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Resumen

Las emisiones de didxido de carbono (CO,) en la atmédsfera debido a actividades antropogénicas
provocan la acumulacién de CO; en el agua de mar. Esta acumulacién provoca una disminucion
del pH y el estado de saturacion del carbonato de calcio (Q CaCOs), fendmeno conocido como
acidificacion del océano (AO). Se prevé que el pH disminuya de 0.3 a 0.5 unidades para el afo
2100 y 0.7 unidades para el afio 2300, donde la magnitud y direccién de los efectos de la AO
varian en los organismos, dependiendo de la especie, tiempo de exposicion, limites fisiologicos y
adaptabilidad a corto plazo. En este estudio se analizé el efecto de la variacién de pH sobre la
estructura de la concha y el tejido del manto de juveniles de callo de hacha (Atrina maura) al dia
0, 2, 4 y 40 de exposicion. A partir del dia 2 de exposicidon hasta el término del experimento, los
analisis de las conchas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) mostraron que bajo
condiciones de pH 7.5 + 0.2 menor que los controles (7.8 + 0.1) la integridad de la
microestructura de la capa prismatica de calcita y la capa nacarada presentaba signos
malformacién y disolucién quimica en comparaciéon con los controles. Por otro lado, el
crecimiento de la concha y el tejido del manto de A. maura no se vieron afectados bajo
condiciones de acidificacién en ninguno de los tiempos evaluados. Estos resultados sugieren
que A. maura podria estar implementando estrategias fisiolégicas para destinar energia
adicional hacia la homeostasis del pH, siendo la disolucion de la concha una estrategia para
compensar la inestabilidad quimica utilizando reservas de CaCOs. Sin embargo, es posible que
las proyecciones futuras de la AO causada por altos niveles de CO, impacte negativamente
sobre la calcificacién de la concha de A. maura, ya que, la pérdida de integridad estructural a
causa de la AO compromete las propiedades mecanicas de la concha, lo que podria provocar
gue A. maura sea mas susceptible a depredadores y otros factores ambientales estresantes. Por
lo que se requieren mas investigaciones para determinar el mecanismo fisioldgico de A. maura
en respuesta a la AO a largo plazo.
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Summary

Carbon dioxide emissions (CO,) into the atmosphere due to anthropogenic activities cause the
accumulation of CO, in seawater. This accumulation causes a decrease in pH and the saturation
state of calcium carbonate (Q CaCOs), a phenomenon known as ocean acidification (OA). The pH
is expected to decrease by 0.3 to 0.5 units by the year 2100 and 0.7 units by the year 2300,
where the magnitude and direction of OA effects vary in organisms, depending on the species,
exposure time, physiological limits, and short-term adaptability. In this study, the effect of pH
variation on the structure of the shell and mantle tissue of the juveniles Pen shell (Atrina maura)
at day 0, 2, 4 and 40 of exposure was analyzed. From day 2 of exposure until the end of the
experiment, the analysis of the shells by scanning electron microscopy (SEM) showed at pH 7.5
+ 0.2 lower than the controls (7.8 + 0.1) the integrity of the microstructure of the calcite
prismatic layer and the nacre layer showed signs of malformation and dissolution compared to
controls. On the other hand, the growth of the shell and the mantle tissue of A. maura were not
affected under acidification conditions at any of the times evaluated. These results suggest that
A. maura could be implementing physiological strategies to allocate additional energy to pH
homeostasis, with shell dissolution being a strategy to compensate for chemical instability using
CaCOs reserves. However, it is possible that the future projections of AO caused by high CO,
levels have a negative impact on the shell calcification of A. maura, considering that the loss of
structural integrity due to AO compromises the mechanical properties of the shell, which could
make A. maura more susceptible to predators and other environmental stressors. Therefore,
more research is required to determine the physiological mechanism of A. maura in response to
OAin the long term.
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1. INTRODUCCION

En los organismos calcdreos, durante el proceso de biomineralizacion se liberan iones hidrégeno
(H") cuando el bicarbonato (HCOs;) es precipitado como carbonato de calcio (CaCOs) (Li et al.
2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). La formacion de este compuesto conduce a la
acumulacién de iones H' en el sitio de calcificacién, lo que disminuye la precipitacién de CaCO3
(Li et al. 2016; Chandra Rajan, & Vengatesen, 2020). Para mantener el pH y la tasa de
calcificacién, los H" deben bombearse constantemente fuera del sitio de calcificacion a través de
transportadores o canales celulares de iones (Li et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).
Uno de los pardmetros mds importantes que determinan la tasa de biomineralizacién, es el nivel
de saturaciéon de CaCOs; (Q CaCOs) del océano (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).
Actualmente, en los océanos globales, el nivel de saturacién de los minerales de calcita y
aragonita (Q cal y Q arg) esta experimentando una rapida tendencia a disminuir mientras que en
los océanos costeros ha comenzado a fluctuar a una magnitud sin precedentes (mayor), debido
a la absorciéon excesiva de didxido de carbono (CO;) de origen antropogénico (Chandra Rajan &
Vengatesen, 2020). Al proceso de cambio de la quimica del carbonato del océano se le
denomina acidificacién del océano (AO, por su acrénimo), que también afecta la reduccion del
pH interno (en el sitio de calcificacién) y la capacidad de los organismos de absorber el carbono
inorganico disuelto, forzandolos a utilizar energia adicional para mantener una homeostasis
interna de pH/ regulacion acido-base, lo que altera gravemente el proceso de biomineralizacién
y el balance energético (Ries et al. 2009; Le Moullac et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen,
2020).

La AO, inducida por la elevacién del didxido de carbono atmosférico (pCO,) debido a actividades
antropogénicas, reduce el nivel de Q CaCOs y el pH del océano (Chandra Rajan & Vengatesen,
2020). Esta reduccidn en el gradiente electroquimico del H', entre el citosol del organismo vy el
agua de mar dificulta el mantenimiento del pH deseado en el sitio de calcificacidn, lo que
provoca una inhibicidn de la calcificacién y un impacto negativo (visible) en la disolucién de la

concha causado por el incremento de H* en el agua de mar; (donde la alta afinidad del H* por el



C03'2, conduce a la disolucion de las estructuras de CaCOs; existentes) (Ries et al. 2009; Liu et al.

2012; Li et al. 2016; Welladsen et al. 2010; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).

Asimismo, la reduccién del nivel de Q CaCOs, debido a la AO (aumento del nivel de pCO,), afecta
directamente a las proteinas de transporte de iones y las proteinas de matriz de la concha
(SMPs, por su acrénimo en inglés) que participan en la biomineralizacién (Chandra Rajan &
Vengatesen, 2020). Ademas, la direccién y magnitud del efecto de elevados niveles de pCO,
varia en los organismos, dependiendo de la especie, la poblacion, el tiempo de exposicion, el
tiempo de generaciodn, la variabilidad genética en una poblacion y, lo que es mas importante, los
limites fisiologicos y la adaptabilidad a corto plazo (Ries et al. 2009; Chandra Rajan &
Vengatesen, 2020). Los moluscos de la Clase Bivalvia que mantienen el pH del fluido calcificante
en el rango de pH de 7.33 a 8.53 han mostrado ser mds vulnerables a la AO que los corales que

mantienen el pH del fluido calcificante en 9.3 (Ries et al. 2009; Metalpa et al. 2011).

Desde la revolucién industrial, el valor medio de pH del agua de mar ha disminuido en un
promedio 0.1 unidades debido a la absorcién de CO,, y se prevé que el sistema oceanico
experimente una nueva disminucién del pH de entre 0.3 a 0.5 unidades para el afio 2100, y 0.7
unidades para el afio 2300 (Li et al. 2016). La magnitud de los cambios proyectados tendra
probablemente efectos adversos en la funcidn, estructura y aptitud de los ecosistemas marinos
(Liu et al. 2012; Li et al. 2016). Donde, el aumento del pCO, provoca la AO, al reducir su grado de
saturacion con respecto al CaCOs vy, por tanto, la inhibicién de la calcificacién, que se traduce en
un impacto negativo, visible en la concha y las SMPs de los organismos marinos (Ries et al. 2009;
Liu et al. 2012; Li et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Dado lo anterior, este
fenédmeno podria tener implicaciones ecoldgicas severas para los organismos marinos que
forman exoesqueletos o conchas, entre los que destacan los bivalvos, por el impacto econdmico
potencial para industrias que dependen de ellos (Welladsen et al. 2010). Ademas, es importante
estudiar a nivel histoldgico, es decir, el tejido de manto de organismos sésiles como los
moluscos bivalvos expuestos a condiciones de AO, ya que, estudios del impacto de la AO en
términos de morfologia del manto son escasos, y la respuesta de A. maura ante el aumento de

H* bajo condiciones de AO no ha sido reportada (Chandra Raja & Vengatesen, 2020).



2. ANTECEDENTES

2.1 Biomineralizacion en moluscos.

La biomineralizacién es un proceso dindmico en el que se forman estructuras mineralizadas
complejas por sistemas vivos, tales como conchas, huesos y dientes, los cuales presentan
funciones fisiolégicas importantes brindando soporte estructural, fuerza mecanica, proteccién,
movimiento, resistencia, deteccidn dptica, trituracion de alimentos, defensa y almacenamiento
(Marin, 2020; Liu & Zhang, 2021). En los moluscos la biomineralizacién es un proceso
fundamental en los océanos globales, en el cual los iones calcio y carbonato se ensamblan junto
con biomoléculas tales como, proteinas, carbohidratos y lipidos para la formacién de
estructuras de carbonato de calcio (CaCOs) (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020; Clark, 2020).
Estas presentan una amplia variedad de funciones como: soporte estructural, proteccion contra
luz ultravioleta (UV), refugio contra la depredacién, patdgenos, nutricién, reproduccion,
almacén de iones, y protector contra factores de estrés ambiental (Richards, 2018; Chandra

Rajan & Vengatesen, 2020).

Los organismos mineralizantes presentan una amplia diversidad de fisiologias, anatomias y
habitats, por lo que son considerados econdmica y ecolégicamente importantes, ya que,
contribuyen a la sostenibilidad de los ecosistemas marinos, a través de las redes alimenticias,
biodiversidad global y su participacién en el ciclo global del carbono, actuando como filtradores,
formadores de arrecifes, formadores de habitats y como recurso alimenticio, por mencionar
algunos (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020; Clark, 2020). Especificamente el filo Mollusca
presenta una diversidad de especies que forman estructuras calcareas, siendo uno de los
principales ejemplos de biomineralizacion en el océano, ya que estos presentan una gran
diversidad de estructuras mineralizadas con una organizacién y composicién estructural Unica

(Chandra Rajan & Vengatesen, 2020; Marin, 2020).



2.1.1 Estructura, composicion y formacion de la concha en moluscos bivalvos.

La concha de los moluscos presenta diversas caracteristicas estructurales, dentro de las cuales
destacan: a) estructura de los cristales (polimorfos de CaCOs), b) arreglos estructurales de los
cristales (microestructuras) y c) componentes de la matriz organica (macromoléculas), las cuales
varian entre las diversas especies de moluscos (Clark, 2020). Por lo que, la composicion quimica,
estructural y proteica de las estructuras mineralizadas determinan las propiedades fisicas
(rigidez y resistencia) ante condiciones ambientales y los costos energéticos de produccidn

(Ponder et al. 2019; Clark, 2020).

La concha de los moluscos estd principalmente compuesta por una fase mineral, la cual
contiene cristales de CaCOs, y una fase organica compuesta por macromoléculas (Nudelman,
2015; Marin, 2020). Como se muestra en la Fig. 1, la fase mineral estd compuesta por
polimorfos de CaCOs;, principalmente calcita y aragonita, dispuestos en diferentes capas de la
concha; la capa externa de la concha esta formada por cristales trigonales de calcita, mientras
que la capa interna (capa nacarada) estd compuesta por placas hexagonales de aragonita

(Nudelman, 2015; Li et al. 2017; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020; Marin, 2020).

Figura 1. Representacion esquematica de la concha y el manto de los moluscos bivalvos. Las
SMPs y otros componentes organicos son representados en diferentes formas y colores.



Si bien los polimorfos, calcita y aragonita, estan quimicamente compuestos por CaCOs3, estos
difieren entre si, ya que presentan una organizacién de redes atémica diferente (Fig. 2), ademas
se encuentran dispuestos en diferentes arreglos estructurales mineralizados denominados
microestructuras (Tabla 1). La calcita es el polimorfo de CaCOs; con mayor estabilidad
termodindmica, mientras que la aragonita es menos estable, pero se transforma facilmente en
un polimorfo estable (Maleki Dizaj et al. 2015). Los cristales de calcita existen de forma natural
en forma de trigonal-romboédrica, sin embargo, también se presenta en forma de romboédrica
aguda y obtusa, tubular prismatica y escalenoedros (Maleki Dizaj et al. 2015). Por otro lado, los
cristales de aragonita se encuentran en forma ortorrémbica, que al repetirse conduce a la

formacidn de cristales pseudohexagonales, denominado nacar (Maleki Dizaj et al. 2015).
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Figura 2. Polimorfos de carbonato de calcio CaCOs. Calcita presenta cristales trigonales y
aragonita cristales ortorrombicos (Maleki Dizaj et al. 2015).



Tabla 1. Microestructuras minerales encontradas en conchas de moluscos. a) nacar columnar, b)
[dmina de ndcar, c) foliada, d) prismatica, e) laminar cruzada, f) laminar cruzada compleja, g)
homogéneo. (Kobayashi et al. 2006; Barthelat et al. 2009).

Tipo de

. Caracteristicas Micrografia
microestructura

Compuesta por tabletas apiladas verticalmente
como prisma (en columna) dispuestas una del
lado de la otra. Cada prisma estad rodeado por

Nacar columnar un recubrimiento de matriz. Los prismas se
encuentran alineados al exterior de la conchay
generalmente se encuentran en la capa
exterior de la misma.

Agregacién de tabletas poligonales arregladas
en hojas y en una seccidn radial dispuestas

Ldminas de nacar horizontalmente que dan la apariencia de una
pared de ladrillos. Son encontrados en la capa
interna de la concha.

Tabletas alargadas de calcita en forma de
listones dispuestas en contacto de lado a lado
en laminas irregulares que tienen la misma
orientacién general hacia el margen de la capa
y se encuentran sub-paralelas a la superficie
interna de la capa. Los bordes terminales en la
superficie de la concha muestran una
apariencia romboédrica.

Foliada

Agregaciones de prismas poligonales, donde P I

los ejes mas largos son verticales a la superficie : 'ﬁ«. <

de la capa interna. Los prismas muestran un r— - oS e
Prismatica patrén de panal en una seccidn transversal, y ;

estdn compuestos por pequefias tabletas f

alargadas de calcita. Se encuentra sélo en la ~

capa externa de la concha. ' S00um




Agregaciones de varillas  rectangulares
alargadas de aragonita dispuestas
Laminar cruzada paralelamente entre si, formando un bloque
rectangular. Este bloque rectangular se
encuentra inclinado en direccién opuesta.

Es similar a la microestructura lamelar cruzada,
pero consiste en un inter-crecimiento de
bloques de cristales dispuestos en cuatro
orientaciones principales que irradian desde la
parte central en forma cdnica.

Complejo
laminar-cruzado

Agregacion de cristales de aragonita granulares

Homogénea . N e
& de diferentes tamanfos sin forma especifica.

La fase mineral constituye entre un 95-99% del peso de la concha, y el porcentaje restante (1-
5%) corresponde al material organico compuesto por proteinas de matriz de la concha (SMPs,
por sus siglas en inglés), polisacdridos como la quitina, pigmentos, metabolitos y lipidos, los
cuales son secretados durante el proceso de biomineralizacién (Nudelman, 2015; Chandra Rajan
& Vengatesen, 2020; Marin, 2020) (Fig. 1). En el caso de las SMPs se encuentran ocluidas en la
microestructura de la concha de los moluscos brindando importantes propiedades mecanicas,
ya que la unién entre la estructura mineralizada y la matriz organica mejora las propiedades
mecanicas de la concha, por lo que la matriz organica juega un rol fundamental en el proceso de
biomineralizaciéon (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Por lo anterior, el estudio del rol de las
proteinas involucradas en el proceso es de amplio interés en el area cientifica para comprender

el mecanismo de biomineralizacion (Liu & Zhang, 2021).



