencia de los organismos
marinos frente a cambios en el ambiente estd conectada a cierta plasticidad fenotipica que le
permite persistir a los cambios ambientales hasta lograr una adaptacion genética (Seebacher et
al., 2005; Visser 2008). Se ha sugerido que la expresion génica puede servir como un eslabon
en la comprension de la plasticidad de los organismos frente al estrés ambiental (Rivera et al.,
2021), ya que su regulacion es clave para la homeostasis y la plasticidad fenotipica. La
regulacion de la expresion génica puede mejorar la capacidad de aclimatacion de organismos
frente a la acidificacién oceédnica (Gurr et al., 2022). La mayoria de los sistemas biologicos
actuales son capaces de soportar perturbaciones estocasticas y reproducir resultados fenotipicos
estereotipados a través de la canalizacion de programas genéticos (Hornstein et al., 2006). La
canalizacion es un principio de disefio que sugiere que las vias de desarrollo se estabilizan a
través de diversos elementos genéticos para aumentar la reproducibilidad y estabilidad
fenotipica. El término es util para describir el grado de robustez de un organismo vivo para
disminuir la variabilidad interindividual frente a perturbaciones y lograr el programa de
desarrollo deseado. Cuanto mas profundas sean las paredes de estos canales, menores seran las
posibilidades de que los programas de desarrollo se desvien del 6ptimo (Hornstein et al., 2006).
Los microARNs (miRs) representan una clase de ARN pequefios no codificantes que reprimen
la expresion génica en un nivel post-transcripcional mediante la degradacion o inhibicion de la
traduccion de un gen blanco. Los miRs modulan varios procesos fisioldgicos, incluyendo la
regulacion de la respuesta inmune (Schulte et al., 2011; Chen et al., 2014; Zhou et al., 2014;
Martin-Goémez et al., 2014; Chen et al., 2015; Burgos-Aceves et al., 2018), estrés térmico
(Vasadia et al., 2019), osmoético (Zhao et al., 2016) y anoxia en habitats naturales (Biggar et al.,
2012; Hadj-Moussa et al., 2018), estivacion (Hoyeck et al., 2019), respuesta a xenobidticos
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(Bao et al., 2014), hipoxia (Huo et al., 2017), y ambientes modificados por el cambio climatico
(De falco et al., 2023), incluyendo la acidificacion (Pan et al., 2021). Se ha sugerido que los
miRs son actores clave en la canalizacion de programas genéticos al interactuar con la red de
genes codificadores de proteinas a fin de amortiguar cualquier perturbacion estocastica y, por
lo tanto, conferir robustez a los procesos bioldgicos dentro de los programas genéticos del
desarrollo (Peterson et al., 2009), al reforzar los programas transcripcionales y atenuar las
transcripciones aberrantes, y en algunos contextos de red pueden ayudar a suprimir las
fluctuaciones aleatorias en el numero de copias de la transcripcion frente a perturbaciones
ambientales o genéticas (Ebert y Sharp, 2012). En el presente estudio, se prepararon y
secuenciaron 12 pequeias bibliotecas de ARN en la plataforma Illumina Novaseq6000 para
identificar miRs en larvas de H. rufescens después del desafio de acidificacion, incluidas las
etapas planctonicas y metamorficas. Después del filtrado de lecturas de baja calidad, secuencias
adaptadoras y secuencias de menos de 18 nucleotidos de longitud (nt), se obtuvo un total de
299,029,713 lecturas de alta calidad. La distribucion de longitud de las lecturas fue consistente
con las observaciones de otros moluscos (Rosani et al., 2020), lo que demuestra que las
bibliotecas de ARNs pequefios secuenciadas fueron técnicamente confiables y adecuadas para
el analisis posterior. Después de la eliminacion de artefactos, otros ARN no codificantes (ARNt
y ARNr) y productos de contaminacion cruzada, se identificaron en total 147 miRs, de los
cuales 75 fueron conocidos y 72 no presentaron identidad nucleotidica a ningiin miR informado
en las bases de datos MirGene o miRbase, pero si al genoma de abulén y cumplieron con los
criterios de prediccion bona fide de miRs (Axtel, 2013). La mayoria de los miRs nuevos no
presentaron algun cambio significativo en sus niveles de expresion al evaluar la expresion
diferencial de miRs frente al reto de acidificacion, pero si una expresion diferencial al contrastar
las etapas de desarrollo. Lo anterior sugiere que los miRs nuevos podrian ser especificos y
transitorios del desarrollo larval del abulon rojo ya que se originaron en regiones especificas de
su genoma y su expresion varié en funcion de la etapa de desarrollo larval. Para todos los miRs,
una de las caracteristicas en cis identificadas a lo largo de los miRs fue la inclinacion del primer
nucleotido en el extremo 5' por iniciar con uracilo, el cual es considerado una firma adicional
en la anotacion de ARNSs pequefios asociados al complejo de silenciamiento RISC, debido a la
eficiencia de union entre la proteina argonauta y ARNs guia de 18 a 24 en los que el primer
nucleotido en el extremo 5' esta sesgado hacia Uracilo. La mayoria de los miRs sobreexpresados

temporalmente en el desarrollo larval fueron identificados en regiones intergénicas del genoma
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del abuloén, sugiriendo que la mayoria de estos miRs derivan de transcritos independientes y por
tanto, varios miRs del desarrollo larval codificaron a partir de una via canonica (Krol et al.,
2010). Por otro lado, la mayoria de los miRs en respuesta al estrés por la acidificacion se
originaron en regiones intragénicas, sugiriendo que fueron co-expresados preferencialmente
dentro de algin gen huésped (Rodriguez et al., 2004; Hinske et al., 2010). Sin embargo, ningin
miR intragénico expresado en el abulon rojo presentd regular el gen hospedero de donde
procedia, como se ha observado en otras especies animales. Se ha sugerido que la via de
codificacion intragénica puede representar un rasgo evolutivo de adaptacion (Campo-Paysaa et
al., 2011). Esta via intronica resulta en una manera viable y relativamente facil para desarrollar
nuevas familias de miRs, que podrian conferir robustez a los programas genéticos del desarrollo

frente al estrés ambiental.

Para el abulon rojo, se observo una expresion diferencial de miRs dependiente de la etapa de
desarrollo durante las 24 y 110 hpf que regulan negativamente varios procesos bioldgicos
asociados al programa genético del desarrollo conocido para el género Haliotis (Degnan y
Morse, 1995; Jackson et al., 2002; 2006; William et al., 2009; Huang et al., 2012), sugiriendo
que los miRs son elementos del sistema de bloqueo, especialmente de varios componentes
estructurales necesarios durante la division celular embrionaria. Estos procesos fueron
diferenciados entre las etapas de desarrollo evaluadas. En las 24 hpf varios procesos asociados
a la proliferacion celular fueron negativamente regulados, incluyendo la regulacion negativa de
la via ¢cGMP. Esta via puede inhibir factores de crecimiento, resultado en el retraso de la
transicion celular (Fukumoto et al., 1999), y sugiriendo una promocion indirecta - mediante
miRs - del crecimiento de vasos sanguineos por encima de otros procesos tales como citocinesis
y esqueletogenesis. En H. diversicolor, se ha observado una dramatica rotacion en la expresion
génica de genes de actina que regulan la locomocion celular y los cambios en la forma de las
células durante su desarrollo larval (Huang et al., 2012), lo que sugiere que estos procesos
podrian ser regulados por la via de miRs en la vida temprana del abulon y su sobre-expresion
es requerida para mantener la homeostasis frente al estrés por la acidificacion. Ademas, la
regulacion negativa de proteinas sensoriales sugiere que este sistema de escape observado en
larvas de peces (Earton et al.,, 1986; Poulsen et al., 2021) es también un mecanismo de