La formacion de la concha ocurre por medio de interacciones bioldgicas y fisicas, tales como;
actividad genética y celular, interaccion proteina-fase mineral, formacién y nucleacién de
cristales, competencia de cristales, crecimiento en espacios confinados y auto- organizacion
(Clark, 2020). Por lo que, la biomineralizaciéon involucra alta selectividad y captacion de
elementos de los ambientes locales, asi como la incorporacion de estos a estructuras
funcionales bajo un estricto y complejo control biolégico (Mann, 2001). Dicho control es llevado
a cabo por células epiteliales del manto, un tejido delgado que se encuentra junto a la capa
interna de la concha (capa nacarada) compuesto por dos epitelios (externo e interno) separados
por tejido conectivo, que contienen una solucién acuosa y un espacio y fluido extrapalial,

respectivamente (Fig. 1) (Mann, 2001; Li et al. 2017).

Inicialmente, se forma una capa proteica altamente entrecruzada llamada periostraco, la cual en
conjunto con las células epiteliales del manto forman un espacio que contiene diversas
macromoléculas, llamado matriz, la cual funge como base para la deposicién de los minerales
de CaCO; ademas de actuar como sustrato para el inicio de la biomineralizaciéon (Addadi et al.
2006; Nudelman, 2015). Finalmente, se forman los minerales dentro de la matriz, la capa
prismatica es la primera en formarse cubierta por el periostraco, y la capa nacarada es formada
conforme la concha crece en términos de grosor (Mann, 2001). Durante la formacién de la fase
mineral, algunas proteinas acidas se mantienen ocluidas dentro de la fase mineral (Addadi et al.

2006).

Si bien las condiciones ambientales, tales como temperatura y presién favorecen la formacién
de calcita debido a que presenta una mayor estabilidad en comparacion con la aragonita, los
moluscos controlan genéticamente el tipo de polimorfo en un ambiente determinado
(Nudelman, 2015). Siendo las SMPs, las principales biomoléculas participantes, las cuales son
expresadas por el tejido del manto y secretadas en el espacio extrapalial (EPS, por sus siglas en
inglés), entre la concha y el manto, donde posteriormente los iones Ca* y CO_:,Z’/HCO_:,’ son
transportados para interactuar con las SMPs y otras biomoléculas para el inicio de la nucleacion
y la formacién controlada de cristales de CaCOs; (Chandra Raja & Vengatesen, 2020) (Fig. 1). Por

lo anterior, la identificacion y cuantificacion de las SMPs es uno de los pasos clave para



comprender el proceso de biomineralizacién (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Por otro
lado, debido a que los iones calcio y bicarbonato, materias primas de la biomineralizacion,
derivan principalmente del agua de mar y el alimento, el Q CaCOs; del agua de mar es un
importante parametro que determina la tasa del proceso de biomineralizaciéon (Chandra Rajan

& Vengatesen, 2020).

2.1.2 Estructura del tejido del manto de moluscos bivalvos.

El manto es el érgano externo que cubre el interior de las valvas de la concha y el resto de los
organos y tejidos blandos (Fougerouseet al. 2008). La principal funcion del manto es la secrecién
de los minerales que forman las valvas de la concha, asi como el crecimiento de esta
(Fougerouse et al. 2008). El manto esta compuesto por dos lébulos grandes, cada uno de los
cuales cubre una valva de la concha (Fougerouse et al. 2008). El epitelio de los moluscos esta
compuesto por células ciliadas simples, cuboidales y a veces, columnares (Smolowitz, 2021). El
epitelio contiene moco y células sensoriales que se encuentran intercaladas en este, donde una
[dmina basal separa las células epiteliales de los tejidos conectivos y fibras musculares

subyacentes (Pérez Estrada, 2000; Fougerouse et al. 2008; Smolowitz, 2021).

El epitelio de los bivalvos esta dividido generalmente en dos zonas, zona central y borde del
manto (Smolowitz, 2021). Una de ellas es la zona central (paleal o membranosa), compuesta por
dos capas epiteliales separadas por tejido conectivo, epitelio externo e interno (Fig. 3)
(Smolowitz, 2021). La capa del epitelio externo o también conocido como epitelio de la concha,
se encuentra adherido a la superficie interna de la concha, mediante una unién que puede
romperse facilmente sin destruir las células epiteliales ni los cilios, y produce las valvas de la
concha y estd compuesto principalmente por células simples cuboidales y/o columnares con
cilios largos, compactos y abundantes (Smolowitz, 2021). El epitelio interno cuboidal ciliado
recubre desde la superficie a la cavidad del manto, contiene muchas células calciformes

productoras de moco con numerosas inclusiones redondas en su citoplasma (Smolowitz, 2021).
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Figura 3. Manto paleal (manto membranoso) de la zona central. a, epitelio del manto; b,
cavidad del epitelio del manto (Smolowitz, 2021).

El epitelio interno se encuentra en contacto con el medio ambiente (p. ej. Agua de mar) y
tejidos internos, mientras que el epitelio externo segrega todos los componentes
macromoleculares e idnicos para la sintesis de la fase mineral (Marin et al. 2012). El epitelio
externo e interno generalmente presentan una monocapa de células con microvellosidades,
intercaladas por células caliciformes (mucositos) productores de moco (Marin et al. 2012).
Ademas, las células del epitelio externo presentan bombas y canales de membrana para la
expulsién de precursores inorganicos del CaCOs (ion bicarbonato), por lo que, si el calcio se
libera en el sitio de calcificacion de forma idnica, el transporte de iones no es pasivo, sino que
requiere el papel activo de bombas transmembrana, tales como Ca-ATPasas (Marin et al. 2012).
Sin embargo, estdas bombas no se encuentran bien documentadas a nivel molecular, por lo que
se sugiere que para el ion bicarbonato podria existir un transporte equivalente, que implicaria
canales o bombas de bicarbonato, siendo las anhidrasas carbdnicas (AC) transmembranales una

alternativa que cataliza la hidratacion del CO; a bicarbonato (Marin et al. 2012).

La linea paleal (linea de la zona central) delimita circunferencialmente, la zona central del manto
(unidn con la valva) del borde del manto (no hay unién con la valva) (Smolowitz, 2021). Por lo

gue la zona posterior a la linea paleal se denomina borde del manto, este suele ser mas grueso



11

en comparacion con la zona central del manto y en la mayoria de los bivalvos, se divide en tres

I6bulos salientes: externo (1), medio (2) e interno (3) (Fig. 4) (Smolowitz,2021).

Figura 4. Orilla del manto de una ostra mostrando los tres I6bulos. a, periostraco ubicado entre
el I6bulo externo (1), y medio (2); b, I6bulo interno (3); nervio circumpaleal (Smolowitz, 2021).

En la base del surco periostracal, entre los l6bulos externo y medio (I6bulos 1y 2), se encuentra
la glandula periostracal, que secreta periostraco (Smolowitz, 2021). El periostraco es delgado y
por lo general escamoso, se observa en la superficie externa de la concha y en el borde del
manto, funciona en la superficie interna como molde de la cual se construye el resto de la fase
mineral, debido a sus caracteristicas, el periostraco se elimina frecuentemente por frotamiento
de la superficie externa de la concha en areas mas antiguas de la misma (Fig. 5y 6) (Smolowitz,
2021).

La zona marginal es el drea especializada del I6bulo externo (I6bulo 1) que se extiende mas alla
de la linea paleal, donde se forma una camara de secrecion, entre el epitelio del manto vy el
periostraco, y se secreta la proteina por las células epiteliales glandulares de estructura
columnar simple (Smolowitz, 2021). La matriz proteica se calcifica dentro de la cdmara y forma
la capa prismatica de la concha en la superficie interna del periostraco (Smolowitz, 2021).
Conforme crece el borde del organismo, por medio de la deposicidon del periostraco y la capa

prismatica, el epitelio de la zona central deposita la capa interna iridiscente de la concha (nacar)
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al entrar en contacto con la superficie interna de la capa prismatica, aumentando la
profundidad de la concha (Smolowitz, 2021). Por lo que, el nacar es producido por el epitelio de
toda la zona central, lo que promueve que la porcion mas gruesa de la valva se encuentre

cercana al ligamento (musculo abductor) (Smolowitz, 2021).
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Figura 5. Orilla del manto de la almeja Mercenaria mercenaria en la que se indican los Iébulos
del manto. a, lébulo externo (1); b, pliegue periostracal; c, I6bulo medio (2); d, I6bulo 3; e,
I6bulo 4 (Smolowitz, 2021).

Figura 6. Orilla del manto de la almeja Mercenaria mercenaria en la que se sefiala el
periostraco. a, pliegue periostracal; b, periostraco (Smolowitz, 2021).

Los l6bulos medio e interior del borde del manto presentan numerosos pequefos tentaculos,
donde los Iébulos internos suelen ser largos y grandes, proyectdndose en angulo recto hacia el

I6bulo medio (Smolowitz, 2021). Estos tentaculos internos se entrecruzan formando un sistema
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semicerrado cuando las valvas de la concha estdn casi cerradas, proporcionando una cavidad
cerrada que permite el flujo de agua a través de los sifones y sobre las branquias (Smolowitz,
2021). Pequeiias y numerosas glandulas mucosas con conductos se extienden hacia la superficie
del tejido conectivo subyacente, al lado del epitelio cilindrico de los I6bulos internos (Smolowitz,
2021). Los tejidos conectivos que se encuentran entre las dos capas epiteliales del manto estan
compuestos por sinusoides (canales a través de los cuales fluye la sangre), musculos, nervios y
células de soporte (Smolowitz, 2021). Debajo de los lI6bulos, en los tejidos conectivos de la zona
marginal hay un nervio circumpaleal y una arteria circumpaleal (Smolowitz, 2021). Los musculos
longitudinales se extienden desde la linea paleal hasta las puntas de los |6bulos y funcionan para
retraer el borde del manto hacia la concha cuando las valvas estan bien cerradas (Smolowitz,

2021).
2.2 Interaccion entre el diéxido de carbono (CO;) y el océano.

El equilibrio quimico del océano es regulado por el sistema de carbono inorgdnico, el cual
controla principalmente el pH del océano. Existen cuatro formas principales de carbono
inorgdnico disuelto (DIC, por sus siglas en inglés) en el océano: iones bicarbonato (HCO3'), iones
carbonato (CO;5) y diéxido de carbono acuoso (CO; (aq)) Y acido carbdnico (H,COs). A pH 8.2, el
CO; (aq) Se encuentra principalmente en forma de bicarbonato, (¥88%) y el resto en forma de
COs% (~11%) y carbono disuelto (~0.5%) (Fabry et al. 2008). Cuando el diéxido de carbono (CO,)
atmosférico resultado de actividades antropogénicas se disuelve en el océano, reacciona con el
agua de mar (H,0) formando acido carbdnico (H,COs), el cual se disocia rdpidamente en un ion
hidrégeno (H') y HCO5™ (Fabry et al. 2008; Branch et al. 2013; Clark, 2020). Debido a que el agua
de mar se encuentra saturada de iones carbonato (CO5?) estos actiian como neutralizadores de
los iones hidrégeno (H*) formando mas bicarbonato (HCO3) (Fig. 7) (Fabry et al. 2008; Branch et
al. 2013; Clark, 2020). Por tanto, la dilucion del CO, en el agua de mar incrementa las
concentraciones de H,CO;, HCO; v H, y disminuye la concentraciéon de Co5” y el pH (pH = -
log[H™]) (Fabry et al. 2008). Asi, las tres formas disueltas de carbono inorgénico disuelto (DIC):
CO; (ag), HCO3, COg'Z, son importantes para procesos bioldgicos de organismos marinos, tales

como las especies biomineralizantes, quienes utilizan el bicarbonato (HCO3) como fuente de
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carbono vy iones calcio (Ca**) para producir estructuras mineralizadas de carbonato de calcio

(CaCO0s), liberando iones hidrégeno (H*) durante la reaccién (Fig. 7).

. fco; ,
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Figura 7. Interaccion entre el CO, atmosférico y el agua de mar (H,0). Flechas azules, reaccion
de la formacidn de CaCOjs; flechas azules/rojas, reaccion de acidificacion del océano (Modificado
de Branch et al. 2013).

La liberacién de H" afecta el equilibrio acido-base de la célula al disminuir el pH en el sitio de
calcificacién y la tasa de produccién de CaCOs, por lo que, para mantener el equilibrio, los H*
deben ser bombeados constantemente fuera del sitio de calcificacion a través de
transportadores o canales de iones celulares (Li et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).
Debido a lo anterior, el estado de saturacion de CaCOs; del agua de mar es uno de los
parametros mds importantes que determina la tasa del proceso de biomineralizacién (Chandra

Rajan & Vengatesen, 2020).
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2.2.1 Acidificacion del océano (AO).

Las reacciones quimicas involucradas desde la interaccidon entre el CO, y el océano hasta la
precipitacion del CaCO3 se encuentran en equilibrio, y la concentraciéon de cada producto de
reaccion (CO,, HCOs, H' y Cng’.) dependera de factores ambientales tales como presion,
salinidad, temperatura y pH (Richards et al. 2018). Un cambio en una o multiples condiciones

podria provocar efectos negativos sobre los organismos (Doney et al. 2020).

El océano tiene la capacidad de regular los efectos del cambio climatico al tomar el CO,
atmosférico mediante el sistema natural de carbonato, evitando de esta forma cambios en el pH
del océano (Fabry et al. 2008; Bellerby, 2017). Sin embargo, este sistema es lento, por lo que se

ve limitado con un aumento constante de CO, (Fabry et al. 2008).

Del 30-50% del CO, global emitido por actividades antropogénicas (p. ej. Quema de
combustibles fésiles) es absorbido por el océano (Doney et al. 2020). Y desde la revolucion
industrial, la concentracién de CO, atmosférico ha incrementado exponencialmente a causa de
actividades antropogénicas (Doney et al. 2020; Alma et al. 2020). Actualmente, las emisiones de
carbono en la atmdsfera continlan en aumento, incrementando el intercambio de CO; entre la
atmosfera y el océano, y la subsecuente acumulacion de CO; en el agua de mar (Bellerby, 2017).
Esta acumulacidn provoca un incremento de las concentraciones de carbono inorganico, y una
disminucion del pH y la concentracién de CO5” (estado de saturacion del carbonato de calcio, Q
CaCO0:s), fendmeno conocido como acidificacién del océano (AO) (Caldeira & Wickett, 2003;
Doney et al. 2009; Liu et al. 2012; Wei et al 2015; Li et al. 2016; Bellerby, 2017; Alma et al. 2020;
Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).

Bajo condiciones de AO, los organismos calcificantes requieren mayor energia para procesos
fisiolégicos esenciales (p. ej. homeostasis del pH), lo que implica importantes costos celulares,
gue afectan negativamente funciones fisiolégicas de los organismos marinos, tales como el
crecimiento, reproduccién y defensa (Li et al. 2015; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Dicho
fenédmeno afecta directamente a organismos marinos calcificantes que presentan

exoesqueletos o conchas de CaCOs, tales como los equinodermos, corales y moluscos (Beniash
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et al. 2010; Anzoux-Bordenave et al. 2019). Siendo los moluscos, los organismos marinos mas
vulnerables a la acidificacién debido a su baja capacidad de regulacién acido-base, siendo mas
sensibles en la etapa larvaria y juvenil (Beniash et al. 2010; Anzoux-Bordenave et al. 2019). Sin
embargo, la magnitud y direccién de los efectos de la acidificacién varian entre las especies
(Beniash et al. 2010). En bivalvos, se ha reportado que afecta negativamente al reducir la
reproduccién, supervivencia de bivalvos juveniles, retraso en la maduracion de adultos,
alteracion en el reclutamiento, biomasa y valor econdmico de las pesquerias (Doney et al.

2020).

Desde la revolucidn industrial, el pH global del agua de mar ha disminuido en un promedio de
0.1 unidades debido a la absorcidn excesiva de CO, (Fig. 8, linea negra) (Ries et al. 2009; Liu et
al. 2012). Actualmente, los niveles de CO, han incrementado un 50% mads en comparacion con
los niveles preindustriales, y se estima que para el afio 2100 el pH disminuya entre 0.3 a 0.5
unidades (pH de 8.17 a 7.77) (Fig. 8, linea, roja) y 0.7 unidades para el afio 2300 (pH 7.50)
(Caldeira & Wickett, 2003; Ries et al. 2009; Liu et al. 2012; Li et al. 2015; Laffoley & Baxter, 2016;
Li et al. 2016, Doney et al. 2020). Donde las aguas superficiales estan presentando una mayor
disminucion del pH y del estado de saturacién del carbonato de calcio (Q CaCOs), debido a que

en estas se realiza la mayor parte de la produccion oceanica (Doney et al. 2020).

pH (total scale)
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Figura 8. Modelos climaticos proyectados desde el afio 1850 al 2100 del pH promedio global del
océano. Linea negra, tendencia histérica con un decremento de 0.1 unidades de pH.
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Proyecciones para el aflo 2100: Linea roja, escenario basado en altas emisiones de CO,; Linea
azul: escenario de mitigacidn estricta de emisiones de CO, (IPCC, 2014).

Estos cambios en la quimica del carbonato del océano afectardn una gran variedad de procesos
biolégicos dependientes del pH asi como los componentes del sistema de carbonato, por lo que
se prevé que los organismos calcificadores sean principalmente afectados por la AO, afectando
su supervivencia y, por tanto, la produccién, funcionamiento y diversidad de los ecosistemas
marinos, donde algunas especies seran beneficiadas y otras afectadas, hasta el punto de la
extincioén local (Fig. 9) (Doney et al. 2020; Liu et al. 2012; Schalkhausser et al. 2012; Bellerby,
2017). Debido a que la pesca productiva y los organismos y ecosistemas de mayor importancia
cultural dependen del océano, la AO provocara una reduccion del crecimiento y supervivencia

de especies calcificantes de interés comercial (IPCC, 2014; Bellerby, 2017).
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Figura 9. Riesgo de las especies marinas bajo condiciones de acidificacion del océano (AQO). La
sensibilidad a la AO es mayor en organismos marinos calcificadores (IPCC, 2014).
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2.2.1.1 Efectos de la AO en moluscos bivalvos: a nivel estructural, fisiolégico y genético.

El ion carbonato (CO;%) estd involucrado en el proceso de calcificacién de organismos marinos
gue forman estructuras de CaCOs, como los corales, moluscos y equinodermos, debido a esto,
estos organismos son vulnerables a la AO (Wei et al. 2015). Por lo anterior, las investigaciones
recientes se han centrado en los efectos de la acidificacidon del océano sobre la calcificacion de
diversos organismos marinos (Liu et al. 2012). Los organismos calcificadores tienen la capacidad
de regular la biomineralizacion a través del transporte (pasivo y activo) de iones dentro y fuera
del sitio de calcificacion (aislado del agua de mar), sin embargo, dicha capacidad de regulacion
acido-base es débil, por lo que estos organismos han mostrado ser vulnerables a la AO, donde la

biomineralizacién es el principal proceso afectado (Weiner & Dove, 2003; Li et al. 2016).

Investigaciones han revelado una disminucién de las tasas de calcificacion bajo condiciones de
acidificacion de una diversidad de organismos calcdreos, sin embargo, la sensibilidad varia entre
las especies e incluso algunos taxones podrian mostrar una mayor calcificacidn a niveles de CO,
proyectados (Iglesias-Rodriguez et al. 2008, Ries et al. 2009). Y los estudios de la respuesta de la
calcificacién bajo condiciones de acidificacién se encuentra todavia limitado de especies, por lo
que poco se conoce acerca de los mecanismos de calcificacion especificas de cada especie

(Doney et al. 2009).

El aumento antropogénico del didxido de carbono atmosférico (pCO,) disminuye el pH de los
océanos, reduciendo asi el grado de saturacion con respecto al carbonato de calcio (CaCOs).
Dicho fendmeno de acidificacion del océano se sugiere tendrd un impacto negativo en los
organismos marinos que forman conchas y esqueletos a partir de CaCOs (Ries et al. 2009). Un
estudio de 18 organismos marinos que abarcaban una amplia gama taxondmica entre los cuales
destacan, crustdceos, cnidarios, equinoideos, rodofita, clorofita, gasterépodos, bivalvos vy
anélidos fueron expuestos a elevados niveles de CO, durante 60 dias, mostrando que 10 de las
18 especies estudiadas exhibieron tasas reducidas de calcificacion neta y en algunos casos,
disolucién neta bajo altos niveles de pCO, (Ries et al. 2009). Sin embargo, en 7 especies la
calcificacion neta aumentd por debajo de los niveles intermedios y/o altos de pCO,, y una

especie no mostrd respuesta a la AO (Ries et al. 2009). De los cuales se reportdé que los
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moluscos de clase bivalvos, que mantienen un pH del fluido calcificante en el rango de 7.33-
8.53, mostraron ser mas vulnerables a la AO en comparacién con los corales quienes mantienen
el pH del fluido calcificante en 9.3 (Ries et al. 2009). Lo anterior sugiere que las diferentes
respuestas pueden indicar las diferencias entre los organismos en su capacidad para regular la
cubierta organica y la solubilidad de su capa o mineral esquelético (Ries et al. 2009). Por tanto,
el impacto del pCO, atmosférico elevado sobre la calcificacion marina es variado,

independientemente de los mecanismos especificos involucrados (Ries et al. 2009).

Adicionalmente, experimentos de acidificaciéon sobre organismos marinos, tales como el coral
Stylophora pistillata, el equinodermo Amphiura filiformis, el caracol Limacina helicina, el
gasterépodo Strombus luhuanus vy los bivalvos, Limacina gelicina, Mytilus edulis y Crassostrea
gigas mostraron que un decremento en el pH del agua de mar provoca efectos negativos sobre
la tasa de calcificacién y por tanto en el crecimiento de la fase mineral (Gazeau et al. 2007;
Marubini et al. 2008; Wood et al. 2008; Comeau et al. 2009; Dupont & Thorndyke, 2009; Liu et
al. 2012). Dicho efecto son respuestas de la acidificacidn interna, siendo la disolucién de sus
estructuras mineralizadas una estrategia para compensar dicha inestabilidad quimica
(Michaelidis et al. 2005; Miles et al. 2007; Spicer et al. 2007; Doney et al. 2009). Sin embargo, se
ha reportado que la tasa de calcificacién del gasterdpodo Littorina littorea y el cefalépodo Sepia
officinalis incrementd bajo condiciones de pH acido, por lo que la respuesta a variaciones en el
sistema de carbonatos es diversa entre los organismos marinos (Findlay et al. 2009; Gutowska
et al. 2010; Liu et al. 2012). Por lo que es necesario comprender los mecanismos fisioldgicos
esenciales de la biomineralizacion para evaluar la sensibilidad de los organismos marinos a la AO

(Liu et al. 2012).

Es de esperar que dichos efectos de la AO sobre la calcificacién influyen en un dltimo término en
la tasa del metabolismo energético de los invertebrados, a través de cambios en el pH
extracelular e intracelular que causan alteraciones en la distribuciéon de energia (Langenbuch &
Portner, 2004; Michaelidis et al. 2005; Lannig et al. 2010; Melatunan et al. 2011). A nivel celular,
cambios en el pH extracelular provocan una disminucién de la tasa y los costos energéticos de la

regulacion acido-base, regulacién idnica y/o sintesis de proteinas (Portner, 1987; Portner &
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Bock, 2000; Langenbuch & Portner, 2004; Schalkhausser et al. 2012). A nivel organismo, ocurre
una disminucion o una estimulacion en la tasa metabdlico del organismo completo,
dependiendo de si la AO deprime o estimula los mecanismos transepiteliales de regulacion
acido-base (Portner, 1987; Portner & Bock, 2000; Langenbuch & Portner, 2004; Michaelidis et
al. 2005; Beniash et al. 2010; Stumpp et al. 2011; Schalkhausser et al. 2012). Dichos cambios
pueden desencadenar compensaciones en la distribucidén de energia entre diferentes procesos
bioldgicos, tales como, la regulacién de iones, la calcificacidn, el crecimiento y desarrollo, lo que
a su vez provocara limitacién en uno o mas de dichos procesos (Portner & Bock, 2000; Wood et
al. 2008; Beniash et al. 2010; Guderley et al. 2010; Stumpp et al. 2011; Schalkhausser et al.
2012).

La mayoria de los organismos calcificadores muestran tasas metabdlicas, de crecimiento y de
calcificaciéon reducidas como sintomas de la exposicion a niveles elevados de CO, debido al
fenédmeno de AO (Dineshram et al. 2012). Ademds de que la AO afecta el proceso de
biomineralizacién a nivel estructural, este fendmeno también afecta negativamente el proceso
a nivel molecular. Debido a que la produccidn de estructuras de CaCO3; dependen no solo de la
saturacion de CaCOs, sino también de la capacidad de expresién de SMPs (Brahmi et al. 2021). Y
se ha reportado, que altos niveles de pCO, impactan negativamente en el proceso de
biomineralizacién en términos de tasa de crecimiento, integridad de las estructuras de CaCOs;, y
en la expresion de genes que codifican SMPs (Brahmi et al. 2021). Por lo que el estudio de las
SMPs es una de las principales herramientas que permiten dilucidar las bases moleculares del
proceso de biomineralizacién en moluscos, asi como determinar el impacto de los cambios
ambientales (acidificacidon y calentamiento del océano) sobre este (Liu & Zhang, 2021). Por
ejemplo, se ha reportado la relacion entre la expresidon diferencial de las SMPs y la plasticidad
fenotipica bajo condiciones ambientales estresantes en diversas especies de moluscos (Liu &
Zhang, 2021). Ademas, se ha reportado que bajo condiciones ambientales estresantes ocurren
modificaciones en la microestructura y composicion de las conchas, donde el estudio de las

SMPs puede ser uno de los principales indicadores de dichas alteraciones (Liu & Zhang, 2021).
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La regulacion de la expresidon génica es uno de los procesos celulares regulados por los
organismos, y es una de las respuestas mas rdpidas y sensibles al estrés ambiental (Liu et al.
2012). Por lo que, la evaluacién del perfil de expresidon de genes relacionados con el proceso de
biomineralizaciéon bajo condiciones ambientales cambiantes tales como la acidificacidon del
océano, podria ser una alternativa para determinar los impactos del cambio climatico sobre los
organismos marinos, ya que la respuesta a nivel molecular de los organismos marinos para

tolerar la acidificacién del océano es poco conocida (Liu et al. 2012).

Welladsen et al. (2010) expusieron a la ostra perlera Pinctada fucata bajo agua acidificada a pH
7.80 y 7.60 por 28 dias. Las conchas expuestas a dichas condiciones fueron 25.9% (pH 7.80) y
26.8% (pH 7.60) mas débiles en comparacién con los controles (Welladsen et al. 2010). Ademas,
un analisis de SEM mostré que a pH 7.60 la concha presentd signos de malformacion y/o
disolucién (Welladsen et al. 2010). Dichos resultados sugieren que la AO impactara reduciendo
la dureza de la concha y causando malformaciones del nacar de P. fucata, lo cual provocard
impactos ecoldgicos en las ostras perleras, y en ultimo término un impacto negativo en la
industria perlera que depende de ellas (Welladsen et al. 2010). Liu et al. (2012) analizaron el
efecto de la disminucién del pH en la expresidn de los genes calmodulina, she-7-F10 y hsp70 en
P. fucata, los cuales se han reportado participan en el proceso de biomineralizacion de la
concha. Bajo condiciones de acidificacion (pH 7.70) se observd una disminucién de la expresion
de genes relaciones con la biomineralizacién, y aumento en la expresién de Hsp70 (Liu et al.
2012). En el caso de calmodulina es un mediador intracelular de la sefalizacién de calcio,
ademas se ha reportado juega un rol importante en la regulacién de la absorcién y el transporte
de calcio en la biomineralizaciéon (Liu et al. 2012). En Patinopecten yessoensis, Hyriopsis
schlegelii, P. fucata y C. gigas, se ha reportado que calmodulina regula la captacién, transporte y
secrecion de calcio durante la formacion de la concha (Li et al. 2016). Por otro lado, She-7-F10
presenta altos niveles de identidad con proteinas estructurales de la matriz de la concha, por lo
gue se sugiere podria estar involucrada en el proceso de biomineralizacién de la concha (Liu et
al. 2012). Y Hsp70 se encuentra dentro de un grupo de proteinas altamente conservadas, la cual
tiene una funcion protectora en todos los organismos, y se ha reportado que se expresa en P.

fucata en respuesta a estimulos estresantes (Liu et al. 2012). Por lo anterior, se sugiere que una
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disminucion del pH en el agua de mar impactard procesos fisiolégicos, y potencialmente la

adaptabilidad de P. fucata (Wang et al. 2009; Liu et al. 2012).

Posteriormente, se analizé el impacto de la exposicidn a altos niveles de CO; sobre el manto de
C. gigas a nivel metaboldmico y protedmico (Wei et al. 2015). C. gigas presentd niveles
alterados de ATP, succinato, MDH, PEPCK y ALDH, ademas, las cadenas ligeras de calponina-2,
tropomiosinas y miosina presentaron un incremento de la regulacidn. Por lo que altos niveles de
CO, posiblemente causara alteraciones en la estructura del citoesqueleto y en el metabolismo

energético del tejido del manto de C. gigas (Wei et al. 2015).

Li et al. (2016) analizaron la respuesta del transcriptoma y el proceso de biomineralizacion de P.
fucata a elevados niveles de CO, (pH 7.80 y 7.50). Bajo dichas condiciones se indujeron cambios
en la tasa de calcificacion neta, asi como en el contenido de calcio, mientras que no se
observaron cambios en la ultraestructura de la concha (Li et al. 2016). Los resultados mostraron
regulacién positiva de genes relacionados con la regulacién de iones y acido base, asi como la
ruta del metabolismo de aminoacidos bajo condiciones de AO, lo cual sugiere que P. fucata
podria estar implementando un mecanismo acido-base compensatorio para mitigar los efectos

del pH acido (Li et al. 2016).

Liu et al. (2017) investigaron el efecto de la AO sobre el crecimiento, microestructura de la
concha y los niveles de expresién de genes que codifican SMPs, tales como aspeina, N16 y
nacreina de P. fucata, las cuales se han reportado participan en la formacién de los polimorfos
de CaCOs;. Donde reportaron la disminucién de los niveles de expresion de los genes que
codifican SMPs bajo condiciones de acidificacién (pH de 7.40) desde el primer dia de exposicion
hasta finalizar el experimento. En el caso de aspeina, el transcrito se expresa Unicamente en la
orilla externa del manto, este codifica una proteina acida de 413 aminoacidos con proporciones
elevadas de aspartato (Asp), Gly (glicina) y serina (Ser), y se ha reportado que participa en la
formacién de la capa prismatica de calcita en P. fucata (Tsukamoto et al. 2004; Kobayashi &
Samata, 2006; Liu et al. 2012). Por otro lado, N16 codifica una SMP esencial para la nucleacion
de cristales de aragonita, ya que forma un complejo con MS160 durante la formacién de la capa

nacarada de P. fucata, ademas no presenta homologia definida con otras proteinas, por lo que
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representa una nueva familia de proteinas aislada de la concha de moluscos (Samata et al. 1999;
Liu et al. 2017). El transcrito de nacreina se expresa especificamente en las células del epitelio
externo del manto, y codifica una proteina que contiene dos dominios funcionales: dominio AC
y un dominio repetido de Glicina y asparagina, Gly-Xaa-Asn (Xaa=Asp, Asn o Glu) (Miyamoto et
al. 1996; Miyamoto et al. 2005). Es una proteina reguladora de las concentraciones de
bicarbonato (HCOs™?) y calcio (Ca®") y participar en la cristalizacién de CaCOs;, donde el dominio
repetido Gly-Xaa-Asn une el calcio y dominio de AC cataliza la formaciéon de bicarbonato,
promoviendo la formacién de la capa nacarada, por lo que ha sido utilizada para evaluar el
metabolismo celular durante la biomineralizacién, ya que, la sintesis de nacreina incrementa al
aumentar la concentracion de calcio, por lo que resulta ser un marcador de la tasa de

biomineralizacién (Miyamoto et al. 1996; Miyamoto et al. 2005; Liu et al. 2012; Liu et al. 2017).