supervivencia en larvas trocoforas.
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En las 110 hpf varios procesos asociados con la anticipacion de la transicion pelagico-bentonico
fueron negativamente regulados, incluyendo cascada de sefalizacion MAPK y metabolismo
xenobidtico. La via MAPK juega un papel importante en el modelado y establecimiento de la
simetria axial de estructuras morfoldgicas como la musculatura, concha y pie en el abulon
(Haliotis asinina; Koop et al., 2007). En otras larvas bifasicas, la rotacion en la expresion de
genes asociados a procesos biologicos del ensamble de cilio, regulacion positiva de la cascada
de sefalizacion MAPK y respuesta inmune ha sido también observado durante el desarrollo
larval, sugiriendo que estos procesos biologicos son regulados por la via de miRs en la vida
temprana de multiples moluscos (Panopea generosa; Gurr et al., 2022). Por otro lado, las vias
del metabolismo xenobidtico, regulada negativamente, estan relacionadas con las vias
anabolicas de las hormonas esteroides, ya que comparten enzimas similares involucradas en el
metabolismo de los lipidos (Vasadia et al., 2019). Se ha demostrado que el metabolismo de
lipidos tiene un papel importante para la reabsorcion de energia necesaria para realizar el
asentamiento de otras larvas bifésicas (C. gigas; Xu et al., 2012). Adicionalmente, se observo
una regulacion negativa de genes asociados al desarrollo del sistema inmune e histogénesis del
sistema digestivo. El desarrollo del sistema inmune est4 asociado a la anticipacion de la defensa
frente a microbios debido al cambio de fuente de energia mediante la alimentacion del sustrato
inductor de asentamiento (Huang et al., 2012). En larvas lecitotréficas, el acoplamiento
pelagico-bentdnico estd asociado a la formacion de un sistema digestivo, necesario para la
digestion del sustrato inductor del asentamiento (Keough et al., 1982; Leighton 2000).
Finalmente, la regulacion negativa de la adhesion célula-sustrato observada en las 110 hpf,
sugiere que los miRs jugaron un papel trascendente en la transicion pelagico-bentonica para las
larvas de abulon rojo. Varios procesos biologicos regulados negativamente fueron compartidos
entre las 24 y 110 hpf, a pesar de la expresion diferencial de miRs observada, sugiriendo una
red funcional conservada. Es sabido que cada miR puede apuntar a cientos de ARNm, y algunos
objetivos pueden verse afectados de forma combinatoria por multiples miRs (Jhon et al., 2004;
Krek et al., 2005), lo que convierte a los miRs en centros reguladores para el ajuste de la
expresion génica y la orquestacion de cambios transcriptomicos amplios (Esau et al., 2006).
Esta regulacion negativa combinada es dependiente de la similitud en la region semilla de los
miRs complementarios al ARNm objetivo que est4 siendo reprimido. Esta forma combinatoria
de regulacion negativa se vio observada en miRs expresados diferencialmente en respuesta a la

acidificacion. Lared génica regulada por estos miRs permitié cumplir el programa de desarrollo
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larval a expensas de la demanda energéticas observada frente al estrés por la acidificacion. Por
lo que, los miRs pueden conferir robustez a la red génica del programa de desarrollo larval,
amortiguando las fluctuaciones en los niveles de expresion inherente a las perturbaciones del

estrés (Peterson et al., 2009).

9. Conclusion

La siguiente investigacion permitio identificar tasas de respiracion aumentadas en respuesta a
la acidificacion. Las tasas de respiracion de larvas eclosionadas (24 hpf) y competentes (110
hpf) contribuy6 significativamente al aumento en el metabolismo aerobio observado. Los
microARN pueden dirigir el destino y la plasticidad celular en respuesta a diversos eventos,
incluido el estrés ambiental. El genoma del abuldn rojo codifica diferencialmente miRs durante
las primeras etapas de vida. El perfil de expresion de miRs permanecio diferenciado frente al
reto de acidificacion. La via de miRs result6 en un mecanismo compensatorio para mantener la
homeostasis frente al reto de acidificacion. Varios miRs regularon de manera temporal el
crecimiento larval y la histogénesis del sistema circulatorio, digestivo e inmunologico entre las
24y 110 hpf. Estas vias regulatorias fueron retardadas en respuesta a la acidificacion. El analisis
de co-secuenciacion permitird observar con precision los procesos bioldgicos que son regulados

post transcripcionalmente mediante la via de miRs en larvas del abuldn rojo.
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Capitulo III. Conclusion general