Por otro lado, la longitud, el contenido de calcio y la dureza de la concha de P. fucata disminuyé
significativamente a un pH de 7.40, la microestructura nacarada de la concha mostré
desorganizacion y aparente pérdida de integridad estructural en la capa nacarada, y la capa
prismatica mostré malformacion con signos de corrosion y disolucidon de acuerdo con los analisis
por SEM (Liu et al. 2017). Por lo tanto, se sugiere que la acidificacion del océano limitard el
crecimiento de la concha, la calcificacién y los niveles de expresion de genes relacionados con la

biomineralizacion (Liu et al. 2017).

Auzoux-Bordenave et al (2019) investigaron los efectos de la AO inducida por CO, en abulones
juveniles (6 meses) Haliotis tuberculata, un gasterépodo importante a nivel comercial, al cultivar
los juveniles durante 3 meses a diferentes niveles de pH (8.10, 7.80, 7.70, 7.60), los cuales
representan los pH predichos para el futuro. El andlisis por SEM mostré que la textura y
porosidad de las capas mineralizadas de la concha presentaban modificaciones, tales como la
ruptura de las placas de aragonita e irregularidades en el borde de estas, al igual que el
periostraco, ademas, la longitud, peso y dureza de la concha disminuyeron significativamente a
un nivel de pH critico (7.60) (Auzoux-Bordenave et al. 2019). Estos resultados sugieren que, bajo
condiciones de AO, los mecanismos de crecimiento y la deposicién de la concha de H.

tuberculata se veran afectados negativamente, lo que provocara un impacto en el rol ecoldgico
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de esta especie y en los costos de las industrias acuicolas que dependen de ellos (Auzoux-

Bordenave et al. 2019).

Ademas de la especie, se ha reportado que la direccion y magnitud de la AO también depende
del ciclo de vida en el que se encuentre el organismo (Ries et al. 2009; Chandra & Vengatesen,
2020). Una variedad de moluscos calcificantes, han mostrado que bajo condiciones de AO
presentan un impacto negativo en la supervivencia, crecimiento, biomineralizacién y otras
funciones fisioldgicas esenciales en diferentes etapas de su ciclo de vida (Brahmi et al. 2021). En
moluscos calcareos se ha observado que la AO disminuye la supervivencia de larvas, extiende el
tiempo de desarrollo, altera la morfologia y/o altera la formacién y calcificacion de la concha

(Anzoux-Bordenave et al. 2020).

Por ejemplo, la biomineralizacién y los mecanismos de calcificacién de los estadios larvarios de
moluscos pueden ser particularmente sensibles a la AO, ya que, durante su desarrollo estos
forman CaCO3; amorfo como precursor transitorio de aragonita (Weiss et al. 2002). Esta forma
de CaCOsinestable, transitoria y amorfa es mas soluble que los minerales de aragonita y calcita,
por lo que, los procesos de biomineralizacién que ocurren durante el desarrollo embrionario y

larvario pueden ser mds vulnerables a la AO (Fabry et al. 2008).

Por otro lado, se ha reportado que la exposicion a la AO también influye sinérgicamente con
otros factores estresantes, es decir, existe una relacién y/o asociacion de diferentes factores
con el aumento de los niveles de CO, atmosférico, que pueden interactuar (o no) e impactar el
desempeiio de los organismos marinos (Schalkhausser et al. 2012). Estudios previos han
mostrado que el calentamiento y la acidificacién del océano pueden interactuar de forma
aditiva o sinérgica reduciendo la aptitud de los invertebrados marinos (Alma et al. 2020). En
bivalvos, la AO puede reducir el rango de tolerancia térmica, promoviendo una mayor
susceptibilidad a temperaturas extremas y un deterioro en el desempeno del organismo (Alma

et al. 2020).

Por ejemplo, las investigaciones indican que la sensibilidad térmica mejora bajo condiciones de

acidificacion, por el contrario, la sensibilidad a la acidificacién aumenta bajo condiciones de
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estrés térmico extremo (Schalkhausser et al. 2013). Ademas, un experimento de la exposicion
sinérgica entre una baja salinidad y altos niveles de CO, causé mayores cambios en las
caracteristicas de la concha de ostras juveniles de Crassostrea virginica que cada uno de los
factores por si solo (Dickinson et al. 2012). Dicha intensificacidon ocurrié con el bivalvo Mylitus
edulis bajo condiciones de acidificacidon y suministro limitado de alimentos, donde se destaca
que la disponibilidad de energia maximiza la resistencia a la AO (Melzner et al. 2011;

Schalkhausser et al. 2012).

Es por lo anterior, que determinar los limites de flexibilidad fisioldgica bajo multiples factores
estresantes permitird desarrollar modelos de prediccidn mas realistas acerca del desempefiio de
las especies, la distribucién de energia, su adaptacion y supervivencia en el futuro cambiante
(Alma et al. 2020). Esto ayudard a cuantificar los limites de tolerancia, asi como determinar en
qué condiciones los factores estresantes actuaran de forma aditiva, antagdnica o sinérgica, ya
gue la disminucién del rendimiento fisioldgico y orgdnico en los organismos marinos a causa de
condiciones cambiantes potencialmente impactara negativamente en las redes alimentarias
asociadas y las economias humanas locales (Alma et al. 2020). Esto debido a que la capacidad
metabdlica de los organismos depende de parametros ambientales, tales como el pH o la
temperatura, y un cambio en las condiciones ambientales fuera del rango éptimo que alcancen
el rango critico disminuird la capacidad metabdlica para mantener los procesos esenciales
relacionados con el estado fisico, como el crecimiento, reproduccidn, respuesta inmunitaria o

evasion de depredadores (Schalkhausser et al. 2012; Sokolova et al. 2012).

Adicionalmente, la AO no sélo afecta a nivel estructural, energético y metabdlico, sino que se
sugiere que este fendmeno podria estar afectando negativamente a nivel fisioldgico,
especificamente al tejido del manto. Como ya se menciond anteriormente, las microestructuras
y polimorfos de CaCOs son reguladas por moléculas organicas, como polisacaridos, proteinas y
lipidos, secretadas desde las células epiteliales del manto (Shimizu et al. 2022). Dichas
estructuras mineralizadas desempefian un papel vital en la proteccién contra depredadores,
parasitos y condiciones ambientales estresantes, y debido a la vulnerabilidad del proceso de

biomineralizacién de las conchas bajo niveles de AO predichos en un futuro cercano, las



26

investigaciones se han enfocado en el tejido del manto debido al rol que este juega en el

proceso de biomineralizacion (Hining et al. 2013; Wei et al. 2015).

Por ejemplo, la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético y la formacién
del periostraco incrementaron en el tejido del manto de Mytilus edulis bajo la exposicién de
altos niveles de CO, (Hiining et al. 2013). En el manto de C. gigas, los niveles de alanina y ATP
disminuyeron significativamente bajo la exposicion de altos niveles de pCO,, lo que sugiere
cambios en las vias metabdlicas después de la exposicidn a la AO (Lanning et al. 2010). Ademas,
el proteoma del manto de C. virginica presentd cambios significativos bajo condiciones de AO,
especificamente proteinas asociadas al citoesqueleto y el estrés oxidativo (Tomanek et al. 2011;

Wei et al. 2015).

Los bivalvos son importantes organismos calcificadores a nivel ecoldgico y econdmico, sin
embargo, los factores de estrés relacionados con el cambio climatico los afectan gravemente
(Alma et al. 2020). Los modelos de prediccion sugieren que para el afio 2100, el calentamiento y
la AO alteraran negativamente el metabolismo de los bivalvos, reduciran la integridad de la
concha e impactardn el proceso de biomineralizacién, provocando una mayor susceptibilidad de
estos a las enfermedades, sin embargo, no se conoce la relacién entre el metabolismo celular, la
distribucién de energia y la tolerancia al estrés ambiental (Alma et al. 2020). Por lo que los
estudios del efecto del cambio climatico sobre los organismos marinos, especificamente sobre
los organismos calcificantes tales como los moluscos, se han centrado en el efecto de la
disminucion del pH y otros factores estresantes, asi como en el efecto sinérgico de ambas
condiciones sobre comunidades marinas, con el objetivo de entender los efectos de estos
factores ambientales estresantes sobre la funcidn fisiolégica de los organismos (Ries et al. 2009;
Liu et al. 2012; Alma et al. 2020; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Predecir la respuesta de
las especies marinas ante el cambio climatico permitird comprender como los organismos
utilizaran su energia, se adaptaran (plasticidad fenotipica), y sobreviviran a las condiciones

ambientales cambiantes (Alma et al. 2020).
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2.2.1.2 Impactos ecoldgicos y socioeconomicos de la AO.

El CO, liberado por las actividades humanas es absorbido por los océanos, y si bien esto ayuda a
disminuir la tasa de calentamiento atmosférico y el cambio climatico, también tiene un efecto
directo en la quimica del océano, lo que conocemos como acidificacién del océano (Doney et al.

2009).

Actualmente, en los océanos costeros, el nivel de saturacion de carbonato de calcio (Q CaCOs)
esta experimentando una rapida disminucién sin precedentes, debido a la absorcién excesiva de
CO; de origen antropogénico (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). La mayor parte de la fauna
bentdnica calcificadora se encuentra en mayor proporciéon en las comunidades cercanas a la
costa (Gutiérrez et al. 2003). Por ejemplo, los bivalvos, tales como los mejillones y las ostras, son
formadores de ecosistemas en las zonas costeras, proporcionando habitat y otros servicios a
una diversidad de organismos (Gutiérrez et al. 2003; Fabry et al. 2008). Por lo que, ademas de
su baja capacidad de regulacién acido-base, los bivalvos, debido a su distribucion geografica se

convierten en organismos mas vulnerables a los efectos de la acidificacion.

Es bien entendido que muchos organismos formadores de estructuras mineralizadas de CaCOs,
tales como los bivalvos, exhiben una disminucién de la calcificacidn, crecimiento y supervivencia
a altos niveles de CO,, donde los niveles de pH y disponibilidad de COs* son decrecientes
(Doney et al. 2009; IPCC, 2014). Dichas estructuras mineralizadas brindan proteccién contra los
depredadores y soporte estructural, por mencionar algunos de las funciones, por lo que, bajo
condiciones cambiantes en la quimica del agua de mar, los organismos calcificadores deberan
adaptarse, cambiando su distribucién a regiones mas ricas en iones de carbonato o sufrir un

impacto adverso (Doney et al. 2009).

Debido a que los efectos de la acidificacidn son especie-especificos, es posible que cada uno de
estos cambios afecte la dindmica de la comunidad de forma compleja, similar a los efectos
proyectados de los aumentos de temperatura para comunidades terrestres. Incluso un reducido
numero de variaciones en las respuestas de las especies se amplificaran a lo largo de

generaciones de forma creciente y podrian promover importantes reorganizaciones de los
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ecosistemas bentdnicos y planctéonicos (Doney et al. 2009). Algunas investigaciones destacan la
resistencia diferencial y adaptacién evolutiva de algunas especies, sin embargo, es posible que

dichas capacidades sean limitadas a concentraciones superiores de CO, (IPCC, 2014).

Ademas, la acidificacion de los océanos globales no esta ocurriendo de forma aislada, sino mas
bien, forma parte de muchos factores de estrés relacionados con el cambio climatico, lo que
dificulta la prediccién de los efectos ecoldgicos de la AO (Doney et al. 2009). Por otro lado, la AO
no serd homogénea en todo el mundo, se sugiere que los océanos polares y las regiones de
surgencia, regiones donde el movimiento de las aguas va desde niveles profundos hacia la
superficie, presenten una mayor y rapida acidificacion que las regiones templadas o tropicales,
por lo que el pH variara significativamente de acuerdo con el ecosistema (CoastAdapt, 2017).
Por ejemplo, en algunas zonas del Artico, el agua es lo suficientemente 4cida como para corroer
algunos tipos de caparazones, mientras que en California ya se han observado eventos de
corrosion ocasionales, lo que sugiere que las aguas superficiales seran continuamente acidos

dentro de décadas (CoastAdapt, 2017).

Se espera que la AO cause un decremento en los estados de saturacidon de CaCO3 e incremente
las tasas de disolucién, alcalinidad y capacidad del océano para absorber mas CO, atmosférico
(Doney et al. 2009). Si la produccion de carbonato se interrumpiera por la acidificacion, el CO,
atmosférico disminuiria, dicho efecto se podria observar a corto plazo en las regiones costeras,
donde la tasa de calcificacion de los arrecifes de coral podria disminuir hasta en un 40% para
finales de este siglo (Andersson et al. 2005, 2007). Sin embargo, de manera simultanea, la tasa
de absorcién de CO, atmosférico podria saturar por completo los mecanismos compensatorios
naturales, por lo que la eficiencia del océano para absorber CO, posiblemente disminuird con el

tiempo durante los préximos dos siglos (Doney et al. 2009).

La biomineralizacion brinda diversos beneficios a los organismos calcificadores, por lo que una
disminucion en esta podria comprometer la aptitud de estos organismos y cambiar la ventaja
competitiva hacia organismos no calcificadores (Fabry et al. 2008). Por ejemplo, Kuffner et al.

(2008) reportaron que una reduccién en el estado de saturacion de aragonita sobre organismos
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de arrecifes de aguas calidas promovio la transicidon de un sistema dominado por CaCOs3 a uno

dominado por algas organicas (Fabry et al. 2008).

Debido al impacto de la acidificacién sobre procesos fundamentales para la estructura y funcién
general de los ecosistemas marinos, cualquier cambio significativo podria tener consecuencias
de gran relevancia para los océanos en el futuro, y las personas que dependen de sus alimentos

y otros recursos para su sustento (Doney et al. 2009).

Por ejemplo, los bivalvos, tales como los mejillones y las ostras, tienen un alto valor comercial
como pesquerias (Gutiérrez et al. 2003; Fabry et al. 2008). Y debido a los actuales niveles
cambiantes de CO, atmosférico producido por actividades antropogénicas, las practicas
acuicolas sufrirdn modificaciones, tales como cambios en la ubicacién de las instalaciones o
mejora de las practicas de cultivo (INAPESCA, 2021). Los efectos negativos de la AO podrian
provocar pérdidas econdmicas significativas debido a que muchas especies de moluscos

representan una importante fuente alimentaria comercial (Anzoux-Bordenave et al. 2020).

Como se menciond anteriormente la AO causara cambios en los ecosistemas marinos, lo que a
su vez tendrd consecuencias sobre sociedades que dependan de bienes y servicios que
proporcionan estos ecosistemas (CoastAdapt, 2017). Algunos de los efectos sobre la sociedad
podrian involucrar una reduccion sustancial de ingresos, pérdida de empleo y medios de
subsistencia, asi como otros costos econdmicos indirectos (CoastAdapt, 2017). Se espera un
impacto socioecondmico relacionado con la reduccion en los servicios provistos por la industria
alimentaria, y una disminucién en el almacenamiento de carbono y regulacién del clima. En el
area alimentaria, los bivalvos son de gran importancia econdmico y se encuentran entre los
grupos mas sensibles a la AO, por lo que para el afio 2100, los costos anuales globales de la
pérdida de moluscos por la AO podrian superar los 100 000 millones de délares bajo emisiones
de CO, constante (CoastAdapt, 2017). Por otro lado, la capacidad de absorcién de CO, por el
océano disminuye conforme aumenta la AO, por lo que océanos acidos son menos eficientes

para moderar el cambio climatico (CoastAdapt, 2017).
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La AO podria afectar las redes alimentarias y el ciclo del carbono, al modificar la distribucion de
los nutrientes y metales dependientes del pH, lo que, a su vez, podria alterar la composicién de
especies y las tasas de productividad primaria (Huesemann et al. 2002). Ademas, los efectos
sinérgicos de la AO con otros factores de estrés, tales como el calentamiento global, la
eutrofizacidn, las especies introducidas y la sobrepesca, podrian alterar las respuestas del

ecosistema (Schippers et al. 2004; Hutchins et al. 2007; Fabry et al. 2008).

2.3 Callo de hacha (Atrina maura).

El bivalvo Atrina maura (Sowerby 1835) correspondiente a la familia Pinnidae, es cominmente
conocido como Callo de hacha, debido a la forma del musculo abductor, se distribuye desde
Baja California hasta Perd, donde habita principalmente en zonas intermareales protegidas, en
sustratos arenosos-rocosos o arenosos de limo vy arcilla, utilizando el biso para su anclaje a
conchas y rocas, a profundidades a partir de los 0.5 m hasta 15 m (Leyva Valencia, 1999;
Escamilla-Montes et al. 2017; Gédmez Valdez, 2019; INAPESCA, 2021). El callo de hacha es un
bivalvo omnivoro que se alimenta por filtracion, captando particulas microscépicas suspendidas,
tales como diatomeas, microflagelados, copépodos, protozoarios y detritus organico (Angel
Dapa, 2015; INAPESCA, 2021). Se ha reportado que la mezcla de las microalgas Isochrysis sp.,
Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros muelleri proveen condiciones fisioldgicas éptimas al callo
de hacha (Velasco Blanco, 1997; Leyva Valencia, 1999; Géngora-Gomez et al. 2011; Angel Dapa,
2015; INAPESCA, 2021). Debido a sus caracteristicas de poca o nula movilidad (sesilidad) y su
estrategia de alimentacién por filtracion, en la etapa adulta los organismos necesitan filtrar
mayores volumenes de agua para captar suficiente fitoplancton para su supervivencia (Dame,

2011, INAPESCA, 2021).

La concha presenta una morfologia triangular, alargada y delgada, la superficie superior externa
de la concha presenta espinas, y las valvas de la concha se entierran a través de su extremo
puntiagudo y de forma perpendicular al fondo, fijdndose a piedras, conchas o un sustrato rigido
(INAPESCA, 2021). La capa externa de la concha varia de color dmbar-purpureo a café oscuro,
mientras que la capa interna presenta un color blanco iridiscente de nacar (Fig. 10a) (INAPESCA,

2021). La concha resguarda internamente la regién visceral donde se encuentra el manto,
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musculos retractores, génada, branquias, musculo abductor anterior y posterior (mayor
tamanfio), siendo este ultimo musculo la porcidon comestible conocida como “callo” (INAPESCA,

2021). Fig. 10b.
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Figura 10. Callo de hacha (Atrina maura) de edad juvenil de la familia Pinnidae. Colectado en la
bahia de La Paz, Baja California Sur, México, tamaino: 60 mm. a) morfologia y capas de la concha
y b) fisiologia interna.

Este bivalvo representa un molusco de importancia econédmica debido a la alta demanda local e
internacional que lo colocan como uno de los moluscos de alto precio en el mercado (INAPESCA,
2021). Debido a lo anterior, esta especie se ha convertido en una especie sobreexplotada que
ha causado un impacto negativo en los bancos naturales de este recurso, por lo que se han
desarrollado estrategias acuicolas que permitan el aprovechamiento sustentable y controlado
mediante una perspectiva de conservacion de la especie en su ambiente natural (INAPESCA,
2021). En Baja California Sur, de acuerdo con los datos del Departamento de Acuacultura de la
Subdelegacién de Pesca el callo de hacha es cultivado de forma semi-intensiva que involucra la
etapa de siembra, pre-engroda y engorda, utilizando canastas suspendidas, donde se realizan
dos siembras por afio, en primavera y otofio (INAPESCA, 2021). Deben considerarse los efectos
de las variables ambientales en el crecimiento del callo de hacha, por lo que los pardmetros
fisicoquimicos deben ser los éptimos para su cultivo (Tabla 2) (INAPESCA, 2021). En la etapa de

siembra (inicial) las semillas tienen una longitud total (LT) menor a 2 cm y tiene una duracién de
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30 a 40 dias, en la etapa de pre-engorda (intermedia) los organismos presentan una LT de 2 a 4
cm y tiene una duracion de 60 a 90 dias, y, por ultimo, la etapa de engorda se lleva a cabo en el
fondo y tiene una duraciéon de 300 a 360 dias. Durante la cosecha los organismos pueden
alcanzar una LT superior a 20 cm con un peso mayor o igual a 20 g del musculo abductor (callo)

(INAPESCA, 2021).

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos del cultivo de callo de hacha (A. maura) (INAPESCA, 2021).

Parametro Minimo Maximo
Temperatura (°C) 24 27
Oxigeno disuelto 40 8.4

(mg/1)
pH 7.9 8.0
Salinidad (psu) 35 36

El precio aproximado del callo es de $380.00 MXN por kilogramo, en el macizo continental el
precio llega a $450.00 MX por kilogramo, por lo que el callo de hacha es una especie de alto
valor comercial, sin embargo no existen estadisticas de produccion especificas para el callo de
hacha, debido a que el callo de hacha comparte granjas con otras especies de moluscos, tales
como el ostion japones (C. gigas), almeja Catarina (Agropecten ventricosus), almeja chocolate
(Megapitaria squalida) y almeja generosa (Panopea generosa) (INAPESCA, 2021). Pero
INAPESCA, (2018) reportd que, en el litoral del Océano Pacifico, la producciéon por Estado de
callo de hacha es: Sonora (54.46%), Baja California Sur (19.61%), Sinaloa (16.42%) Jalisco
(3.88%), Nayarit (3.88%), Guerrero (1.67%) y Baja California y Colima (0.44%) (INAPESCA, 2021).
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3. JUSTIFICACION

Desde la revolucién industrial, el valor medio de pH del agua de mar ha disminuido en un
promedio de 0.1 unidades debido a la absorciéon de CO,, y se prevé que el sistema oceanico
experimente una nueva disminucidon del pH de 0.3 a 0.5 unidades para el afio 2100 y 0.7
unidades para el afno 2300 (Li et al. 2016). La magnitud de los cambios proyectados
probablemente tendra efectos adversos en la funciéon, estructura y aptitud de los ecosistemas
marinos (Liu et al. 2012; Li et al. 2016). El aumento del pCO, provoca la AO, al reducir su grado
de saturacion con respecto al CaCOs y, por tanto, la inhibicién de la calcificacién, que se traduce
en un impacto negativo, visible en la concha y las SMPs de los organismos marinos (Ries et al.
2009; Liu et al. 2012; Li et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020). Dado lo anterior, este
fenédmeno podria tener implicaciones ecolégicas severas para los organismos marinos que
forman exoesqueletos o conchas, entre los que destacan los bivalvos, por el impacto econémico
potencial para industrias que dependen de ellos (Welladsen et al. 2010). Ademas, es importante
estudiar a nivel histolégico, es decir, el tejido de manto de organismos sésiles como los
moluscos bivalvos expuestos a condiciones de AO, ya que, estudios del impacto de la AO en

términos de morfologia del manto son escasos (Chandra Rajan & Vengatesen, 2020).
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4. HIPOTESIS

Durante el proceso de biomineralizacion de calcio se produce una acumulaciéon de iones
hidrégeno en el sitio de calcificacion que disminuye la tasa precipitacion de CaCOs, por lo que,
para mantener el pH y la tasa de calcificacidn, los organismos mantienen la homeostasis del
sistema al bombear H" a través de transportadores o canales de iones celulares. Si se expone al
bivalvo Atrina maura a condiciones ambientales de pH acido, emulando cambios criticos de AO,
entonces, se observara un efecto negativo visible en la microestructura de la concha conforme
incremente el tiempo de exposicién lo que tendra un efecto negativo en el crecimiento y

calcificacidn de la concha.
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5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la variacion de pH sobre el manto y la microestructura de la concha de

juveniles de A. maura.
5.2 Objetivos particulares

1. Identificacidn de genes involucrados en la biomineralizacién de la concha de callo de
hacha A. maura.

2. Analizar el efecto del pH sobre la estructura del manto de callo de hacha A. maura.

3. Evaluar el efecto del pH sobre los componentes microestructurales de la concha de callo

de hacha A. maura.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Recoleccidn y aclimatacion de ostras juveniles de A. maura.

Los juveniles de callo de hacha (Atrina maura, 6.8+0.5 cm de altura de la concha) fueron
provistos por la Organizacidon de Pescadores Rescatando la Ensenada (OPRE), localizado en la
Bahia de La Paz B.C.S. Los organismos fueron transportados a las instalaciones del Laboratorio
Humedo del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR, Campus La Paz)
para su aclimatacidn. Los callos de hacha fueron mantenidos en reservorios de polipropileno
con 45 L de agua marina filtrada (5 um) e irradiada con luz ultravioleta (UV) a 22°C, pH
ambiental y aireaciéon constante, previo al inicio del bioensayo. Los callos de hacha fueron
alimentados continuamente con una mezcla de Isochrysis galbana (1.9x10° cel/ml) y
Chaetoceros muelleri (724 cel/ml) en proporcién 1:1 con una bomba peristaltica de cartucho
multicanal (Watson-Marlow 205s). La temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad fueron
registrados diariamente. Se realizaron dos recambios de agua diariamente al 50%, eliminando

las heces por sifoneo.
6.2 Disefo experimental.

Posterior a la aclimatacidn, se realizo el bioensayo que consistié en un disefio experimental tipo
matriz en el cual se emuld la AO al mantener los organismos en agua de mar bajo condiciones
de pH de 7.8%0.1 (control), y 7.5+0.2 (nivel de acidificacién), durante 40 dias. El esquema del
sistema de control de pH se puede observar en la Fig. 11. El disefio matricial estuvo compuesto
por un total de 6 reservorios (unidades experimentales) correspondientes a los dos niveles de
pH por triplicado (Fig. 11). La variacion de pH del agua de mar fue realizada mediante la
inyeccién de CO, por burbujeo de acuerdo con el modelo desarrollado por Fangue et al. (2010)
el cual fue modificado para este experimento (Fig. 12). Se utilizaron controladores de flujo de
masa (MFC) de aire (Smart-Trak 100C) y CO, (Micro-Trak 101) para la mezcla de los gases (CO,

con aire seco y libre de CO,).
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Figura 11. Diseiflo experimental tipo matriz con alteracion de pH por CO,. El rectdngulo de
contorno discontinuo corresponde a un reservorio de H,O de mar. El rectangulo blanco
corresponde a una unidad de mezclado de CO;-aire con H,0 de mar. El rectangulo mitad blanco
y negro corresponde a una fuente de gas de CO,. Los rectangulos de diferentes colores (gris
claro y negro) corresponden a diferentes tratamientos de pH.
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Figura 12. Diagrama del sistema de obtencién de aire y CO,. La linea continua representa el
proceso de obtencion de aire seco libre de CO,, mientras que la linea punteada representa la
entrada de CO; puro. La linea roja representa la mezcla del CO, y el aire hacia la unidad de
mezclado (modificado de Fangue et al. 2010).
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El aire seco y libre de CO, fue obtenido como se muestra en la linea continua horizontal del
diagrama de la Fig. 12. Inicialmente, el aire atmosférico pasd a través de un filtro de aire, y
después fue comprimido por una bomba de diafragma, este aire calentado fue enfriado al pasar
a través de un serpentin de condensaciéon de acero inoxidable enfriado con hielo para
condensar el vapor de agua presente en el aire, y para remover la humedad (condensado), el
aire frio pasd a través de una unidad de eliminacién de agua y dos columnas desecantes llenas
de sulfato de calcio anhidrido (CaSO4;) como desecante e indicador (W. A. Hammond Drierite
Company, LTD). Por ultimo, el aire seco pasoé a través de dos columnas que contenian cal sodada
(Sodasorb ® Amron International) para la remocién de CO, y un filtro de particulas antes de
entrar a los MFC’s para eliminar restos de particulas procedentes de las columnas y prevenir un
malfuncionamiento de los MFC’s. La presidn de aire fue regulada a 30 psi antes de entrar a los
MFC’s. El flujo de aire limpio fue dirigido hacia un MFC para el tratamiento de acidificacién,
donde el caudal del aire (2833 scc/min) fue regulado para obtener el pH deseado para cada
tratamiento. En el caso del CO,, este pasé directamente al MFC a una presion regulada de 30 psi
antes de entrar a este (Fig. 12, linea punteada). Posteriormente, se realizd una mezcla del
caudal de CO, y aire necesario para alcanzar el nivel de pH del agua de mar determinado (rango
de 7.5 + 0.2). La estandarizacion del caudal de cada gas fue realizada previo al bioensayo. Por
otra parte, la presién de salida de la mezcla de gases y el aire fue monitoreada con mandémetros.
Ademas, para cada tratamiento, se utilizaron valvulas de prevencién de reflujo después de los
MFC'’s para protegerlos de un posible reflujo de agua. La cal sodada presente en las columnas de
remocidn de CO, del sistema de obtencidn de aire fue reemplazado al indicar saturacién de la

columna por medio del color morado, y el CaSO,4 desecante fue cambiado cada 3 dias.

La mezcla de aire-CO, fue transferido hacia la unidad de mezclado (UM) siguiendo el diagrama
de la Fig. 13a. El agua de mar previamente filtrada (5 um) e irradiada con luz ultravioleta fue
bombeada a un reservorio con capacidad de 250 L (UM) y mezclada con los gases (CO, y aire
seco y libre de CO,) utilizando una bomba sumergible de acuario. La UM tiene un flotador que
mantiene el reservorio lleno de agua de mar a un nivel determinado, y la bomba de acuario en

conjunto con un inyector Venturi mezclan el agua de mar y los gases al dirigir el agua a través de
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un orificio pequefio creando presidén negativa y aspirando la mezcla de gas como una corriente

muy fina de burbujas para una mezcla eficiente (Fig. 13a).

El agua de mar acidificada con CO, fue distribuida a las 3 unidades experimentales (UEs)
correspondientes al tratamiento de acidificaciéon con un flujo continuo de 3.2 ml/s (Fig. 13b),
donde la bomba sumergible proporciond una circulacién vigorosa del agua acidificada con CO,
en el reservorio, y la circulacion de esta hacia las UEs. Las UEs control fueron aireadas con
bombas de aire de acuario. El nivel del agua de mar en las UEs fue mantenido por medio de la
salida del flujo continuo de agua a través de un orificio en cada UE. El volumen total de cada UE
fue de 40 L. Las UEs del tratamiento control y acidificacion fueron cubiertas para evitar el
intercambio de gases entre las UEs y la atmdsfera, y mantener el pH deseado en los

tratamientos de acidificacion.
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Figura 13. Diagrama del flujo de la mezcla gases-agua de mar hacia el disefio experimental tipo
matriz. a) Esquema de la unidad de mezclado de los gases con agua de mar. b) Esquema de las
unidades experimentales tipo matriz. Flechas azules indican el flujo de agua dentro y fuera de la
unidad de mezclado y hacia las unidades experimentales. Flechas rojas representan el flujo del
gas pre-mezclado (CO, y aire). Flechas verdes indican flujo de aire procedente de las bombas de
aire de acuario (modificado de Fangue et al. 2010).
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Los juveniles de callo de hacha fueron asignados aleatoriamente a los reservorios (36 individuos
por UE). Se realizé un monitoreo del pH utilizando un potencidmetro calibrado con
amortiguadores estandar para medir el pH de muestras de cada UE dos veces al dia. Las heces
de las UEs fueron eliminadas por sifonado; el flujo de agua acidificada fue continuo para
mantener el pH a 7.5 por 40 dias. Los individuos de cada UE fueron seleccionados
aleatoriamente en los tiempos 0, 2, 4 y 40 dias del experimento, 9 individuos fueron
seleccionados aleatoriamente por dia de los cuales; 6 individuos fueron utilizados para el
analisis estructural por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por su acrénimo en inglés) y

para extraccidon de ARN, y 3 individuos para andlisis histoldgicos.