Durante las 24 hpf la eclosion y proporcion de larvas normales presentd un decremento lineal
en funcion del decremento de pH. Por el contrario, la tasa de respiracion individual, incremento
en funcion del pH. Aqui, el indice de crecimiento presentd un incremento a medida que el pH
disminuy6. Los genes relacionados a procesos biologicos de la diferenciacion celular,
citoesqueleto, crecimiento y diferenciacion de tejidos fueron controlados negativamente en
concordancia con el decremento de la eclosién, pero no el indice corporal mostrando
crecimiento anormal asociado con ninguna regulacion génica frente a la acidificacion. Las
larvas competentes, en adicion al asentamiento, tuvieron un decremento lineal en funcién del
decremento del pH. También, el crecimiento y calcificacion disminuyd significativamente en
funcion del decremento del pH, mientras que las tasas de respiracion permanecieron
amplificadas. La inhibicion de productos génicos relacionados a procesos bioldgicos de
fosforilacién, metilacion, crecimiento, espermatogénesis, citoesqueleto, respuesta inmune,
entre otros, sugieren que el retraso en la competencia veligera, deterioro en el crecimiento y
calcificacion estan relacionadas con estas vias moleculares reguladas en respuesta a la
acidificacion. Conocer la variabilidad estacional local permitira elaborar curvas de desempefio
de poblaciones de abulon rojo y determinar los limites de tolerancia de diversas poblaciones
locales. Esto como una estrategia de planificacion espacial mediante la seleccion de semillas
resistentes en la acuicultura de abuldn rojo. Los experimentos de transgeneracion permitirdn
identificar la viabilidad de la poblacion adulta de abulén rojo expuesta a acidificacion ocednica

desde etapas tempranas.
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Anexo 1. Analisis bioinformatico

El siguiente codigo de andlisis estd relacionado al descrito en la seccion de métodos de esta

tesis (Figura 21). Ya que la sintaxis usada puede llegar a ser actualizado por los distribuidores

de programas y lenguajes de programacion ajenos a esta tesis, se recomienda al lector visitar la

siguiente fuente de informacion en linea para una mejor compatibilidad con la reproducibilidad

del flujo de andlisis descrito en esta tesis: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeq-data-

analysis/wiki/MicroRNA -analysis.
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Evaluacion de la calidad y limpieza de lecturas
# A) FastQC v0.11.7

mkdir -p fastqc

fastqc *.fastq -t 24 --nogroup -o ./fastqc &> fastqc.log &

# B) MultiQC v1.10.1

multigc ./fastqc/*zip -o multiqe

#1.0.1

mirtrace qc -s meta_species_all *.fq -w --uncollapse-fasta --t 20
# Subset reads by biotype:

cd gc_passed reads.all.uncollapsed/
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fori in $(Is *fasta); do cat $i | seqkit grep -n -r -p "rnatype:mirna" -p "rnatype:unknown" >
${i%.fasta}.subset.fasta; done

Curacion y procesamiento de bases de datos
Genoma de referencia

VERSION=gca023055435v1rs
RELEASE=release-56

# A) DNA sequences
TYPE=dna
DATA=Haliotis_rufescens ${VERSION}.xgHalRufel.0.p.dna.toplevel.fa.gz

URL=https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/pub/$RELEASE/metazoa/fasta/haliotis_rufescens ${V
ERSION}/dna/$DATA

wget SURL

# B) Sequence features (GTF)

TYPE=gtf

DATA=Haliotis_rufescens gca023055435v1rs.xgHalRufel.0.p.56.${TYPE}.gz

URL=https://ftp.ebi.ac.uk/ensemblgenomes/pub/SRELEASE/metazoa/$ { TYPE}/haliotis_rufescens
_${VERSION}/SDATA

wget SURL

gunzip *.gz

Analisis de los loci que codifican ARNs pequeiios

El codigo de programacion en R usado para reproducir esta etapa de la tesis puede ser obtenido
del paso 3 de Ila siguiente fuente: https://github.com/RJEGR/Small-RNASeq-data-
analysis/wiki/MicroRNA-analysis.