6.3 Identificacion de los genes que codifican SMPs en el tejido del manto de A. maura.

6.3.1 Extraccion de ARN total del manto de A. maura.

El ARN total del manto de los individuos colectados fue extraido con TRIzol™ de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras se homogenizaron en FastPred-24TM (MP
Biomedicals™ 116004500) (20 segundos, 4.0 m/s) con 0.2 mL de perlas de lisis de 1.0 mmy 3.5
mm y la adicién del reactivo de TRIzol™. Posteriormente, se realizd la extraccién de cada
muestra. La pureza y concentracion de ARN se determinaron mediante las relaciones de
absorbancia de densidad 6ptica (DO) de 260/280 y 260/230 generadas por espectrofotometria
(NanoDrop™). La integridad y pureza fueron evaluadas en un gel de TBE-DEPC-agarosa al 1%
(p/v). Posteriormente, las muestras fueron tratadas con Turbo DNasa (Ambion™ Life
Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para la remocion de ADN
gendmico (ADNg). Para descartar la presencia de ADNg en las muestras se realizé una PCR
utilizando como templado el ARN total (50 ng) del manto de callo de hacha (A. maura), como
control positivo el ADNc (50 ng) del manto de la ostra del pacifico (Crassostrea gigas) y como
control negativo la mezcla de reaccién con H,O mili-Q estéril como templado. La mezcla de
reaccién contenia oligonucledtidos para el gen 28S (10 uM cada uno) (Tabla 3), Gotaq (1X),
Enhancer (10%) y H,O mili-Q estéril. El volumen final de la reaccién fue de 12.5 L. El programa
de amplificacion se describe en la Tabla 5. El ARN total fue almacenado a -80°C hasta su

utilizacion.
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Tabla 3. Oligonucledétidos para el gen 285 (Romero-Geraldo, R. y Hernandez- Saavedra, N. 2012).

Tamaio Tm

Oligos Secuencias 5’- 3’ No. de acceso

(pb) ()’
Cg-28SF GCAGGAAAAGAAACTAAC 45.8

400 AY632555.1
Cg-28SR CCTCTAAGTGGTTTCAC 46.6

Dato calculado en OligoAnalyzer Tool https://www.idtdna.com/calc/analyzer.

6.3.1.1 Diseno y estandarizacion de oligonucleétidos.

Se tomaron las muestras de ARN total para la sintesis de ADNc empleando el kit First-Strand
cDNA Syntesis Reaction™ (Invitrogen). Se llevé a cabo una transcripcion inversa del ARN total (1
pug) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizé una PCR
comprobatoria de ADNc utilizando como templado el ADNc (5 ng) de A. maura, como control
positivo el ADNc (5 ng) de C. gigas y como control negativo la mezcla de reaccién con H,0 mili-Q
estéril como templado. La mezcla de reaccién contenia oligonucleétidos para el gen 28S (10 uM
cada uno) (Tabla 1), Gotaq polimerasa (1X) y H,0 mili-Q estéril en un volumen final de 12.5 puL.
Los productos de reaccién fueron visualizados en los geles de agarosa-synergel-TBE 1X al 1%
utilizando 1 pL de intercalante (Uview 6X BIO-RAD) y fotodocumentados en ChemiDoc™ MP

Imaging System (BIO-RAD). El ADNc fue almacenado a -80°C hasta su utilizacidn.

Para el andlisis de la expresidn de los genes N66, perlina, N16 y aspeina, los oligonucleétidos se
diseflaron a partir de secuencias de organismos taxondmicamente cercanos a A. maura
obtenidas de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se
obtuvieron las secuencias consenso para cada gen, las cuales fueron usadas para disefiar los
oligonucledtidos con el software Primer3. Los oligonucledtidos se analizaron empleando
RNAfold WebServer para determinar la formacidon de dimeros y estructuras secundarias. Los

oligonucledtidos sintetizados para los genes de interés se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la identificacidon de los genes N66 y perlina de P. sterna
(Ojeda Ramirez de Areyano, 2014), N16, aspeina de P. fucata (Liu et al. 2012), calmodulina de C.
gigas (Li et al. 2016) y prismalina-14 de P. margaritifera (Le Moullac et al. 2018).

Tamafio
NQ' Secuencias 5’-3’ Tm (°C) No. de
de oligos acceso
(pb)
TTCTACCGCCAATAAAATACAGAC 60.1
N66 144 -
TCACCTTCCGCAATGCATCA 58.4
CATTTGCCATTTGTCTAGACCAGT 61.8
Perlina 105 Q962975
TATCCGTCGTCATATCTGTCCCTC 65.3
GGATGAGAGGTATGAGTGGCT 58.6
N16 100 2
TCCGTTACCGTTGCCATTTC 58.8
TTCATTTCGCTCTTTCAACCAG 53.7%
Aspeina 156 AB094512
GCATCCGAAGAACAAAGTTTTT 52.3!
GATGCTGATGGAAATGGAAC 61.9' CGl_100064
3
Calmodulina 204 5711 82
TTCACTCACTTCTTCCTCTG KM115543
CCGATACTTCCCTATCTACAATCG 54,21
Prismalina-14 102 HE610393
CCTCCATAACCGAAAATTGG 51.3"

'Dato calculado en OligoAnalyzer Tool https://www.idtdna.com/calc/analyzer.
2ABG90169.1, AB690168.1, AB690167.1, AB690166.1, AB690161.1, AB690160.1, AB690157.1, AB690155.1 y AB690153.1.
3 ID de Oyster Data Base.

Posterior a la sintesis de ADNCc, se inicié con la estandarizacién de los oligos para Perlina, N16,
aspeina, calmodulina y Prismalina-14 siguiendo el programa descrito en la Tabla 5.
Posteriormente los genes que codifican SMPs amplificados con los oligos anteriormente
mencionados fueron enviados a servicios de secuenciacion a la empresa MCLAB Molecular
Cloning Laboratories, siguiendo las instrucciones del servicio. Para la identificacion de las
secuencias obtenidas, estas fueron analizadas mediante la herramienta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) de la base de datos NCBI.
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Tabla 5. Programa de PCR para la amplificacién de genes que codifican SMPs.

Pasos Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
1 95 5:00 1
2 94 1:00
3 40 1:00 5
4 72 1:00
5 94 1:00
6 50 1:00 34
7 72 1:00
8 72 10:00 1
9 4 o

6.4  Analisis histolégico del manto de A. maura.

Los organismos muestreados fueron procesados para el analisis histoldgico de acuerdo con
Garcia-Lagunas et al. (2016). Los mantos completos de los organismos muestreados fueron
disectados y almacenados en casetes de inclusién, y conservados en solucién de Davidson hasta
su procesamiento. Los tejidos blandos se deshidrataron en una serie ascendente de etanol (70,
90, 95, 100%), se aclararon con xileno y se embebieron en parafina. Posteriormente, se cortaron
secciones de 5 um de espesor utilizando un microtomo rotatorio y se montaron en portaobjetos
de vidrio. Cada portaobjetos se tifid con hematoxilina de Harris durante 5 minutos y se hizo un
contraste con Eosina-Floxina durante 12 minutos. Los portaobjetos se examinaron y
fotografiaron utilizando un microscopio dptico equipado con una cdmara Evolution VF Colour

Cooled para observar lesiones tisulares.
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6.5 Analisis estructural de la concha de A. maura por Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM).

Las conchas de los individuos de cada tratamiento y tiempo de exposicién fueron colectadas,
medidas (longitud), limpiadas cuidadosamente, y secadas al aire a temperatura ambiente. Las
conchas de los individuos secas fueron cortadas en piezas pequeias (2 cm?). Las superficies,
secciones fracturadas y pulidas fueron usadas para caracterizar la estructura de la concha, asi
como para evaluar el efecto de la variacidn del pH sobre la misma. Las muestras se recubrieron
con pulverizacién catddica de oro y se analizaron utilizando un Microscopio Electrénico de

Barrido (SEM).
6.6 Analisis estadistico de la talla de la concha de A. maura.

Los datos de las tallas de los organismos muestreados fueron analizados mediante el Software R
Studio 2022.02.1+461 (Prairie Trillium). Se determiné la normalidad y homocedasticidad
mediante la prueba de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) y Levene, respectivamente.
Posteriormente, se realizd un analisis de las medias con la prueba Z, para determinar si existen

diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros fisicoquimicos del bioensayo.

En la Fig. 14 se muestra la tendencia de los parametros medidos de pH, temperatura (°C) y
salinidad (ppm) del reservorio de agua de mar. Obteniendo los siguientes promedios para cada
uno de los pardmetros: pH de 7.9+0.1 (linea gris), temperatura de 22.6+1.3°C (linea naranja) y
salinidad de 40.4+0.5 ppm (linea verde). Se utilizaron calentadores de agua en cada unidad
experimental de los tratamientos control y acidificacién, manteniendo una temperatura
constante de 22°C para evitar fluctuaciones durante el experimento debido a que las
temperaturas ambientales no se mantenian constantes previo y durante al inicio del

experimento (Fig. 14, linea naranja).
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Figura 14. Parametros fisicoquimicos del H,O de mar filtrada y esterilizada con luz UV. Linea
verde, salinidad (ppm); linea naranja, temperatura (T °C); linea gris, denota los valores de pH.
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En la Fig. 15 se muestra los pardmetros medidos de pH, temperatura (°C), salinidad (ppm) y
oxigeno disuelto (%) de las unidades experimentales del tratamiento control. Obteniendo los
siguientes promedios para cada uno de los parametros: pH de 7.8+0.1 (linea gris), temperatura
de 22.1+0.3°C (linea naranja), salinidad de 40.4+0.6 ppm (linea verde) y oxigeno disuelto de
78.5+8.9% (linea azul).
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—O0—pH —@—T°C —0O—Salinidad —@—Oxigeno

Figura 15. Parametros fisicoquimicos del agua de mar del control de las UEs. Linea azul, indica
los valores de oxigeno disuelto (%); Linea verde, denota los valores de salinidad (ppm); linea
naranja, denota los valores de temperatura (T °C); linea gris indica los valores de pH.

En la Fig. 16 se muestran los valores de los parametros medidos de pH, temperatura (°C),
salinidad (ppm) y oxigeno disuelto (%) de las unidades experimentales del tratamiento de
acidificacion. Obteniendo los siguientes promedios para cada uno de los parametros: pH de
7.5+0.2 (linea gris), temperatura de 22.5+0.4°C (linea naranja), salinidad de 40.4+0.6 ppm (linea
verde) y oxigeno disuelto de 49.6+9.9% (linea azul). La salinidad y temperatura no mostraron
cambios entre los tratamientos control y acidificaciéon durante el tiempo del experimento (40

dias).
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Figura 16. Parametros fisicoquimicos del agua de mar de las UEs de acidificacién. Linea azul,
indica los valores de oxigeno disuelto (%); Linea verde, indica los valores de salinidad (ppm);
linea naranja, indica los valores de temperatura (T °C); linea gris, indica los valores de pH.

En la Fig. 17 se muestra la mortalidad de los organismos durante el experimento, donde el eje Y
se muestran el nimero de organismos muertos y en el eje X el dia de exposicidn. Indicando que
hubo un total 2 organismos muertos para una de las UEs de acidificacién (A1, barras rojas), y 1y
27 organismos muertos para unidades del tratamiento control, C3 y C1, respectivamente (barra
verde claro y oscuro). Debido al alto indice de mortalidad en la unidad del tratamiento control
C1 debido a causas ajenas al experimento, esta unidad fue descartada para los analisis

posteriores.
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Figura 17. Mortalidad presentada en las UEs del control (barras verdes oscuro y claro) y el
tratamiento de acidificacion (barras rojas).

7.2 Analisis estadistico de la talla (longitud) de las conchas de A. maura expuestas a
condiciones de acidificacidn.

Mediante el anadlisis de las diferencias de los datos de longitud (cm) de las conchas muestreadas
en los dias 0 y 40, se obtuvo un valor de p-value = 0.3545 y un valor de z = - 0.92589 (a=0.05),
por lo tanto, las medias de las diferencias de los tratamientos no presentaron diferencias
significativas. De acuerdo con las medias de los tratamientos analizados se determind que las
conchas de los organismos del tratamiento de acidificacién (A) presentaron una longitud
promedio de 7.4+0.5 cm, y las conchas de los organismos del tratamiento control (C)

presentaron un promedio de 7.9+0.6 cm. El analisis estadistico se muestra en la Fig. 18.
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Figura 18. Analisis cuantitativo del crecimiento de las conchas de callo de hacha (A. maura) bajo
condiciones de acidificacién durante 40 dias. A, tratamiento de acidificacién (pH 7.5%0.2); C,
tratamiento control (7.8+0.1); Talla, diferencia de las longitudes (cm) de las conchas del dia 0y
40 del experimento. A, tratamiento de acidificacién; C, tratamiento control.

7.3 Identificacion de los genes que codifican SMPs en el tejido del manto de A. maura.

7.3.1 Extraccion del ARN total del manto de A. maura.

En la Fig. 19, se observa el perfil electroforético de las muestras de ARN total del manto de
organismos muestreados los dias 2 y 4 de los tratamientos control y de acidificacion,
respectivamente, (D19-30 y E1-7), En la figura se observan las bandas de ARNr (28S y 18S) entre
1000-1500 pb. Las muestras de ARN total muestran la presencia de una banda de alto peso

molecular correspondiente al ADN gendmico (ADNg).
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Figura 19. Perfil electroforético en gel de agarosa-TBE DEPC al 1% en el que se muestra la
integridad del ARN total (100 ng) del manto de callo de hacha (A. maura) extraido por el método
de TRIzol™. Se denotan con flechas: derecha, ADN genémico (ADNg) y subunidades ribosomales
28S y 18S del ARN (28S y 18S); y a la izquierda bandas de referencia de 1500 y 1000 pares de
bases (pb) en la linea MM (marcador de peso molecular, 1 kb). Lineas D19-30, ARN total del
manto de organismos control muestreados el dia 2; Lineas E1-7, ARN del manto de organismos
tratados (acidificacion) muestreados el dia 4.

En la Fig. 20, se observa el perfil electroforético de los productos de una PCR confirmatoria de
ausencia de ADNg en las muestras de ARN total de manto tratadas con Turbo DNasa de
tratamientos control y de acidificacidon. En esta figura se muestra la ausencia de productos de
PCR en las muestras de ARN total tratadas con DNasa (sin ADNg), mientras que en el control

positivo se muestra una banda de 400 pb correspondiente al gen constitutivo 28S.
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Figura 20. Perfil electroforético en gel de agarosa-TBE al 1% de los productos de PCR probatorio
de ARN total (50 ng) de A. maura tratado con Turbo DNasa. Linea MM, marcador de peso
molecular (Low DNA Mass Ladder, 100-2000 pb). Lineas C, productos de ARN total de
tratamientos control y acidificacién del dia 0; D, producto de ARN total de tratamientos control
y acidificaciéon del dia de muestreo 2; Linea (-), control negativo (H,0 mili-Q); Linea Ch (+),
control positivo de ADNc de A. maura.

7.3.2 Diseiio y estandarizacion de oligonucleétidos.

En la Fig. 21, se observa el ADN complementario (ADNc) de los tratamientos control vy
acidificacion (C25 Ly F3 L) sintetizado usando como templado ARN total del manto de callo de
hacha, transcripcién inversa y posterior amplificacion por PCR utilizando oligonucleétidos para
el gen constitutivo de la subunidad 28S del ARN (ARNr) y el programa descrito en la Tabla 5. El
producto de amplificacion del ADNc de manto de callo de hacha para 28S presenta una banda

de aproximadamente 400 pb.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa-TBE 1% del gen 28S amplificado a partir del ADNc del
manto de A. maura. Lineas: MM, marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder 100-2000
pb); (+), control positivo de ADNc de C. gigas; (-), control negativo (H,0 mili-Q).

7.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final y secuenciacion de productos
de amplificacién.

Posterior a la sintesis de ADNc, se continud con la estandarizacién de los oligonucleétidos de
genes que codifican las SMPs aspeina, perlina, N16, prismalina-14 y calmodulina, el gen
constitutivo de ARNr de la subunidad 28S siguiendo el programa de PCR descrito en la Tabla 5.
En la Fig. 22, se observa la amplificacién del gen aspeina (400-200 pb), perlina (~400 pb), N16
(200-100 pb), prismalina-14 (~400 pb), calmodulina (200-400 pb) y 28S (~400 pb).
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa-TBE 2% del gen aspeina (Asp), perlina (Perl), N16,
prismalina-14 (P14), calmodulina (CaM) y 28S amplificado a partir de ADNc del manto de A.
maura. MM, marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder 200-2000 pb); (-), control
negativo (H,0 mili-Q).

7.3.4 Identificacion de los genes que codifican SMPs en el tejido del manto de A. maura.

Las secuencias de genes que codifican las SMPs aspeina, perlina, N16, prismalina-14, y
calmodulina, asi como del gen de la subunidad ribosomal 28S amplificados fueron enviados a

servicios de secuenciacion (Tabla 6).

Tabla 6. Longitud (pb) de los productos de PCR secuenciados.

Nombre del gen Longitud de la secuencia (pb)
Aspeina 219
Perlina 346
N16 219
Prismalina-14 472
Calmodulina 506

ARNr 28S 344
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante un alineamiento de la secuencia de
interés con las secuencias de la base de datos de NCBI mediante la herramienta BLAST. En la
Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos del alineamiento para los genes calmodulina y la
subunidad ribosomal 28S, en el caso de las secuencias restantes no se obtuvieron similitudes
significativas. Para el gen calmodulina, se obtuvo una similitud con la secuencia del ARNm de
una proteina tipo-calmodulina del bivalvo Hyriopsis cumingii con un porcentaje de identidad del
82.76%, este bivalvo pertenece a la clase bivalvia, a la cual también pertenece el bivalvo en
estudio A.maura. En el caso del gen de la subunidad ribosomal 28S, se obtuvo una similitud con
la secuencia de la subunidad ribosomal 28S del bivalvo Atrina rigida con un porcentaje de
identidad del 98.53%, este bivalvo pertenece al género Atrina de la familia Pinnidae, a la cual

también corresponde el bivalvo en estudio A. maura.

Tabla 7. Resultados del alineamiento en BLAST de NCBI de las secuencias amplificadas de los
genes calmodulina y 28S de callo de hacha (A. maura).

N
. o’n? bre Tipo de Query Porcentaje de No. de
cientifico del . E-value . .
. secuencia cover identidad acceso
organismo
Hyriopsis ARNm de
yriopsis proteina tipo- 81% 478 82.76% JQ389857.1
cumingii ]
calmodulina
Atrina rigida _>ubunidad 97% 4e1% 98.53% KX713359.1

ribosomal 28S

7.4 Analisis histolégico del manto de A. maura.

De acuerdo con el andlisis histoldgico, los mantos expuestos a condiciones de acidificacién (7.5 +
0.2) no mostraron signos de dafio tisular en comparacién con los controles (7.8 + 0.1) para
ninguno de los tiempos de exposicidn evaluados (Fig. 23). El manto de A. maura esta compuesto
por un epitelio columnar seudoestratificado (ecs) con cilios (ci) en la superficie apical (Fig. 23a-).
En este tipo de epitelio, todas las células tienen contacto con la membrana basal (mb), sin
embargo, no todas alcanzan la superficie apical, por lo que se describe como un epitelio simple

compuesto por varios tipos de células dispuestas en una sola capa, con nucleos a diferentes
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niveles (Leeson et al. 1999). En zonas especificas, el epitelio contiene mucositos (mu) y células
caliciformes (cc) (Fig. 23b-l). Ademas, entre las membranas epiteliales se encuentra tejido
conjuntivo (tc) que envuelve fibras musculares (fm) (Fig. 23a-l). Adicionalmente, la tincién con
hematoxilina-eosina (HE) muestran numerosas invaginaciones a lo largo del epitelio del manto

(Fig. 23b, e, h y k).

Control

Figura 23. Secciones del tejido del manto de juveniles de A. maura expuestos a condiciones de
acidificacion. A-C, tratamiento control (7.8 * 0.1); D-K, tratamiento de acidificacion (7.5 + 0.2):
D-F, dia 2 de exposicion; G-l, dia 4 de exposicidn; J-L, dia 40 de exposicion. Tincidon con HE.
Magnificacién, 20X. mb, membrana basal; ecs, epitelio cilindrico seudoestratificado; tc, tejido
conectivo; mu, mucosito; cc, células caliciformes; In, invaginaciones.

7.5  Analisis estructural de la concha de A. maura mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM).

La concha de callo de hacha estd compuesta por dos capas principales, una capa externa de
calcita (Fig. 24, capa inferior) y una capa interna de aragonita (nacar) (Fig. 24, capa superior). En

el caso de la capa de calcita, esta se encuentra compuesta por prismas de calcita apilados en



56

columnas (cl) dispuestas perpendicularmente a la superficie interna de la concha, cada prismay
columna se encuentra cubierto por matriz organica, dando lugar a un arreglo estructural
prismatico (Fig. 24, capa externa de calcita). Por otro lado, la capa de ndcar estd compuesta por
laminillas de aragonita dispuestas paralelamente a la superficie interna de la concha, y apiladas
desordenadamente, cada una de las cuales se encuentra alternada con capas delgadas de
matriz organica, dando lugar a un arreglo de hojas/laminas de aragonita (nacar) (Fig. 24, capa

interna de aragonita).

Capa interna
= de aragonita
(ndcar)

Capa externa
de calcita

Figura 24. Micrografia electrénica de barrido (SEM) lateral de la concha de A. maura. Capa
inferior: capa prismatica de calcita, Capa superior: capa laminar de aragonita.

De acuerdo con el analisis por SEM, las conchas expuestas a condiciones de acidificacion (7.5 +
0.2) muestran signos de malformacion y/o disolucidon en comparacion con aquellas consideradas
como controles (7.8 + 0.1) (Fig. 25), paneles inferiores y panel superior, respectivamente). Las
conchas control presentan un limite definido y diferenciado entre la capa de calcita y aragonita
(nacar) (Fig. 25a, c y n), la capa de calcita presenta un patrén homogéneo de formas prismaticas
definidas, y la matriz organica de la misma se encuentra intacta rodeando cada uno de los

prismas (Fig. 25b), las [dminas de ndcar presentan una un patréon granular homogéneo que se
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forman dentro de una amplia matriz orgdnica (Fig. 25c). Por otro lado, las conchas expuestas
bajo condiciones de acidificacion muestran un limite desvanecido entre la capa de calcita y
aragonita (Fig. 25d, g y j), en la capa de calcita la matriz orgdnica se difunde entre los prismas
(Fig. 25e y h), por tanto, estas tabletas de calcita ya no presentan una forma prismatica definida,
sino mas bien se diluyen, y en ciertas zonas, no existe una separacion entre cada tableta (Fig.
25k). Dicho efecto de dilucion es gradual, iniciando con la difusién de la matriz orgdnica que
rodea los prismas (Fig. 25e y h) y la posterior dilucidon de la superficie de estos, que se da a
través de la formacion de poros en la superficie de los prismas que funcionan como canal de
salida del material interno de estos (Fig. 25k). Por otro lado, la capa de aragonita o nacarada
presenta erosién y evidente disolucién quimica que va desde el interior hacia la superficie de la
capa, por lo que las tabletas presentan formas irregulares (Fig. 25f, i y I). A dos dias de
exposiciéon a condiciones de acidificacidon, la superficie de la capa granular homogénea de
aragonita presenta una dilucién a partir del limite entre ambas capas, dejando en descubierto
los prismas de calcita (Fig. 25f), posteriormente, la capa de aragonita presenta una superficie de
granulos de mayor tamafio, lo cual evidencia el aumento de la dilucién de esta (Fig. 25i), y, por
ultimo, tras 40 dias de exposicion, las laminas de aragonita se encuentran completamente

expuestas, con forma redonda irregular y con evidente disolucién (Fig. 25l).
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Figura 25. Micrografias electrénicas de barrido (SEM) de la superficie del interior de la concha
de A. maura expuesta a condiciones de acidificacion. Panel superior condicién control (pH 7.8 +
0.1): A, B, y C, dia 0 de exposicidn; Paneles inferiores condiciones de acidificacién (7.5 + 0.2) por
tiempo de exposicién: D, Ey F, dia 2 de exposicion; G, H e |, dia 4 de exposicidn; J, Ky L, dia 40
de exposicidn. A, limite entre la capa de calcita (c) y aragonita (a); B, capa de calcita; C, capa de
aragonita (nacar).
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En la Fig. 26 se observan las micrografias laterales y laterales superiores de la capa prismatica de
calcita de las conchas del tratamiento control y el tratamiento de acidificacion. En el caso de la
concha del tratamiento control (panel superior), se observan los prismas de calcita apilados en
forma de columnas, cada una de las cuales presenta un recubrimiento orgdnico (Fig. 26a), estas
tabletas de calcita presentan una forma prismatica definida y recubierta (ro), donde una matriz
organica funge como doble contorno (co) entre cada columna de prismas apilados y cada
prisma, y, ademas, presenta un patrén de poros (po) (Figs. 26b y c). Por otro lado, las conchas
expuestas a condiciones de acidificacion (paneles inferiores) presentan un visible dafio sobre las
columnas (cl), prismas de calcita y matriz organica para todos los tiempos de exposicion (Figs.
26d-1). Las columnas de calcita se observan con un recubrimiento (ro) desvanecido y/o disuelto
sobre las mismas (Fig. 26d, g y j), ademas, se observan visiblemente mas débiles al presentar
desprendimiento de zonas dentro de las columnas tras ser expuestas a pH acido durante 40 dias
(Fig. 26j). Los prismas de calcita presentan disolucidn quimica, donde el contorno de matriz
organica (co) y el recubrimiento (ro) que limita a cada prisma se observa desvanecido y/o
disuelto, lo que provoca una deformacién de los prismas, la desaparicion de los poros (po), y en

ultima instancia columnas con uniones débiles (Figs. 26e, f, h, i, ky I).
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Figura 26. Micrografias electrdénicas de barrido (SEM) laterales del interior de la capa prismatica
de calcita de A. maura expuesta a condiciones de acidificacidon. Panel superior condicién control
(pH 7.8 £ 0.1): A, B, y C, dia 0 de exposicidon; Paneles inferiores condiciones de acidificacién (7.5
+ 0.2) por tiempo de exposiciéon: D, E y F, dia 2 de exposicion; G, H e |, dia 4 de exposicién; J, Ky
L, dia 40 de exposicién. A, D, G y J, tabletas apiladas de calcita; B, C, E, F, H, I, Ky L, prismas de
calcita. Cl, columna; ro, recubrimiento organico; co, contorno organico; po, poros.

En la Fig. 27, se observan las micrografias laterales y laterales superiores de la capa nacarada de
las conchas del tratamiento control y el tratamiento de acidificacion. En el caso de la concha del
tratamiento control (panel superior), se observa un arreglo desordenado y compacto de

tabletas de nacar, donde se observa un limite bien definido entre la capa nacarada y la capa
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prismatica (Fig. 27a, flecha). Estas tabletas de nacar no presentan una forma definida y
presentan un recubrimiento entre cada tableta (Fig. 27b, flecha). Por otro lado, la capa nacarada
expuesta a condiciones de acidificacidon presenta un visible dafio, el arreglo estructural de las
tabletas apiladas de ndcar presenta espacios vacios y se observa el desvanecimiento de estas
(Fig. 27c, e y g, flechas), las tabletas de nacar se observan erosionadas, disueltas y visiblemente
mas delgadas en comparacion con los controles, las tabletas se observan mas expuestas debido
a la desaparicién del recubrimiento organico (Fig. 27d, f y h, flechas). Tras 40 dias de exposicion
a condiciones de acidificacion la superficie de la capa nacarada presenta la formacion de otras
formas aparentes de CaCOs, aragonita ortorrémbica (Fig.31g, asteriscos) y calcita trigonal (Fig.

27h, flechas).

Control co, Co' co)

Figura 27. Micrografias electrénicas de barrido (SEM) laterales de la capa nacarada de A. maura
después de 40 dias. A-B, tratamiento control (7.8 + 0.1); C-H, tratamiento de acidificacién (7.5 =
0.2): C-D, dia 2 de exposicion; E-F, dia 4 de exposicidn; G-H, dia 40 de exposicion. Panel superior,
vista lateral del arreglo laminar de nacar; Panel inferior, vista lateral superior de laminas de
nacar. *, formas adicionales de CaCOs; corchetes, espacios vacios entre las [dminas de nacar;
flechas, signos de disolucion.
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8. DISCUSION

8.1 Parametros fisicoquimicos del bioensayo.

En este estudio se evalué el efecto de la acidificacion del océano proyectada para el afio 2300
(pH 7.5040.2) sobre el manto y la microestructura de la concha de callo de hacha (Atrina
maura). La evaluacidn estructural e histoldgica bajo condiciones de AO puede denotar una
perspectiva mas detallada del efecto de la AO al describir las relaciones a diferentes niveles de
la funcidn bioldgica (Caldeira & Wickett, 2003). La variacién de pH del agua de mar fue realizada
mediante la inyeccién de CO, por burbujeo de acuerdo con el modelo desarrollado por Fangue
et al. (2010) (Fig. 11-12), dicho burbujeo y la renovacién del agua de mar mantuvo el pH del
agua de mar relativamente estable para cada réplica del tratamiento de acidificacion durante
todo el experimento (Fig.16), por lo que las respuestas de A. maura sélo fueron causadas por el

tratamiento con pH.

8.2 Identificacion de los genes que codifican SMPs en el tejido del manto de A. maura.

Basado en el analisis molecular, se identificaron los genes de la subunidad ribosomal 28S vy
calmodulina (Tabla 7). Usualmente, los genes de 18S y 285 de ARN ribosomal (ARNr) son
ampliamente utilizados como marcadores genéticos para la identificacion molecular de rangos
taxondmicos, tales como género y especie, debido a que se encuentran altamente conservados
(Bengtsson-Palme et al. 2015; Zhao et al. 2020). El alineamiento de la secuencia 28S de ARNr
amplificada de A. maura mostré identidad con la secuencia de la subunidad ribosomal 28S del
bivalvo Atrina rigida (98.53%), bivalvo perteneciente al género Atrina de la familia Pinnidae,
determinando que la secuencia amplificada corresponde a la subunidad ribosomal 28S de un
organismo del género Atrina. Por otro lado, el alineamiento de la secuencia de amplificada de
calmodulina de A. maura mostré similitud con una secuencia de ARNm de una proteina tipo-
calmodulina del bivalvo Hyriopsis cumingii (82.76%). La proteina calmodulina participa en la
regulacidon intracelular de la sefializacién, absorcién, transporte y deposiciéon de calcio en la
biomineralizacién (Liu et al. 2012). Xin et al. (2022) reportaron que calmodulina juega un rol

fundamental como regulador de calcio y el proceso de calcificacion, por lo que se expresa
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constitutivamente en todos los tejidos, con mayores niveles de expresién en el manto de C.
gigas, debido a que se ha reportado que el manto participa en la regulacion del calcio al ser el
organo principal de los bivalvos para la calcificacién (Wang et al. 2022; Xin et al. 2022). Por otro
lado, determinaron que bajo condiciones de acidificacion del agua de mar el nivel de expresion

de calmodulina disminuia significativamente en el manto de C. gigas (Xin et al. 2022).