miRs conocidos de referencia

mkdir "MIRGENEDB_"$(date +%Y %m%d)

cd MIRGENEDB*

url=https://mirgenedb.org

curl -o ALL-pre.fa -OJX GET "${url}/static/data/ALL/ALL-pre.fas"
curl -o ALL-mat.fa -OJX GET "${url}/fasta/ALL?mat=1"

curl -o ALL.fa -OJX GET "${url}/fasta/ALL?all=1"
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Anotaciones de elementos repetidos en el genoma del abul6n rojo

genome—multi_genome.newid.fa
libdir=/usr/local/RepeatMasker/Libraries/

RepeatMasker -s -libdir $libdir -gff -species "all" $genome &> RepeatMasker.log &

# INCLUDE ALL SPECIES
cp RepeatMasker RepeatMasker.bkp

# Fix the issue by changing RepeatMasker line 7718 from this -->
if ( $lineage eq "") {

# To this -->
if ( $lineage eq "" && $species ne 'root' && $species ne 'all') {

# Because REGEX fails to account for negative numbers also replace line 8141 with:
if (/*"STATS\s+tLOCAL\s+tFORWARD\s+([\-\d\.]-+H)\s+([\d\.]+)/ ) {

# Then:

version=Dfam 3.7

wget https://www.dfam.org/releases/$ {version}/families/Dfam_curatedonly.h5.gz -O
Dfam37 curatedonly.h5.gz

gunzip Dfam37_curatedonly.h5.gz
mv Dfam37_curatedonly.h5 /ust/local/RepeatMasker/Libraries

# Execute then

Ensamble, anotacion y cuantificacion de ARNs pequeiios

MIRGENEDB=/home/rvazquez/MIRGENEDB 20230314/ALL-mat.fa
PIRBASE=/home/rvazquez/MIRTRACE/CUSTOM_DB/PIRBASE V3/PIRBASE rmdup.fasta

cat SMIRGENEDB $PIRBASE | segkit rmdup -n -o knownsRNA.fa

for i in $(Is *newid.subset.fasta); do ../bbmap/reformat.sh $i out=${i%.fasta}.fq;done
readfile="ls -x *.newid.subset.fq’

ShortStacks4 --genomefile SREF --known miRNAs knownsRNA.fa --dn_mirna --outdir

ShortStack "$(date +%Y%m%d)" out --threads 24 --dicermax 30 --mmap u --mincov 0.8 --pad 1 -
-readfile $readfile &>> "ShortStack "$(date +%Y%m%d)".log" &
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Prediccion de la funcion regulatoria de miRs
RNAHybrid

# Usage: RNAhybrid [options] [target sequence] [query sequence].
target=three prime utr.fa
query=mature_star mir.fa

output=$ {query%.*} vs ${target%.*}

RNAhybrid -t $target -m 20000 -q $query -n 50 -f 2,8 -s 3utr_human > ${output} RNAhybrid.out

&

TargetScan
# ./targetscan_70.pl miRNA _file UTR file PredictedTargetsOutputFile

target=three prime utr rmdup_ts.txt
# target=mir_vs_utr rmdup RNAhybrid.out.psig_ts.txt

query=mir_ts.txt

prefix=$ {target%.*}

output=${query%.*} vs S$prefix

Jtargetscan_70.pl $query $target $ {output} targetscan.out &> targetscan.log &

Instalacion rapida usando el gestor de paquetes conda
# FASTQC
conda install -c bioconda fastqc
# MULTIQC
conda install multiqc
conda install -c bioconda mirtrace
conda install -c bioconda segkit

conda create --name ShortStack4 shortstack

conda activate ShortStack4

118



	1
	1
	1