8.3 Analisis histolégico del manto de A. maura.

El manto de los moluscos ha sido ampliamente estudiado con el fin de comprender el
mecanismo del proceso de biomineralizacién, debido a que el manto estd organizado por
regiones y/o zonas diferentes, cada una de las cuales se encuentra relacionada con el proceso
de formacién de capas especificas de la concha de los moluscos (Kocot et al. 2016; Clark, 2020).
El manto estd compuesto por musculos internos, fibras nerviosas y tejidos conectivos
delimitados por capas de células epiteliales de cada lado que se extienden hacia estos (Audino
et al. 2015). Generalmente, el manto se divide en dos regiones, manto paleal (zona central) y
borde del manto (zona marginal), los cuales se encuentran en contacto directo con la capa
prismatica y la capa nacarada de la concha, respectivamente (Kocot et al. 2016; Clark, 2020). A
su vez el borde del manto se divide en tres pliegues o lébulos, interno (Pl), medio (PM) y
externo (PE), donde se ha reportado el PE, Pl y PM estdn involucrado en la secrecién de la
concha, el flujo de entrada de agua y funciones sensoriales, respectivamente. (Fang et al. 2008;
Audino et al. 2015; Clark, 2020; Xin et al. 2022). Por lo que el estudio del manto es fundamental
para comprender de forma global la adaptacion de los bivalvos marinos a la AO (Fang et al.

2008; Audino et al. 2015; Xin et al. 2022).

De acuerdo con el analisis histoldgico, la AO no causé efectos negativos en la anatomia del
manto y la morfologia de las células epiteliales, al menos durante los 40 dias de exposicién a pH
acido (7.5 + 0.2). Estos resultados concuerdan con Zuiiiga-Soto et al. (2023) y Wei et al. (2015),
quienes examinaron el tejido del manto de la ostra del pacifico (C. gigas) expuesto a un pH
normal (8.0 y 8.2, respectivamente) y un pH acido (7.6) para determinar los efectos de la AO a
nivel celular. Reportando que, bajo condiciones de AO por 20 dias y 28 dias, respectivamente, el

tejido del manto de C. gigas no mostré diferencias significativas en términos de anatomia.
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Debido a que el CO, traspasa facilmente las membranas bioldgicas entrando a espacios
intracelulares, donde la amortiguacién pasiva es el Unico mecanismo disponible para limitar los
cambios de pH internos (Fabry et al. 2008). Esto sugiere que los juveniles de A. maura podrian
estar desarrollando estrategias fisiolégicas para destinar energia adicional hacia la homeostasis
del pH en condiciones externas de pH acido, sin embargo, se requieren mas investigaciones para

determinar el mecanismo fisioldgico en respuesta a la AO.

La AO causada por niveles excesivos de CO, como resultado de actividades antropogénicas,
conlleva a la produccién de acido carbdnico (H,COs), el cual se disocia en bicarbonato (HCO3') y
un ion hidrégeno (H*), donde este ultimo provoca una reduccién del pH del agua de mar,
volviéndola mas acida, y el bicarbonato y calcio (Ca®*) del medio ambiente son transportados a
través del epitelio exterior del manto hacia el sitio de biomineralizacién donde son absorbidos
selectivamente para la construccion de la concha de los moluscos (Fabry et al. 2008; Doney et
al. 2009; Branch et al. 2013; Li et al. 2016; Chandra Rajan & Vengatesen, 2020; Clark, 2020).
Durante el proceso anterior, la homeostasis dcido-base de las células del manto se ve alterada,
por lo que una alternativa ante la ausencia de cambios en la anatomia del manto de A. maura
podria ser estudiar la actividad secretora realizada por las células del manto bajo condiciones de
AO (Zuiniga-Soto et al. 2023). Ya que, la mucosidad en la superficie del manto puede funcionar
como una barrera protectora o de respuesta al estrés para el molusco ante condiciones de AO,
donde la actividad protectora dependera de la estructura mucosa y la tasa de cobertura de
secrecion de la mucosidad del manto, dicha secrecién de moco por células mucosas del manto
bajo condiciones de pH acido (7.7) ya ha sido reportada en C. gigas después de 21 dias de
exposicion (Wang et al. 2022a). Por otro lado, la compensacion del desequilibrio dcido base
depende de la capacidad de transporte de iones equivalentes a través de las membranas
celulares, donde el bicarbonato se transporta fuera de la célula a cambio de ClI" y los protones
son excretados con la ayuda de proteinas de transporte de iones, por lo que, el estudio de genes
relacionados con el transporte de iones, tales como Na®/K y H/ATPasas podria proveer mas

informacién acerca de la capacidad regulacién acido-base de A. maura (Fabry et al. 2008).
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8.4 Analisis estructural de la concha de A. maura por Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM).

Conforme disminuye el pH del océano, el efecto de la AO depende de la estructura y
composicion de la concha del organismo (Gazeau et al. 2007). El CaCOs; se presenta
comunmente como calcita y aragonita, aunque los dos polimorfos presentan la misma férmula
guimica, la disposicién anatdmica de la aragonita es diferente, por lo que en comparacién con la
calcita resulta ser mas susceptible a la AO (Mele et al. 2023). El andlisis estructural de la concha
de A. maura mediante SEM denotd las microestructuras de la capa externa e interna de la
concha. Dénde, la capa externa de calcita presentd un arreglo estructural prismatico formado
por prismas de calcita, y la capa interna nacarada estd conformada por laminillas de cristales
hexagonales de aragonita, para cada caso, las capas de mineral de CaCOs; se encuentran
alternadas con capas delgadas de matriz organica, la cual recubre también cada una de las
columnas (cl) presentes en la capa prismatica. Dichos patrones estructurales, son similares a los
reportados para el bivalvo Atrina rigida (Addadi et al. 2006; Deng et al. 2020). Estudios sobre el
efecto de la AO en la biomineralizacidon de bivalvos en la etapa juvenil han reportado corrosién
en la superficie de la concha y cambios en la microestructura mineral, tales como la disolucién
quimica en condiciones de pH acido (Auzoux-Bordenave et al. 2019). El andlisis de las conchas
de A. maura por SEM mostré que a un pH acido de 7.5 £ 0.2 la superficie interna de la concha
presentd signos de disolucién quimica y/o malformacion de los prismas y columnas de calcita,
asi como de las laminas de ndacar a partir del dia 2 de exposicion hasta el final del experimento
(dia 40). Dicho efecto negativo sobre las microestructuras de las conchas de bivalvos bajo
condiciones de AO se ha reportado en bivalvos, tales como, Pintada fucata, Pinctada
margaritifera, Haliotis tuberculata, Mytilus coruscus y Tegillarca granosa (Welladsen et al. 2010;
Le Moullac et al. 2016; Liu et al. 2017; Zhao et al. 2017; Zhao et al. 2020). La corrosion de la
superficie de la concha y los cambios en las microestructuras biominerales bajo condiciones de
acidificacion se relacionan con un efecto directo en la disolucién de la concha (Anzoux-
Bordenave et al. 2020). Se sugiere que dicho efecto son respuestas de la acidificacidn interna,
siendo la disolucién de sus estructuras mineralizadas (reservas de CaCOs) una estrategia para

compensar dicha inestabilidad quimica (Michaelidis et al. 2005; Miles et al. 2007; Spicer et al.
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2007; Fabry et al. 2008; Doney et al. 2009). Esto debido a que la reduccidn en el gradiente
electroquimico de los H', entre el citosol del organismo y el agua de mar, dificulta el
mantenimiento del pH deseado en el sitio de calcificacién, provocando una inhibiciéon de la
calcificacion y un impacto negativo (visible) en la disolucidon de la concha causado por el
incremento de H® en el agua de mar, donde la alta afinidad de los H" por los CO;, conduce a la
disolucién de las estructuras de CaCOs existentes (Fig.7) (Li et al. 2016; Liu et al. 2012; Chandra
Rajan & Vengatesen, 2020; Ries et al. 2009; Welladsen et al. 2010).

Por lo anterior, es posible que las proyecciones futuras de la AO causada por altos niveles de
CO, impacte negativamente sobre la calcificacidon de la concha de A. maura. Ademas, la pérdida
de integridad estructural a causa del pH acido del agua de mar compromete las propiedades
mecanicas de la concha, lo que podria provocar que A. maura sea mas susceptible a los
depredadores, pardsitos y epibiontes perforadores (esponjas, gusanos) (Li et al. 2015; Liu et al.
2017; Alma et al. 2020). Ya que estos organismos optimizan sus hdbitos alimenticios al preferir

alimentarse de organismos con concha débil (Alma et al. 2020).
8.5 Analisis estadistico de la talla de la concha de A. maura.

El proceso de biomineralizacion de la concha de los moluscos es un proceso complejo,
activamente controlado y determinado por el crecimiento en longitud y grosor, se sugiere que la
capa externa (prismatica) esta involucrada en el crecimiento en longitud, mientras que la capa
interna (nacarada) es la encargada del crecimiento en términos de grosor (Liu et al. 2017). Los
resultados del andlisis estadistico de las diferencias entre las longitudes de la concha de
organismos control (7.8 + 0.1) y organismos expuestos a condiciones de pH acido (pH 7.5+ 0.2)
durante 40 dias no mostraron cambios significativos en el crecimiento de la concha de A.
maura. Lo anterior podria sugerir que A. maura es capaz de regular el crecimiento de la concha
en condiciones de pH acido, al menos a los 40 dias de exposicion. Estos resultados concuerdan
con los reportados por Liu et al. (2023), los cuales mencionaron que el crecimiento de la concha
de Arctica isldndica no se ve afectado a un pH de 7.50 durante tres meses de exposicion. Existen
dos hipdtesis acerca de la resistencia de la calcificacion de un organismo ante la AO: 1)

regulacién del pH en el sitio de calcificacion del organismo y 2) biomineralizacion facilitada por
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la matriz organica (Wall et al. 2016; Liu et al. 2023). Para llevar a cabo la primera hipdtesis el
organismo deberia controlar el pH del liquido de calcificacion a través de Ca-H-ATPasa, Na-K-
ATPasa o ajustando la capacidad amortiguadora del liquido en el sitio de calcificacién, mientras
que, en la segunda hipdtesis, el carbonato de calcio podria estabilizarse por la presencia de
Mg2+, fosfato y/o moléculas organicas (Cusack & Freer, 2008; Liu et al. 2023). Por otro lado, el
periostraco puede proteger los biominerales de la disolucién al protegerlos contra la exposicién

directa al agua de mar acido (Liu et al. 2023).

En condiciones estresantes, la reparacién y produccion de minerales de CaCOs puede tener altos
costos a nivel energético para el organismo, por ejemplo, cuando se encuentra en un ambiente
acido, por lo que la corrosidn y/o disolucién de la concha son estrategias alternativas para la
distribucién de energia hacia otros procesos de mantenimiento metabdlico internos y esenciales
(Melzner et al., 2011; Alma et al. 2020; Anzoux-Bordenave et al. 2020). Por lo que la disolucion y
malformacién de las microestructuras de las conchas y el nulo efecto sobre el tejido del manto
de A. maura en condiciones de acidificacidon podrian sugerir que el bivalvo estd reasignando la
energia de la biomineralizacidon de la concha para el mantenimiento de funciones metabdlicas
basicas, con el fin de contrarrestar el estrés provocado por una disminucién del pH del agua de
mar (Michaelidis et al. 2005; Miles et al. 2007; Spicer et al. 2007; Mackenzie et al. 2014; Ramajo
et al. 2016; Alma et al. 2020). Ademas, se sugiere que las especies mas tolerantes a la
hipercapnia (acumulacién de CO,) presentan una mayor acumulacidon de bicarbonato, y, en
consecuencia, compensan el pH acido debido a la AO mediante la disolucién de la concha, tal
como Mytilus edulis (Fabry et al. 2008). Cuando el transporte de iones a través de la membrana
no es exitoso, la AO puede provocar una disminucion del metabolismo como una estrategia
adaptativa para la supervivencia bajo dichas condiciones, siendo la sintesis de proteinas, sobre
todo aquellas relacionadas con el proceso de biomineralizacién de la concha, uno de los
principales procesos que se observan limitados debido al alto costo energético que estas
involucran (Fabry et al. 2008; Liu et al. 2012). Por lo que el estudio de los niveles de expresién
de genes relacionados con la formacién de la concha de A. maura podria proveer informacion

fundamental acerca de la respuesta de este bivalvo ante la AO.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se evaluaron los efectos de la AO a nivel estructural e histolégico en juveniles de
callo de hacha (A. maura) expuestas a condiciones de acidificacidon por 40 dias. Bajo condiciones
de acidificacion (pH 7.5 * 0.2) la integridad de las capas de la concha se vio afectada
negativamente, presentando signos de disolucién quimica y malformacién tanto en la capa
prismatica de calcita como en la capa nacarada, lo que podria afectar la viabilidad econdmica
del callo de hacha para el consumo humano. Por otro lado, el crecimiento de la concha y el
tejido del manto de A. maura no se vieron afectados bajo condiciones de acidificacion. Dichos
resultados sugieren que A. maura podria estar implementando estrategias fisioldgicas para
destinar energia adicional hacia la homeostasis del pH, siendo la disoluciéon de la concha una
estrategia para compensar la inestabilidad quimica utilizando reservas de CaCOs. Sin embargo,
es posible que las proyecciones futuras de la AO causada por altos niveles de CO, impacte
negativamente sobre la calcificacion de la concha de A. maura, ya que, la pérdida de integridad
estructural a causa de la AO compromete las propiedades mecdnicas de la concha, lo que podria
provocar que A. maura sea mas susceptible a depredadores y otros factores ambientales
estresantes. Por lo que, se requieren mas investigaciones para determinar el mecanismo
fisioldgico de A. maura en respuesta a la AO a largo plazo, siendo los andlisis -omicos multiples
una alternativa esencial para comprender los mecanismos subyacentes responsables de la

adaptacion o aclimatacion de los moluscos al estrés provocado por la AO.
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11. ANEXOS

Secuencias de los productos de PCR amplificados con oligonucledtidos disefiados para los genes

calmodulina, y 28S.

>CalM_Ch
TATGAGGCACGAAGTGAGGAAACAGATTCTGAAGAAGAAATTCGAGAGGCTTTCCGAGTGTTTGACAA
GGATGGTAACGGTTTTATAAGTGCTGCAGAACTTCGACATGTGATGACCAACTTAGGTGAAAAATTGAC
AGAGGAAGAAGTGAGTGAAAA

>28S_Ch
GATCGAAACGGCGAGTGAGCGGGAGAGCCCAGCACCGAATCCCGCAGCCTTGCGCTGCTGGGAAATGT
GGTGTTTAGGACGTCTATTTGCTGTGGAGTGCGGGCGCCCAAGTCCTCCTGATCGGGGCCTCTCCCGTAG
TGGGTGTCAGGCCTTTACTGGCGACCGCCTCTTCGGCTAAGAACGTCCTTGGAGTCGGGTTGTTTGAGAA
TGCAGCCCAAAGTTGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATACTGACACGAGTCCGATAGCGGACAAGT
ACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGTACGTGAAACAACTTAGAGGA





