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Resumen

El incremento de la pesqueria de la almeja generosa que se desarrolla en México ha venido
acompaifiado de la generacién de conocimiento bioldgico de las especies que componen el
recurso (Panopea generosa 'y P. globosa) que ha sido util para implementar estrategias de
manejo para su explotacion. En P. globosa, especie longeva y con gran capacidad
reproductiva, se ha sugerido la senescencia negativa como estrategia poblacional que se
caracteriza por el decline de las tasas de mortalidad e incremento en la fertilidad conforme
incrementa la edad, estrategia que puede ser esencial para el mantenimiento de sus
poblaciones. Para probar la presencia de esta estrategia en las poblaciones de P. globosa del
norte del Golfo de California se analiz6 el potencial reproductivo en tres grupos de edad;
longevidad baja (LB) de 4 a 11 afios, longevidad media (LM) de 14 a 21 afios, y longevidad
alta (LA) de 24 a 36 afios, de un total de 115 organismos, 60 de San Felipe, B.C, y 55 de
Puerto Pefiasco, Son. Ambas poblaciones fueron muestreadas en las temporadas no
reproductiva (abril) y reproductiva (diciembre). Se realizaron andlisis morfolégicos de
largo de concha, pesos totales, drenados y de masa visceral, asi como analisis histologicos
para estimar el indice de potencial reproductivo, histoquimicos para la determinacion de
indices de cobertura de lipofuscinas y reservas energéticas (lipidos totales, LT; y
carbohidratos, CHO), y bioquimicos, para determinar la concentraciéon de reservas
energéticas; carbohidratos (CHO), proteinas totales (PT), lipidos totales (LT) y triglicéridos
(TG) en gonada y glandula digestiva. Paralelamente se realizé el andlisis molecular en
tejido gonadal por grupo de edad para la secuenciacion del transcriptoma para ver la
expresion diferencial de genes relacionados a la senescencia y la reproduccion. La
informacion morfolégica y el indice de potencial reproductivo, sugieren incremento en la
capacidad reproductiva de los organismos con la edad. Por su parte, la informacion
histoquimica indica actividad reproductiva en organismos de mayor edad (LA), asi como
acumulacion de lipofuscinas en la temporada reproductiva. En tejido gonadal se detectd un
incremento en la concentracion de LT en temporada reproductiva y TG en temporada no
reproductiva con la edad, mientras que, la concentracion de CHO y PT se mantuvo
constante en ambas temporadas. Se logré la secuenciacion de novo del transcriptoma de
ovario de P. globosa en diferentes grupos de edad (LB, LM y LA), logrando anotar un 20%
de transcritos del total de contigs resultantes del ensamblado, sin embargo, ninguno de
estos estuvo relacionado con la reproduccion. La integracion general de la informacién
morfoldgica, histoldgica, histoquimica y bioquimica parecen soportar la hipotesis de la
presencia de senescencia negativa como estrategia reproductiva en las poblaciones de P.
globosa, que en la region norte del Golfo de California parece operar al menos hasta 21
ailos de edad. Por lo anterior, se considera apropiado como medida de manejo la inclusién
de una talla de méaxima captura a fin de conservar a los organismos de mayor edad, que
representan una parte importante del stock desovante de la poblacion.
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Summary

The increase of the geoduck fishery that develops in Mexico, have been along with the
knowledge of the biology of the species that compose this resource (Panopea generosa and
P. globosa). This knowledge has been useful to implement management strategies for
resource exploitation. In P. globosa, long-lived species with high reproductive capacity, it
has been suggested a negative senescence as population strategy, characterized by an
increase of fertility and a decline of mortality rates with age. This strategy could be useful
to improve the management of the geoduck populations. In P. globosa, long-lived species
with high reproductive capacity, it has been suggested a negative senescence as population
strategy, characterized by an increase of fertility and a decline of mortality rates with age.
This strategy could be useful to improve the management of the geoduck populations. In
order to prove the presence of negative senescence in P. globosa populations of the north of
Gulf of California, reproductive potential was estimated in three age groups; low longevity
(LL) from 4 to 11 years, medium longevity (ML) from 14 to 21 years, and high longevity
(HL) from 24 to 36 years, in 115 organisms, 60 from San Felipe, B.C., and 55 from Puerto
Pefiasco, Son. Both populations were sampled in non-reproductive (April) and reproductive
(December) seasons. Morphological analyses were performed in shell length, total, dry and
visceral mass weight, as well as histological analyses to estimate reproductive potential,
histochemical analyses to determine lipofuscins and energetic reserves (total lipids, TL; and
carbohydrates, CHO) coverture, and biochemical proximal analyses to determine energetic
reserves concentrations; carbohydrates (CHO), total proteins (TP), total lipids (TL) and
triglycerides (TG) in gonad and digestive gland. Additionally, molecular analysis were
made in gonad tissue using two organisms of each age group, by transcriptome sequencing
to find genes with differential expression related to senescence and reproduction. The
morphological information along with reproductive potential suggest an increment in
reproductive capacity of the organisms with age. On the other hand, histochemical
information indicate a reproductive activity in oldest organisms (HL), along with
lipofuscins accumulation in reproductive season. In gonad tissue was detected an increment
of TL concentration in reproductive season, and TG increment in non-reproductive season
with age, while CHO and TP were constant in both seasons. De novo sequencing and
assembly of transcriptome of the ovary performed in the three age groups (LL, ML, and
HL), allowed the annotation of 20% of transcripts of all contigs obtained. However, none of
these were related to reproduction. The general integration of the morphological,
histological, histochemical and biochemical information seem to support the negative
senescence hypothesis as reproductive strategy in P. globosa in the north of Gulf of
California, where it happens at least to 21 years. Considering this, it is appropriate
introducing a legal maximum size as management measure, in order to conserve the older
organisms that represent an important part of the spawning stock of population.

Keywords: Negative senescence, reproductive potential, transcriptome.
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1. INTRODUCCION

La reproduccion es un proceso biologico que permite la creacion de nuevos
organismos, siendo una caracteristica comun de todas las formas de vida conocidas. En
animales las estrategias reproductivas se dividen de manera general en k (pocas crias con
cuidado parental) y r (muchas crias sin cuidado parental) (Morlans, 2004). Sin embargo,
existen particularidades dentro de estas estrategias con diferentes caracteristicas, como lo
son los modelos conservador y oportunista, ademas de la semelparidad e iteroparidad. En el
caso de los moluscos bivalvos su gran plasticidad morfoldgica, diversidad de habitats que
ocupan y habitos de vida, les han permitido adoptar varias de las estrategias las cuales
implican diferentes manifestaciones de sexualidad, tipos de huevo, desarrollo embrionario,
desarrollo larvario, mecanismos de dispersion y colonizacion de hébitats (Baqueiro-
Cérdenas, 1998). Ayache et al. (2016) encuentran que Solen marginatus parece adoptar la
combinacidon de los dos tipos de estrategia reproductiva para la gametogénesis: oportunista,
donde el alimento recién ingerido es usado para dicho proceso; y conservadora, donde el
organismo utiliza las reservas almacenadas durante cierto tiempo para el evento
reproductivo. Por otra parte, la semelparidad se ha identificado como estrategia
reproductiva en el microbivalvo Gaimardia bahamondei, la cual considera un sélo evento
reproductivo en la vida de un organismo (Chaparro et al., 2011). En contraste con esta,
Langton et al. (1987) reportaron que Placopecten magellanicus recurre a la iteroparidad,
caracterizada por tener varios eventos reproductivos a lo largo de la vida del organismo.

Todas estas estrategias tienen por finalidad la autoperpetuacion de cada especie.

Para evaluar la capacidad de producir descendencia de los individuos de una
poblacion se toman indicadores o indices denominados de fecundidad especifica que sirven
para caracterizar el potencial reproductivo a nivel poblacional e incluyen, dependiendo de
la especie, factores como la fecundidad individual, inicio de la madurez sexual, proporcion
de sexos, y periodicidad y frecuencia de las puestas a lo largo del ciclo biologico
individual; como tal, el indice de potencial reproductivo, se define como la capacidad de un
organismo para producir descendencia, donde una poblacion sostenible sera aquella en la

que la supervivencia y fecundidad, durante el tiempo de vida de los individuos que la



componen, permiten que esos individuos se reemplacen a si mismos (Saborido-Rey, 2008).
En el caso de invertebrados marinos, como el camardn Litopenaeus vannamei, el potencial
reproductivo considera el numero total de ovocitos, el didmetro promedio de los ovocitos,
el cual representa el promedio del diametro medido de todos los ovocitos en el ovario; la
madurez ovarica, representando el area total ocupada (um?) por los ovocitos presentes en la
gonada de cada hembra; y el &rea total del ovario que representa el area de la superficie
completa (um?) ocupada por la génada (Arcos-Ortega et al., 2005). En moluscos bivalvos
como Crassostrea gigas y Crassostrea corteziensis, el potencial reproductivo se ha
estimado usando los ovocitos en todos los estadios de madurez, asi como el radio de estos y

namero total (Rodriguez-Jaramillo et al., 2017).

De manera particular para moluscos, varios autores indican que su fecundidad esta
relacionada a la edad, lo que implica que destinan un mayor esfuerzo energético para la
reproduccion (produccion de gametos); en el mejillon Mytilus edulis se producen de 7 a 40
millones de huevos dependiendo de su longitud de concha y en Ostrea edulis la produccion
de huevos varia de cien mil a un millén en funcion de la edad (Gosling, 2004). Langton et
al. (1987) demostraron que en hembras del pectinido Placopecten magellanicus, hay una
relacion positiva entre la talla y la cantidad de huevos producidos, asi como un mayor
esfuerzo reproductivo en funcion de la edad. En algunas especies de longevidad
considerable, como Panopea generosa que vive 163 afios, Margaritifera margaritifera
alcanzando 190 afios y Arctica islandica que llega a vivir hasta 375 afios, se ha indicado
gue no se observa un decline con la capacidad fisioldgica y tasas de reproduccion (Philip y
Abele, 2010). Ridgway et al. (2011) han reportado en algunos bivalvos que no se observa
una senilidad reproductiva aparente, ya que la produccion gonadica continta e incluso
incrementa con la edad, ademas de un crecimiento indeterminado aunque en proporciones
minimas en edades avanzadas, ademas de que suponen que los bivalvos longevos son un
grupo de organismos que presentan una posible senescencia negativa. En contraste con la
senescencia, caracterizada por el decline de la fertilidad y el incremento en las tasas de
mortalidad, en la “senescencia negativa” hay un decline en las tasas de mortalidad e

incremento en la fertilidad y funcionalidad, conforme avanza la edad (Vaupel et al., 2004).



Adermas, Berkeley et al. (2004), mencionan que el crecimiento y la supervivencia podria
relacionarse a la edad maternal, lo cual significa que los individuos mas viejos producen
larvas con tasas de supervivencia y crecimiento mayores, incrementando asi la probabilidad
del reclutamiento subsecuente. Por las caracteristicas anteriores es posible considerar a la
senescencia negativa como una estrategia reproductiva que opera en especies longevas para

el mantenimiento de sus poblaciones.

En bivalvos de gran longevidad, especialmente en aquellos que viven enterrados en
el sustrato, se considera como hipotesis que debido a su forma de vida, el oxigeno es
minimo y estable, lo que podria favorecer una mayor esperanza de vida, previniendo la
oxidacion de biomoléculas y reduciendo la acumulacion de productos celulares (Philip y
Abele, 2010). En el caso de las almejas del género Panopea, debido a que estas se entierran
profundamente en el substrato (hasta un metro), quedan a resguardo de la mayoria de los
depredadores (Sloan y Robinson, 1984), resultado en bajas tasas de mortalidad en sus
poblaciones por lo cual se ha sugerido que sus poblaciones presentan gran longevidad
(Gonzalez-Peléez, 2013); en P. generosa alcanza hasta los 168 afios (Bureau et al., 2002),
mientras que para P. abbreviata la edad promedio en poblaciones de Argentina es de 40
afios (Morsan y Ciocco, 2004), y para P. globosa 47 afios (Gonzalez-Peldez, 2013).
Ademas de esto, se ha reportado actividad reproductiva en organismos de avanzada edad
(>80 afios) (Gribben y Creese, 2003), asi como la presencia de esperma y Ovulos
morfolégicamente viables en individuos de edad avanzada en P. generosa, donde también
se ha observado un incremento en el volumen y peso de la masa visceral con la edad (Sloan
y Robinson, 1984), lo cual supone un incremento en el tamafio de la génada y por ende de
la capacidad reproductiva.

Por lo anterior, se ha propuesto en P. globosa la posibilidad de la presencia de
senescencia negativa ocurra en como estrategia sus poblaciones (Gonzalez-Pelaez et al.,
2015). ElI fendmeno de senescencia negativa se ha observado en los gasterépodos
Umbonium costatum (Noda, 1991; Noda et al., 1995) y Litorina rudis (Huges y Roberts,
1981), asi como en bivalvos en el caso de Yoldia notabilis (Nakaoka, 1994, 1996), donde la

fertilidad se incrementa con el crecimiento individual y la tasa de mortalidad disminuye.



Pese a la evidencia que sustenta la estrategia de senescencia negativa en P. globosa,
es necesario identificar qué procesos especificos estan involucrados a nivel molecular,
como la expresion de genes relacionados a la senescencia y al potencial reproductivo, asi

como el analisis del transcriptoma asociado a este proceso.

La senescencia celular (llamada comuUnmente envejecimiento) se define
generalmente como la pérdida progresiva de funciones acompafiadas de la disminucion de
la fecundidad y el aumento de la mortalidad con la edad avanzada, lo que es claramente
malo para el individuo (Kirkwood, 1999; Kirkwood y Cremer, 1982; Wolf, 2010).
Asimismo, la senescencia celular es la respuesta de las células, mitéticamente competentes
que responden a estimulos potenciales para causar formaciones neoplasicas y esta dada
entre otros aspectos, en un arresto de su crecimiento (Campisi, 2003). Esta senescencia se
ha observado, al menos en mamiferos, que esta regida por un acortamiento del telomero
que por mecanismos bioquimicos propios de la replicacion del ADN este se va reduciendo
durante cada fase S, y ya que la enzima responsable de la sintesis del ADN telomérico no se
expresa en la mayoria de las células, los telémeros se acortan en cada ciclo celular (Pardo-
Andreu et al., 2005). Por otra parte, en otras especies, como es el caso del nematodo
Caenorhabditis elegans y la mosca Drosophila melanogaster, se han observado
mecanismos genéticos asociados a la senescencia, particularmente el factor de crecimiento
de transformacion beta (TGF-B) y la insulina que regulan las células germinales y su
proliferacion durante el envejecimiento (Tatar, 2010). Aunado a esto, las caracteristicas de
la senescencia celular caracteristicas estan asociadas con el estrés, que es una condicion en
la cual el equilibrio dinamico de los organismos, llamado homeostasis, es amenazado por
estimulos intrinsecos o extrinsecos, asimismo el estrés oxidativo es un disturbio en el
balance entre prooxidantes y antioxidantes a favor de los primeros, llevando a un dafio
oxidativo (Sies, 1991; Sokolova et al., 2012). En respuesta a las condiciones del medio
ambiente, los moluscos han desarrollado mecanismos de defensa para adaptarse los cuales
pueden prevenir o neutralizar las especies reactivas de oxigeno o nitrogeno (ERO/ERN) a
causa del metabolismo aerobico por diferentes vias metabodlicas celulares (Rodriguez-

Jaramillo, 2014). Dichos mecanismos incluyen metales quelantes (ferritina, transferrina,



metalotioneina entre otros), enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), antioxidantes de bajo peso molecular y
mecanismos de reparacion de ADN directos (metilacion de guanina) e indirectos
(intervencién de nucleasas y ADN polimerasas) (Hebbel, 1986; Sies, 1993). Asi como
proteinas de choque térmico (HSP) que son chaperonas moleculares evolutivamente
conservadas, con funciones esenciales como citoprotectores en todos los organismos, las
cuales se activan por medio de factores de transcripcion conocidos como factor de choque
térmico (HSF) (Barral et al., 2004; Sorensen et al., 2003). Afectando asi la expresion
génica como respuesta metabdlica al estrés, en particular en situaciones de estrés
prolongado o crénico, ademas de estimular la respuesta inmune (Soti et al., 2005; Sreedhar
y Csermely, 2004). Otro mecanismo de defensa es la apoptosis que es un programa
regulado de auto-desintegracion por el que las células dafiadas se eliminan para evitar la
evolucion de la inflamacion y enfermedades, como cancer (Edinger y Thompson, 2004).
Cabe destacar que este mecanismo es altamente conservado y activo en moluscos (Kiss,
2010; Sokolova, 2009).

Cuando los mecanismos de defensa mencionados fallan, se produce acumulacion de
lipofuscinas, las cuales son agregados de proteinas oxidadas, lipidos y metales no
degradables, ha sido considerada como una prueba del proceso de envejecimiento celular, y
ha sido utilizada como un indicador de la edad (Brunk et al., 1992a, b). La lipofuscina es un
pigmento de color pardo-amarillento con fluorescencia propia, compuesto por polimero de
lipidos y fosfolipidos, derivados de la peroxidacion de los lipidos poliinsaturados de las
membranas subcelulares. Estos son productos celulares que se acumulan en los lisosomas
como resultado del dafio oxidativo causado por estrés (Viarengo et al., 1992; Mathew y
Damodaran, 1997). Los productos de oxidacién que resultan de la reparacion y mecanismos
de absorcion, al igual que productos no degradables como lipofuscinas, contribuyen a la
acumulacién de dafio cada vez mayor, que interfiere con el funcionamiento celular en edad
tardia, donde la acumulacion de lipofuscinas parece jugar un papel crucial en el progreso
del envejecimiento celular (Terman y Brunk, 2004; Terman et al., 2007). Existen técnicas

especificas para la identificacién y cuantificacién de lipofuscinas, como el método de



Indofenol, Ziehl-Neelsen, Schmorl, Azul Alciano (Bayliss, 1990; Riga y Riga, 1995), o
carbolfuscina Kinyoun creado por AFIP (Prophet et al., 1992). Los granulos de lipofuscina
presentan una caracteristica autofluorescencia amarilla cuando son excitados con luz
ultravioleta, debido a la formacion de fluoréforos como resultado del catabolismo celular
(Brunk et al., 19923, b).

Finalmente, de confirmarse la presencia de senescencia negativa como estrategia
reproductiva en P. globosa se podria identificar un rasgo esencial para el mantenimiento de
sus poblaciones, particularmente si se considera que sobre esta especie se desarrolla una
importante pesqueria en el noroeste de México. Por lo anterior, su valoracion en las
poblaciones del norte del Golfo de California seria de gran valor para mejorar el manejo de

este recurso.



2. ANTECEDENTES

En Meéxico, la pesqueria de almeja generosa inicié como pesqueria prospectiva en
2002, y en 2004 se establecié como pesqueria comercial. De 2006 a 2009, las capturas de
almeja generosa en las costas de la Peninsula de Baja California en el Pacifico y el Golfo de
California excedieron las 1200 toneladas, y durante 2010 y 2011, se reportaban mayores a
2000 toneladas. EI aumento de la pesqueria de almeja generosa en los ultimos afios se debe
a su alto valor comercial y el alta demanda en los paises asiaticos. Durante 2012 los precios
en la costa Pacifico de Baja California se incrementaron a 16 dolares por kg. para P.

globosa, y 24 doblares por kg. para P. generosa (Aragon-Noriega et al., 2012).

La distribucion geogréafica de P. generosa abarca la Costa Occidental de la
Peninsula de Baja California, mientras que P. globosa abarca desde la region del alto Golfo
de California hasta Bahia Magdalena, al suroeste de Baja California Sur (Gonzélez-Peléaez
et al.,, 2013). De estas, P. globosa, se ha descrito como un organismo dioico (sexos
separados) sin un dimorfismo sexual (Arambula-Pujol, 2008), con un ciclo de vida que se
compone por varios estadios que incluyen una larva trocofora, Larva D (prodisoconcha 1),
larva umbonada (prodisoconcha II), pediveliger (larva enterradora), juvenil vy
posteriormente el adulto (Ferreira-Arrieta, 2014). La temporada reproductiva de P. globosa
varia a lo largo de su distribucion, donde para las poblaciones del norte del Golfo de
California el periodo reproductivo es de diciembre a marzo (Calderon-Aguilera et al.,
2010b), mientras que en la parte central del Golfo en especifico en las costas de Sonora,
este ocurre entre enero y febrero (Aragdn-Noriega et al., 2007), y en la costa Pacifico en
Bahia Magdalena, es entre marzo y abril (Gonzélez-Peldez, 2013). Asimismo P. globosa
exhibe un desarrollo reproductivo y un desove sincrénicos, ademas de que tiene un corto
periodo reproductivo que dura de tres a cinco meses, y un periodo de reposo extenso donde
las almejas no pueden diferenciarse sexualmente. Cabe mencionar que en el desove P.
globosa empieza la gametogénesis cuando las condiciones son célidas, y usa la caida de
temperatura estacional como activador de dicha gametogenesis, lo que permite a los

gametos maduros desarrollarse en cuatro meses, listos para aprovechar como larvas las



condiciones cuando la produccion en el océano es méas alta (Calderon-Aguilera et al.,
2010b).

El crecimiento de esta especie varia entre poblaciones, por lo cual se ha reportado
diferencias entre los modelos de crecimiento y sus respectivos parametros. En la parte
central del Golfo de California se reporta una longitud asintdtica de 122.86 mm de longitud
de concha y una constante k de 0.330 usando el modelo de von Bertalanffy (Cortez-Lucero
et al., 2011), mientras que Cruz-Vasquez et al. (2012) reporta que el mejor modelo para
describir el crecimiento es el logistico con parametros de 122.16 y 0.497. En la region norte
del Golfo de California se reporta que el crecimiento sigue dos patrones, logistico para la
localidad de Puerto Pefiasco y Schnute para San Felipe, los valores de L infinita generados
por inferencia multimodelo son 161.88 y 205.20 mm de longitud de concha,
respectivamente. Para la poblacién de Bahia Magdalena en el suroeste de la Peninsula de
Baja California, el modelo que mejor describe el crecimiento de la especie es el Gompertz y
sus parametros son L infinita de 167.51 y k de 0.218 (Gonzélez-Peléez et al., 2015).

Algunos estudios han caracterizado la génada y la hemolinfa de la poblacion de P.
globosa de San Felipe mediante herramientas histoldgicas, histoquimicas y bioquimicas
durante la gametogénesis, encontrando niveles muy altos de proteinas, lipidos y
carbohidratos al inicio de la gametogénesis y un posterior decremento de estos
componentes bioquimicos en los estadios subsecuentes (Ledn-Hing, 2012), ademéas de
encontrar que la mayor concentracion de proteinas, lipidos y carbohidratos fue mayor
durante los estadios de previtelogénesis y espermatogénesis temprana (Arcos-Ortega et al.,
2015). Por su parte, se ha descrito que el glucégeno desempefia un papel importante como
compuesto de reserva en las hembras y que P. globosa sigue un modelo conservador, donde
las reservas energéticas se acumulan antes de iniciar la gametogénesis (Tapia-Morales,
2014).

En cuanto a los mecanismos genéticos que controlan la expresion de genes en los
procesos de interés como la senescencia y la reproduccion, se han realizado diversos

estudios, sin embargo, estos trabajos se han llevado a cabo en su mayoria en otras especies



de moluscos. Kefaloyianni et al. (2005) muestran la activacion de los marcadores
apoptdticos caspasa-3 y p38-MAPK en M. edulis cuando este es expuesto a diferentes
estresores ambientales como metales pesados y temperatura, sin embargo, aquellos genes
autofagicos no han sido descritos especificamente hasta el momento. Al mismo tiempo,
Ivanina et al. (2008) estudiaron los efectos del estrés oxidativo y los mecanismos de
defensa en dos moluscos, C. virginica y M. mercenaria, encontrando que la proteina de
shock térmico mitocondrial (HSP60) disminuye con la edad en ambas especies, mientras
que la HSP70 incrementa y la HSP90 también disminuye por el envejecimiento en M.
mercenaria, y en C. virginica no hay cambio en la HSP70 e incrementa la HSP90 con la
edad. En cuanto a los genes asociados a la reproduccion Ciocan et al. (2011) identificaron
genes especificos de la reproduccion asociados con la maduracion y la exposicion del
estrogeno en el bivalvo M. edulis, concluyendo que los RNA mensajeros aislados y
diferencialmente expresados evidencian que M. edulis es afectada por la exposicion a
estrogeno exogeno. Por otra parte, Teaniniuraitemoana et al. (2014) analizaron el
transcriptoma de la almeja Pinctada margaritifera usando como tejido la génada y
encontrando una lista de genes diferencialmente expresados y relacionados a la
reproduccion, en especifico para la determinacion del sexo como el pmarg-dmrt, pmarg-
fem1-like y pmarg-foxI2. Asimismo LoOpez-Landavery (2015) analizé el transcriptoma del
abuldn rojo Haliotis rufescens encontrando genes asociados a la reproduccion, en especial
la vitelogenina que es critica durante la madurez ovérica. Mientras que en P. globosa
Tapia-Morales (2014) analizé el transcrito del gen de la vitelina/vitelogenina obteniendo
por primera vez su secuencia, la cual tuvo una similitud arriba de 84% con las reportadas

para otros bivalvos.



10

3. JUSTIFICACION

La almeja generosa Panopea sp. es un recurso que tiene alto valor comercial que ha
venido explotandose desde hace 12 afios, por tal motivo resulta ser una de las pesquerias
riberefias mas importantes de Baja California, Baja California Sur y Sonora. Para el caso
particular de la almeja del Golfo de California P. globosa esta llega a alcanzar un precio en
el mercado internacional de 16 dolares americanos por kilo. El crecimiento de la pesqueria
de almeja generosa P. globosa en México, junto con su alto valor econdémico, hace
importante el implemento de estrategias de manejo adecuadas para evitar la
sobreexplotacion de este recurso. Las medidas a corto plazo consideran fijar tasas de
aprovechamiento en funcion de su disponibilidad, rotacion de bancos de cosecha y
extraccion Unicamente de organismos adultos considerando como medida precautoria la

talla minima igual o mayor a la frecuencia modal (Gonzalez-Pelaez et al., 2015).

Con la ejecucion del presente trabajo de tesis se pretende determinar la senescencia
negativa como rasgo poblacional de la almeja P. globosa, mismo que de estar presente
implicaria la necesidad de implementar estrategias de manejo pesquero tendientes a

proteger la parte de la poblacion que més aporta en términos de produccion de larvas.
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4. HIPOTESIS

El conocimiento bioldgico de la almeja generosa subtropical P. globosa ha
permitido identificar que es una especie longeva y con gran capacidad reproductiva por lo
cual se ha sugerido que la senescencia negativa puede estar presente como rasgo
poblacional fundamental en la continuidad de las poblaciones de esta especie en el noroeste
de México. Por lo anterior, se esperaria que el potencial reproductivo de la especie se
incremente con la edad, siendo evidente en la fecundidad, tallas de los ovocitos,
composicion bioquimica de los tejidos que participan en la transferencia de energia a los

gametos y la activacion de genes especificos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Valorar la senescencia negativa como rasgo presente en las poblaciones de la almeja

generosa P. globosa.

5.2 Objetivos particulares
1) Determinar el potencial reproductivo de P. globosa respecto a la edad mediante
analisis histolégicos e histoquimicos.
2) Analizar los cambios en la concentracion de lipidos, carbohidratos, proteinas y
pigmentos en gonada respecto a la edad.
3) Evaluar el perfil transcriptémico asociado a la senescencia negativa en P. globosa.
4) Integrar evidencia a favor o en contra de la hipétesis de la presencia de senescencia

negativa.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio

El area de estudio se ubica en la region del Alto Golfo, al norte del Golfo de
California, entre los 31° 00’ y los 31° 45 de latitud norte y entre los 114° 30’ y 114° 60’ de
longitud oeste y que limita al oeste con el Estado de Baja California y al este con el Estado
de Sonora (Valenzuela-Quifionez, 2010) (Fig. 1). El Alto Golfo de California tiene
caracteristicas muy variadas, como lo son sus rangos extremos de temperatura, alta
evaporacion, baja precipitacion y salinidad elevada, asi como poca profundidad con
pendientes del fondo poco pronunciadas, ademéas de componerse por capas de sedimentos,
alta turbidez y amplitudes grandes de marea (Nava-Romo, 1994).

En el Alto Golfo las mareas presentan un patron semi-diurno, registrandose
amplitudes hasta de 10 m. Las condiciones extremas del rango de mareas ocasionan una
fuerte mezcla de agua, y al mismo tiempo el fendmeno de surgencias de la region norte se
presenta durante todo el afio por las fuertes corrientes de marea, lo que ocasiona que esta

zona sea altamente productiva (Alvarez-Borrego, 1983; Alvarez-Borrego et al., 1975).
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Figura 1. Sitios de muestreo en el Alto Golfo de California: San Felipe, Baja California y

Puerto Pefiasco, Sonora.

6.2 Colecta de organismos

Los organismos analizados en el presente estudio provienen de poblaciones

ubicadas en las localidades de San Felipe, Baja California y Puerto Pefiasco, Sonora (Fig.

1). El disefio del muestreo se planificd para obtener organismos en reposo reproductivo y
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madurez por lo cual se realizaron las capturas en dos periodos del afo, abril y diciembre del
2016, respectivamente. Asimismo, el uso de dos zonas de captura permitiria una mayor

probabilidad de obtener organismos de diferentes clases de edad.

La recolecta se hizo por buceo auténomo, utilizando una motobomba de 1.5 Hp y
una manguera de 50 m. de longitud para dirigir un chorro de agua bombeado desde la
superficie para remover el sustrato en el cual se encuentran enterrados los organismos.
Estos se colocaron en bolsas de colecta y fueron llevados a la superficie donde se
almacenaron en hieleras plasticas para su transporte a tierra y posterior obtencién de datos
morfométricos y tejidos. De cada organismo se registr0 el peso total vivo (PT),
posteriormente se disecd con el objeto de obtener el peso del animal sin agua o drenado y
de la masa visceral (génada, intestino y estdmago), asi como del conjunto de todos los
tejidos blandos usando una balanza electronica (£1 g). Las conchas se marcaron para su
posterior identificacion y toma de datos de longitud (LC) y ancho de la concha (AC)
mediante una cinta métrica (£ 1 mm) y cruce de datos con la informacion de edad estimada.
La masa visceral se dividio para los diferentes andlisis. Para los analisis moleculares se
tom6 una muestra aproximadamente de 50 pug de gonada proveniente de dicha masa
visceral, ademas de dos réplicas de esta, procurando que no contenga tejido diferente al
requerido, de todos los organismos (machos y hembras) provenientes de las variantes de los
muestreos (diferente sitio y temporada), de tal manera que estén representadas todas las
condiciones relacionadas con la edad y el potencial reproductivo, las cuales se pusieron en
tubos Crioviales de 2 mL. Para los analisis bioquimicos también se tomaron porciones de
gonada, ademas de glandula digestiva de 0.09 a 0.15 g aproximadamente, provenientes de
la misma masa visceral, los cuales se guardaron en tubos Crioviales de 2 mL. En cuanto a
los analisis histoldgicos e histoquimicos se tomd el resto de la masa visceral y se preservo
en solucién Davidson poniéndose a conservar en hielo. Todas las muestras (con excepcion
de las muestras para histologia e histoquimica) se almacenaron en un tanque con nitrogeno
liquido para su preservacion, y se transportaron por tierra al CIBNOR en la Paz, B.C.S,,
México, donde posteriormente se pasaron a ultracongeladores para mantenerse congeladas
a-80°C
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6.3 Estimacion de la edad

En el caso de la determinacion de la edad de los organismos, se us6 la metodologia
de Shaul y Goodwin (1982) que implica el conteo de las lineas de crecimiento en una
seccion de placa del ligamento tomado de la valva derecha de cada organismo. Para ello, la
valva se trato previamente adicionando resina epoxica a la region de la placa de ligamento
para proteger la capa més externa de la concha. Una vez que la resina se endurecio se corto
la concha empleando una sierra de baja velocidad (Isomet Buehler®), la cual se equipd con
dos discos de diamante de 127 mm de diametro y 0.4 mm de ancho, separados entre si por
1.20 mm. Esto con el fin de obtener un solo corte en la seccion de la placa del ligamento de
la concha con el grosor correspondiente a la separacion entre discos. Los cortes realizados
fueron posteriormente fijados a los portaobjetos con resina epdxica y en cuanto se
endurecieron fueron pulidos con una serie de lijas comerciales (600, 800 y 2000) y
limpiados con alcohol al 70%. Finalmente los cortes se tifieron con la solucion de Mutvei
(Schone et al., 2005) durante 30 minutos para una mayor definicion de las lineas de
crecimiento, estos se lavaron con agua destilada para quitar el exceso del colorante y se

procedio a contar las lineas de crecimiento siendo cada linea equivalente a un afio (Fig. 2).
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Figura 2. Seccién de la placa del ligamento de la almeja generosa P. globosa tefiida con
solucion Mutvei, mostrando las bandas de crecimiento (A), y lineas de crecimiento (B).
Tomada a 4X con un microscopio de campo claro (Olympus- BX-41).

Una vez obtenidas las edades, se dividio a todos los organismos en tres grupos de
edad tomando como referencia la longevidad: longevidad baja (LB) (4-11 afios),
longevidad media (LM) (14-21 afios) y longevidad alta (LA) (24-36 afios). Esta

clasificacion se utilizé en cada uno de los diferentes analisis.

6.4 Analisis bioquimicos

Las muestras de gonada y glandula digestiva destinadas para los andlisis bioquimicos
se procesaron en el laboratorio de Bioquimica Fisioldgica del CIBNOR, donde fueron
descongeladas. Posteriormente se pes6 una porcion de tejido (gbénada y glandula digestiva)
de 0.09 a 0.15 g en un tubo Eppendorf de 2 mL, registrando el peso del tubo sin tejido, el
peso fresco del tejido y los datos de la muestra (Balanza Ohaus, AP250-D, NJ-USA).
Después se procedié a poner parafilm a las muestras en la boca del tubo y luego se
mantuvieron a -70°C durante 24 horas. Posteriormente las muestras se colocaron en la
liofilizadora (VirtTis, BenchTop 3.5, NY-USA) a -80°C con una presién maxima de 100
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mTorr, por un periodo de 24 h. Después se pulverizaron las muestras con ayuda de
fragmentadores (perlas) y agitacion mecénica con un homogeneizador (MPI, FastPrep-24,
CA-USA). Después las muestras fueron rehidratadas con 1mL de agua destilada y
homogeneizadas en un vortex. Posteriormente se realizé la cuantificacion de Proteinas

totales, Lipidos totales, Carbohidratos totales y Triglicéridos.

Las Proteinas totales (PT) se cuantificaron mediante el método del &cido
bicinconinico (BCA) el cual se basa en el principio de que las proteinas reducen los iones
clpricos a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el
acido bicinconinico, sal sédica (verdoso) para formar un color morado que es proporcional
al contenido proteico de la muestra. En este estudio, se utilizd una solucién reactiva
comercial de Sigma (solucion de acido bicinconinico B9643 y solucién de sulfato de cobre
Il C2284). Para las muestras de tejido se us6 una alicuota de 25ul del homogeneizado que
se puso a digerir en 500ul de NaOH 0.1N durante 120 minutos, posteriormente se tomaron
25l del digerido o de la muestra diluida, y se pusieron en el fondo de una microplaca y se
le agrego el reactivo preparado de BCA. Se incubd a 60°C durante 15 minutos y se leyo su
absorbancia en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-
Finlandia) a 562 nm (Fujimoto et al., 1985).

Se utilizé una solucién estdndar con una concentracion de 1mg/ml de albimina
bovina, la cual se diluy6 en proporcion 1:1 en solucion salina hasta tener concentraciones,
de 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg/ml de proteina y solucion salina como blanco.

La concentracidn de proteinas se calcul6 con la siguiente formula:

Concentracion de Proteinas (mg/g) = (Absorbancia de la muestra x FD) / (m x peso de la

muestra)
(1) Dénde: FD es el factor de dilucién y m es la pendiente en la curva estandar.

La concentracidn obtenida de proteinas se expresd en miligramos por gramo (mg/g).
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Para la cuantificacion de Carbohidratos totales (CHO), se usé el método de Antrona
(Roe, 1955), el cual tiene como principio la deshidratacion de carbohidratos con H2SO4
concentrado formando furfural, el cual se condensa con antrona para formar un complejo de
color verde-azul que puede ser medido a 620 nm. Se tomaron 0.1 mL de homogeneizado de
cada muestra y se mezclaron con 0.1 mL de Acido TriCloroAcetico (TCA) al 20% en tubos
Eppendorf de 0.65 mL, esto con la finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la
medicion de carbohidratos. Los tubos se centrifugaron a 3600 rpm (revoluciones por
minuto) por 10 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada (Eppendor 5810 R, NY-USA),
después se recupero el sobrenadante en tubos limpios. Para determinar la concentracion de
carbohidratos totales se utiliz6 un método basado en Roe et al. (1955) donde 25uL de
sobrenadante se colocaron en un tubo y se le agreg6 0.25 mL de solucién de Antrona 0.1%
diluida en H2SO4 al 72%. Se calentaron a bafio maria a 90 °C durante 5 minutos y se
enfriaron en bafio de hielo. Se leyd su absorbancia a 620 nm en un espectrofotometro de
placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) (Roe et al., 1961).

La curva estdndar se prepar6 de la siguiente manera: la solucién estandar de
carbohidratos contiene 5 mg/mL, se prepararon diluciones en proporcion 1:1, en 500 pL de
TCA al 20%, quedando concentraciones de 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 y
0.3906 mg/mL de carbohidratos.

La cantidad de carbohidratos se calcul6 con la siguiente relacion:

Concentracion de carbohidratos (mg/gr) = (Absorbancia de la muestra x FD) / (m x Peso de

la muestra)
(2) Donde: m es la pendiente en la curva estdndar y FD es el factor de dilucion

La concentracion obtenida de carbohidratos se expresé en miligramos por gramo

(mg/g).

Para obtener la concentracion de Lipidos totales (LT) se utiliz6 el método de la

sulfafosfovainillina segun Barnes y Blackstock (1973), el cual se basa en la reaccion de los
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lipidos con acido sulfurico, &cido fosforico y vainillina para dar un complejo de color rojo
que puede ser leido a 520 nm. Se tomd una alicuota de 25 pL de cada muestra, luego se
puso en tubos, se les agregd 0.25 mL de acido sulfarico concentrado y se incubaron a bafio
maria a 90°C, por 10 minutos. Los tubos se enfriaron en bafio de hielo, posteriormente se
tomaron 20 pL de cada tubo y se colocaron en el fondo del pozo de una microplaca (placa
elisa) de 96 pozos, donde se le agregd 200 pL de solucion reactiva para lipidos
(fosfovainillina al 0.2% en &cido sulfurico al 80%) se dejo6 incubar la placa por 40 minutos
a temperatura ambiente y se tomd la lectura de la placa en un espectrofotémetro de placas a
540 nm (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) (Barnes y Blackstock, 1973). Al
mismo tiempo que las muestras se hicieron reaccionar una curva estandar la cual se prepara

de la siguiente manera:

Curva estandar: A partir de la solucion estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma L2648)
contiene 20 mg/ml, de ésta se prepararon diluciones en proporcion 1:1, en 1 mL de solucion
diluyente del estdndar de lipidos, quedando concentraciones de 20, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y

0.3125 mg/mL de lipidos. Se utiliz6 agua como blanco.
La cantidad de lipidos se calcul6 con la siguiente relacion:

Concentracion de lipidos (mg/gr) = (Absorbancia de la muestra x FD) / (m x Peso de la

muestra)
(3) D6nde: m es la pendiente en la curva estandar y FD es el factor de dilucion.
La concentracidn obtenida de lipidos se expresé en miligramos por gramo (mg/g).

Finalmente para la determinacion de Triglicéridos (TG), se utilizd una prueba
enzimética colorimétrica utilizando un kit de RANDOX (No. catalogo TR 1697). Los
triglicéridos se determinan a partir de la hidrolisis enzimatica con lipasas. El indicador es
una quinoinemina formada por peréxido de hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol,
bajo la influencia de una peroxidasa. Esta técnica ha sido adaptada a microplaca de 96

pozos. Se tomo una alicuota del homogeneizado de 20 pL y se puso en el fondo de una
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microplaca, se le agregaron 200 pL de solucion reactiva, se incubaron 10 minutos y se
leyeron en un espectrofotdmetro de microplacas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-
Finlandia) a una absorbancia de 540 nm (Koditschek et al., 1969).

La curva estandar se prepard a partir de la solucion estandar de triglicéridos contiene
200 mg/dL, de ésta se prepararon diluciones en proporcion 1:1, en 1 mL de agua destilada,
quedando concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 mg/dL de triglicéridos.

Se utiliza agua destilada como blanco.
La cantidad de triglicéridos se calculé con la siguiente relacion:

Concentracion de triglicéridos (mg/g) = (Absorbancia de la muestra x FD) / (m *100* peso
de la muestra)

(4) Dénde: m es la pendiente en la curva estandar y FD es el factor de dilucion

La concentracion obtenida de triglicéridos se expres6 en miligramos por gramo

(mg/g).

Para algunas muestras fue necesario hacer diluciones debido a los altos valores de

absorbancia obtenidos.

6.5 Analisis histoldgicos e histoquimicos

Las muestras histoldgicas e histoquimicas fueron realizadas en el laboratorio de
Histologia e Histoquimica del CIBNOR, donde se us6 una parte de la gonada de cada
organismo, proveniente de la masa visceral previamente conservada en solucién Davidson,
esta se disecO y fue colocada en histocassetes que fueron posteriormente deshidratados
mediante una serie gradual de alcohol etilico: 70%, 80%, 90%, 96% y 100%, se aclararon
con Xileno y se incluyeron en Paraplast X-Tra con un punto de fusion de 54-56°C. Con un
micrétomo de rotacion Leica RM 2155, se hicieron tres cortes de tejido de 4um de espesor

(Rodriguez-Jaramillo et al., 2008) que se tifieron mediante el método convencional de
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hematoxilina-eosina (H-E) propuesto por Humanson (1972). Cada laminilla fue examinada
mediante un microscopio conectado a una videocamara (CoolSNAP-ProColor) y
digitalizada usando el programa de analisis de imagenes Image Pro Plus 7.0 examinando

tres imagenes de gonada por hembra.

El andlisis histologico consistid en determinar la madurez sobre la base de la escala
propuesta por Arcos et al. (2015), misma que establece los siguientes estadios: 1)
Previtelogénico (PVT); caracterizado por tener ovocitos abundantes asociados al tejido
conectivo. 2) Vitelogénesis temprana (VT); con presencia de ovocitos elongados asociados
a las paredes de los foliculos o en el lumen, donde se observa una disminucion del tejido
conectivo. 3) Maduro (M); caracterizada por una cantidad significativa de foliculos grandes
y ovocitos maduros. 4) Desove parcial (DP); donde se observan ovocitos no adheridos a las
paredes, sino dispersos en espacios vacios, ademas de haber una reduccion del tejido
conectivo. 5) Postdesove (PD); caracterizado por el alto nivel de reabsorcién, con ovocitos
conspicuos mostrando varios niveles de atresia (Fig. 3A-E).

Posteriormente, se seleccionaron organismos clasificados como hembras, por ende,
solo de la temporada reproductiva para determinar el potencial reproductivo (PR),
siguiendo la metodologia de Rodriguez-Jaramillo et al. (2017). Este indice se determind
basado en la fecundidad como lo describen Heffeman y Walker (1989), modificado por
Rodriguez-Jaramillo et al. (2017) donde incluyen ovocitos en todas las etapas de

maduracion, utilizando la siguiente ecuacion: (4/3n) r3 N,

(5) Donde r = radio del ovocito y N = nimero total de ovocitos, pero sélo se contaron

los ovocitos presentes en 1.44 mm? a 20x.

Por otro lado, de las muestras de gonada conservadas en solucion Davidson, se usé
una porcién (hembras Unicamente) para determinar la concentracion de lipidos vy
carbohidratos, debido a que los organismos de la temporada no reproductiva tenian génadas
vacias. Esto se realizo mediante las tinciones de Sudan-Negro (S-N) (para lipidos), la cual
identifica lipidos insolubles y otros componentes de reserva, y Azul Alciano PAS (AAPAS)

(para carbohidratos) que tifie directamente mucopolisacéaridos &acidos de color azul y
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mucopolisacaridos neutros de color rosa-magenta (Sheehan y Hrapchak, 1980). Estas
muestras se procesaron mediante técnicas histoquimicas ya establecidas en el laboratorio de
Histologia del CIBNOR. Para estimar la concentracion de lipidos y carbohidratos se
analizaron tres imagenes en cada uno de los diferentes tejidos: gonada, tejido conjuntivo y

glandula digestiva para cada hembra (Fig. 3F-K).

Ademas se calcul6 el &rea de cobertura de lipofuscinas de los organismos de ambas
temporadas (no reproductiva y reproductiva), donde las secciones de los tejidos usados
(génada y glandula digestiva), se tifieron con carbolfucsina Kinyoun (C-K) una tincion
histoquimica cuyo colorante lipéfilo tifie lipofuscinas de color rojo (Prophet et al., 1992,
modificado por Rodriguez-Jaramillo, 2014). Las secciones de tejido fueron desparafinadas,
hidratadas y montadas en medio de montaje de glicerol/TBS 40%. Después se observaron
las laminillas al microscopio y se documentaron mediante fotografia digital (Image Pro
Plus v.7). Se analizaron tres imagenes en cada uno de los diferentes tejidos: gonada, tejido
conjuntivo, glandula digestiva y manto para cada hembra (Fig. 3L-O).
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Figura 3. Secciones histoldgicas e histoquimicas de P. globosa. Tincién H-E de estadios de
madurez: (A) Previtelogénesis, (B) vitelogénesis temprana, (C) maduro, (D) desove parcial,
(E) postdesove. Tincion S-N: (F) génada, (G) tejido conjuntivo, (H) glandula digestiva.
Tincion AAPAS: (1) génada, (J) tejido conjuntivo, (K) glandula digestiva. Tincién C-K: (L)
goénada, (M) tejido conjuntivo, (N) glandula digestiva, (O) manto. tc, tejido conjuntivo; Og,
ovogonias; Pvo, ovocitos previtelogénicos; Vo, ovocitos vitelogénicos; Mo, ovocitos
maduros; n, ndcleo; a, atresias; I, lipidos; ch, carbohidratos; Ipf, lipofuscinas. Microscopia
de luz a 20x y 40x.
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Figura 4. Secciones histoquimicas de P. globosa. Tincién AAPAS: (J) tejido conjuntivo,
(K) glandula digestiva. Tincion C-K: (L) génada, (M) tejido conjuntivo, (N) glandula
digestiva, (O) manto. tc, tejido conjuntivo; Og, ovogonias; Pvo, ovocitos previtelogénicos;
Vo, ovocitos vitelogénicos; Mo, ovocitos maduros; n, nucleo; a, atresias; I, lipidos; ch,
carbohidratos; Ipf, lipofuscinas. Microscopia de luz a 20x y 40x.

El &rea tefiida se analiz6 mediante la identificacion automatica de pixeles del color

especificos de la tincion, el area de pixeles se expresa como el 4rea total (um?).

Para determinar tres indices fisioldgicos: (1) indice de carbohidratos (ICH); (2)
indice de lipidos (ILT), (3) indice de lipofuscinas (ILI) para la acumulacién de pigmentos
resultantes de dafio o envejecimiento celular. En todos los casos, las férmulas

estandarizadas por Rodriguez-Jaramillo et al. (2008, 2014):

(6) ICH = ACH / AT x 100
(7) ILT = ALT/ AT x 100
(8) ILI = ACL / AT x 100
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Donde ICH, ILT y ILI es el contenido de componentes de carbohidratos, lipidos y
lipofuscinas dentro de cada tejido (area de cubierta en um?), y AT es el area total de la

imagen (um?) expresados en porcentaje.

6.6 Anélisis estadisticos

Se analizaron los datos de las variables morfoldgicas, bioquimicas, histoldgicas e
histoquimicas utilizando la prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los
datos. Se hizo una normalizacién de aquellos datos que resultaron no normales usando
logaritmo base 10 y arcoseno para asi poder analizar de manera uniforme cada variable
resultante de los diferentes analisis.

Una vez normalizados los datos, se aplicaron analisis de varianza (ANOVA)
unifactoriales al 95% de confianza tomando como factor los grupos de edad establecidos
(LB, LM y LA), para comparar los valores estimados de las variables consideradas
(morfoldgicas, bioquimicas, histolégicas e histoquimicas) en cada temporada (no
reproductiva y reproductiva). En caso de encontrar diferencias se procedid a realizar una
prueba a posteriori de Tukey para ver que variables eran diferentes entre si. En el caso de
las variables morfolégicas se compararon el peso total, peso drenado, peso de masa
visceral, largo y ancho de la concha. Las variables bioquimicas que se analizaron fueron
carbohidratos, proteinas totales, lipidos totales y triglicéridos en goénada y glandula
digestiva. Las variables histologicas que se evaluaron fueron el diametro y area de los
ovocitos, ademas del estadio de madurez para poder determinar el potencial reproductivo,
mientras que las variables histoquimicas evaluadas fueron porcentaje de carbohidratos,

lipidos y lipofuscinas.

6.7 Analisis moleculares y bioinformaticos

Las muestras de gonada destinadas a los analisis moleculares se colocaron en una

solucion de RNA-later (Ambion) para analisis de extraccion de RNA total y preparacion de
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las bibliotecas gendmicas. Se realizd la extraccion de RNA total Gnicamente en hembras
empleando el método de Trizol Reagent (Invitrogen: 40% de fenol, 24% de guanidina y
tiocinato) estandarizado para tejidos de Panopea spp., en el laboratorio de
Inmunogendémica Marina del CIBNOR. La calidad de todos los RNA obtenidos se evalud
en geles de agarosa al 1% y mediante un nanodrop (LabTech International). Después se
selecciond el RNA de mayor calidad, con el fin de que estén presente la mayoria de
transcritos que se producen en la diferente condicion (no reproductiva y reproductiva) y
tejido de estudio. EI RNA total obtenido se clasificé por grupos de edad. Las muestras
fueron enviadas al Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad en Irapuato,
Guanajuato, México para realizar la secuenciacion directa del RNA mediante la tecnologia
de RNA-Seq. La plataforma de secuenciacion que se utiliz6 fue de la empresa
Solexa/lllumina, realizando un ensamblaje de novo, el cual no utiliza un genoma de
referencia, sino so6lo la informacion obtenida de la secuenciacion como tal para construir el
genoma sin tener algun conocimiento de la organizacion del mismo (Aguilar-Bultet y

Falquet, 2015), debido a que en esta especie no existe un transcriptoma de referencia.

Una vez obtenidas las bibliotecas se filtraron wusando la herramienta
qualityControl.py para tener las secuencias con la mejor calidad con base en los siguientes

pardmetros:

g: Calidad minima de las secuencias
p: Porcentaje minimo de bases con dicha calidad
a: Calidad promedio de las secuencias

Para el ensamblaje de novo las lecturas fueron ensambladas a partir de contigs
(segmentos contiguos de secuencias), es decir, en secuencias translapadas, (de ahi la
importancia de obtener secuencias largas en la secuenciacion del RNA) y se utilizd el
programa Trinity que permite la reconstruccion de transcritos, reconoce eventos de splicing
alternativo y es especializado en analisis de muestras que no tienen genoma de referencia
(Grabherr et al., 2011). Despues del ensamblaje se realizdé un filtro de las secuencias
enmascarando y eliminando las regiones correspondientes a poli A/T, secuencias de baja

complejidad o extremos con alto contenido de bases indeterminadas. Aunado a esto como
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el transcriptoma de P. globosa no tiene un genoma de referencia publicado en las bases de
datos GenBank de NCBI (National Center of Biotechnology Information) se tomaron como
genomas de referencia 10 especies de moluscos relacionadas filogenéticamente a P.
globosa, cuyo genoma ha sido completamente secuenciado y esta disponible en la base de
datos GenBank de NCBI. Las especies utilizadas como referencia fueron: Aplysia
califérnica, Lottia gigantea, Haliotis diversicolor, Placopecten magellanicus, Mytilus
galloprovincialis, Crassostrea gigas, Crassostrea angulata, Villosa lienosa, Ruditapes
philippinarum y Meretrix meretrix. Se realizé un filtrado de las secuencias de las especies
de referencia, removiendo secuencias codificantes no traducibles e identificando los marcos
de lectura Unicos en los transcritos correspondientes, para asi generar una base de datos de
proteinas para cada una de las especies. Después se utilizd la herramienta AlignWise
(Evans y Loose, 2015) para la identificacion de marcos de lecturas abiertos ORFs por sus
siglas en inglés (Open Reading Frame), y la generacion de sus correspondientes proteinas
luego de la correccion de errores (Desplazamiento de marcos de lectura).

Adicionalmente se hizo la anotacién de genes por homologia usando la herramienta
BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) que usa los aminoacidos de las secuencias
proteicas, con la finalidad de ver que especies de referencia estuvieron mejor anotadas y
tuvieron méas genes homologos con P. globosa. De los genes resultantes se usaron las
herramientas Ortomcl para encontrar genes ort6logos (genes con un mismo origen y misma
funcién), Gene Ontology para ver las funciones moleculares, procesos bioldgicos y
componentes celulares donde participan los genes y el servidor KEGG (Kyoto
Encycplopedia of Genes and Genomes), para ver las rutas metabdlicas donde estos se

incluyen.

Por otra parte, se utilizo el paquete estadistico denominado DEseq perteneciente al
programa R, el cual permite el anélisis de la expresion diferencial entre muestras y
tratamientos (Wang et al., 2010), ya que la tecnologia de RNA-Seq no es solo para
identificar la presencia de transcritos, sino también para cuantificar el nivel de expresion de
cada uno. En ese sentido aquellas lecturas que se encuentren en alta proporcién

representaran niveles altos de expresion de un determinado transcrito y aquellos transcritos
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ausentes, o con un bajo numero de lecturas, seran aquellos que o no se expresan o lo hacen

a niveles muy bajos (Schenk et al., 2012).

Los andlisis realizados (histoldgicos, histoquimicos y moleculares) se compararon
con base en la edad de los organismos para identificar si habia cambios en las diferentes
variables, con lo cual tener un enfoque integral que permita confirmar la existencia del

proceso de senescencia negativa asociado al potencial reproductivo.
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7. RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 115 organismos, 60 de San Felipe,
B.C, y 55 de Puerto Pefiasco, Son., de los cuales 55 se colectaron en temporada no
reproductiva (abril) (30 en San Felipe y 25 en Puerto Pefiasco) y 60 en la temporada
reproductiva (diciembre) (30 en San Felipe y 30 en Puerto Pefiasco). La distribucion de
frecuencias de tallas de la poblacién de San Felipe abarc6 de 12 a 17 cm, donde la mayoria
de los organismos se ubicaron en los 14 cm, mientras que en Puerto Pefiasco la distribucion

fue de 11 a 18 cm, encontrando a la mayoria de organismos en los 15 cm (Fig. 5).
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Figura 5. Frecuencia de las tallas de longitud de concha en P. globosa para las poblaciones
de San Felipe (A) y Puerto Pefiasco (B) en el norte del Golfo de California.
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El andlisis histologico de condicion reproductiva comprobd que los 55 organismos
colectados en la temporada no reproductiva se encontraron indiferenciados, mientras que de
los restantes correspondientes a la temporada reproductiva, 33 fueron machos y 27 fueron
hembras. De acuerdo con las edades estimadas para organismos de ambas temporadas, se
obtuvo 21 de LB, 27 de LM y 67 para LA (Tabla I).

Tabla I. Edades de los diferentes grupos: Longevidad baja (LB), Longevidad media (LM)
y Longevidad alta (LA).

Grupo Edad n
LB 4 1
LB 5 3
LB 6 3
LB 7 2
LB 8 2
LB 9 7
LB 10 2
LB 11 1
LM 14 1
LM 15 3
LM 16 2
LM 17 3
LM 18 2
LM 19 3
LM 20 11
LM 21 2
LA 24 2
LA 25 1
LA 26 9
LA 27 31
LA 28 18
LA 29 5
LA 36 1

Total 115
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7.1 Analisis morfoldgicos

La informacion obtenida de la longitud de la concha arrojé un promedio general de
14.42 cm, con valores desde 8.7 hasta 18.3 cm (Tabla II). Por su parte, los valores
promedio en los grupos de edad mostraron diferencias significativas en el analisis por
temporada (Fig. 6). Para la temporada no reproductiva la longitud de la concha fue mayor
en LM, respecto a LB y LA (F2, s2= 6.5174; P = 0.003), mientras que para la temporada
reproductiva se encontrd diferencia entre los tres grupos (F2, s7= 41.974; P > 0.001), siendo

mayor en LM, seguido de LA.

Tabla Il. Valores obtenidos del andlisis de longitud de concha (cm) en P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Grupo Temporada  Media n Des Est Min Max
LB NR 14.23 8 1.30 11.6 15.6
R 11.24 13 1.33 8.7 13.4
LM NR 15.89 10 1.10 14.7 18.2
R 15.64 17 1.91 10.5 18.3
LA NR 14.96 37 0.88 13 16.9
R 13.98 30 0.78 12.7 15.4

Total general 14.42 115 1.74 8.7 18.3
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Figura 6. Analisis de la longitud de la concha (cm) de la almeja P. globosa del norte del
Golfo de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (NR)
(abril) y reproductiva (R) (diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA).
Barras de error indican error estandar; Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la
prueba a posteriori de Tukey.

En cuanto al peso total se estimd un promedio general de 948.14 gr, con registros
desde 160 hasta 2,085 gr (Tabla IlI). Los grupos de edad presentaron promedios que
mostraron diferencias significativas, analizados de acuerdo a su temporada. En la
temporada no reproductiva, el peso total fue mayor en LM, respecto a LB y LA (F2, 51=
5.734; P = 0.006), mientras que para la temporada reproductiva se encontro diferencia entre

los tres grupos (Fz, s7= 44.132; P < 0.001), siendo LM el valor mayor, seguido de LAy LB
(Fig. 7).
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Tabla I11. Valores obtenidos del analisis de peso total (gr) en P. globosa en los diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)
y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 980 8 168.48 755 1,240
R 423.77 13 121.65 160 607
LM NR 1,270 9 183.75 1045 1,685
R 1,335.29 17 489.15 339 2,085
LA NR 1,006.89 37 23251 580 1,705
R 778.47 30 115.43 593 1,067
Total general 948.14 114 362.66 160 2,085
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Figura 7. Andlisis del peso total de la almeja P. globosa del norte del Golfo de California
aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y reproductiva
(diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error indican error
estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a posteriori de Tukey.
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Para los valores de peso drenado se obtuvo un promedio general de 510.11 gr, con

valores desde 123 hasta 956 gr (Tabla V). Se encontraron diferencias significativas entre

los valores promedio de los grupos de edad. En la temporada no reproductiva el peso

drenado fue mayor en LM, respecto a LB y LA (F2, s1= 3.8847; P = 0.027). Por otra parte,

para la temporada reproductiva se encontraron diferencias entre los tres grupos (F2, s7=
41.718; P <0.001), siendo mayor en LM seguido de LA y LB (Fig. 8).

Tabla 1V. Valores obtenidos del analisis de peso drenado en P. globosa en los diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)

y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max

LB NR 498.63 8 91.70 342 649
R 243.23 13 65.96 123 343

LM NR 631.78 9 121.16 511 919
R 639.76 17 199.98 213 956

LA NR 563.76 37 100.58 350 842
R 452.67 30 59.20 347 598

Total general 510.11 114 159.80 123 956
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Figura 8. Analisis del peso drenado de la almeja P. globosa del norte del Golfo de
California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.

Los valores obtenidos del peso de la masa visceral arrojaron un promedio general de

44.38 gr, con valores desde 9 hasta 103 gr (Tabla V). Sélo se encontraron diferencias

significativas para los valores promedio en los grupos de edad en la temporada

reproductiva, donde los tres grupos de edad fueron diferentes entre si (Fz, 57= 25.077; P <

0.001), teniendo a LM como el mayor (Fig. 9).
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Tabla V. Valores obtenidos del analisis de peso masa visceral en P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 43.5 8 4.31 38 51
R 19.08 13 6.71 9 34
LM NR 56 9 16.87 35 80
R 56.29 17 27.82 17 103
LA NR 52.62 37 13.21 26 82
R 35.17 30 7.81 22 51
Total general 44.38 114 18.91 9 103
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Figura 9. Analisis del peso de la masa visceral de la almeja P. globosa del norte del Golfo
de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.



7.2 Andlisis bioquimicos

Respecto a los valores de carbohidratos (CHO) en gdénada el promedio general
obtenido fue de 121.23 mg/g, con valores desde 31.91 hasta 308.6 mg/g (Tabla VI). Por
otra parte, los valores promedio en los grupos de edad mostraron diferencias significativas
(F2,57= 9.1529; P < 0.001) tnicamente en la temporada reproductiva, donde LB fue el valor
mayor (Fig. 10).

Tabla V1. Valores obtenidos del anlisis de CHO en génada de P. globosa en los diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)

y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max

LB NR 176.62 8 53.11 134.89 287.62
R 95.67 13 67.83 33.58 244.63

LM NR 159.12 10 42.25 92.15 219.89
R 77.80 17 40.27 36.28 156.94

LA NR 187.42 37 48.00 74.79 308.56
R 47.88 30 21.78 31.91 151.27

Total general 121.23 115 73.55 31.91 308.56
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Figura 10. Analisis de CHO en la génada de la almeja P. globosa del norte del Golfo de
California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.

Los valores de proteinas totales (PT) en gbnada mostraron un promedio general de
152.20 mg/g, con valores desde 31.7 hasta 407.5 mg/g (Tabla VII). No hubo diferencias
significativas entre los valores promedio en los grupos de edad de ambas temporadas. Cabe
mencionar, que los valores de la temporada reproductiva fueron superiores respecto a la

temporada no reproductiva (Fig. 11).
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Tabla VII. Valores obtenidos del anélisis de PT en gonada de P. globosa en los diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)

y reproductiva (R).
Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 87.12 8 20.63 54.04 114.75
R 169.62 13 88.44 69.86 339.99
LM NR 81.93 10 20.52 54.07 113.37
R 218.60 17 73.48 121.07 407.75
LA NR 103.17 37 46.40 31.07 286.44
R 208.28 30 67.72 63.18 382.96
Total general 152.20 115 80.73 31.07 407.75
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Figura 11. Anélisis de PT en gdnada de la almeja P. globosa del norte del Golfo de
California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a

posteriori de Tukey.
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Para los valores de lipidos totales (LT) en gbnada se obtuvo un promedio general de
122.40 mg/g, con valores desde 2.41 hasta 361.56 mg/g (Tabla VIII). Se encontraron
diferencias significativas entre los valores promedio de los grupos de edad solo en la
temporada reproductiva, siendo LM diferente respecto a LB (F2, 57= 3.7379; P = 0.030).
Aun asi, los valores mas altos se obtuvieron en la temporada no reproductiva (Fig. 12).

Tabla VIII. Valores obtenidos del andlisis de LT en gonada de P. globosa en los diferentes

grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)
y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 194.66 8 86.92 92.81 361.56
R 46.95 13 32.57 6.77 114.21
LM NR 162.12 10 50.44 101.05 237.90
R 74.61 17 34.83 2.41 140.50
LA NR 189.27 37 60.57 103.07 342.96
R 67.17 30 21.32 25.11 98.74
Total general 122.40 115 77.26 241 361.56
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Figura 12. Analisis de LT en gonada de la almeja P. globosa del norte del Golfo de
California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.
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En cuanto a los triglicéridos (TG) en gdnada, el promedio general obtenido fue de
7.35 mg/g, con valores desde 1.27 hasta 23.74 mg/g (Tabla 1X). Sélo se encontraron
diferencias significativas para los valores promedio en los grupos de edad de la temporada
no reproductiva, donde LA fue diferente (Fz, s2= 3.5447; P = 0.036), respecto a LB (Fig.
13).

Tabla IX. Valores obtenidos del andlisis de TG en gonada de P. globosa en los diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No reproductiva (NR)
y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 6.39 8 2.45 3.57 10.86
R 4.98 13 2.79 1.37 10.36
LM NR 7.51 10 2.67 4.26 13.85
R 5.25 17 3.57 1.60 14.30
LA NR 10.71 37 5.37 3.06 23.74
R 5.63 30 2.93 1.27 14.28
Total general 7.35 115 4.54 1.27 23.74
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Figura 13. Analisis de TG en goénada de la almeja P. globosa del norte del Golfo de
California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.
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Por otro lado, los valores obtenidos para CHO de la glandula digestiva, arrojaron un
promedio general de 125.81 mg/g, con valores desde 8.43 hasta 267.50 mg/g (Tabla X).
Solo hubo diferencias significativas para los valores promedio en los grupos de edad de la
temporada no reproductiva, (F2, s2= 5.7760; P = 0.005), donde LA fue diferente respecto a
LB y LM, siendo estos dos ultimos muy similares (Fig. 14).

Tabla X. Valores obtenidos del analisis de CHO en glandula digestiva de P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 200.17 8 42.11 134.16 240.46
R 94.75 13 16.14 64.19 122.48
LM NR 200.18 10 39.66 144.95 267.50
R 84.77 17 15.93 61.70 115.14
LA NR 152.14 37 52.49 8.43 230.00
R 85.44 30 7.91 69.85 105.46
Total general 125.81 115 55.41 8.43 267.50
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Figura 14. Analisis de CHO en glandula digestiva de la almeja P. globosa del norte del
Golfo de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva
(abril) y reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de
error indican error estandar. Letras indican grupos homogeneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.
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Respecto a las PT de glandula digestiva, se obtuvo un promedio general de 375.51
mg/g, con valores desde 33.97 hasta 551.52 mg/g (Tabla XIl). Teniendo diferencias
significativas para los valores promedio en los grupos de edad Unicamente de la temporada
reproductiva (F2, s7= 4.5096; P = 0.152), donde LA fue diferente, respecto a LB (Fig. 15).

Tabla XI. Valores obtenidos del analisis de PT en glandula digestiva de P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 314.85 8 101.79 174.92 451.46
R 477.05 13 46.70 405.47 551.52
LM NR 339.14 10 70.12 251.81 492.41
R 456.63 17 60.31 324.67 532.07
LA NR 273.50 37 113.27 33.97 455.86
R 431.98 30 37.80 342.64 507.88
Total general 373.51 115 113.68 33.97 551.52
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Figura 15. Analisis de PT en glandula digestiva de la almeja P. globosa del norte del Golfo
de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.



45

En cuanto a los LT de la glandula digestiva, se obtuvo un promedio general de
173.64 mg/g, con valores desde 10.32 hasta 576.27 mg/g (Tabla XII). Encontrando
diferencias significativas Unicamente para los valores promedio en los grupos de edad de la
temporada reproductiva (F2, s7= 7.5718; P = 0.001), siendo LA diferente respecto a LM
(Fig. 16).

Tabla XII. Valores obtenidos del andlisis de LT en glandula digestiva de P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 272.87 8 94.91 158.85 422.69
R 49.30 13 14.18 21.87 69.09
LM NR 328.63 10 60.47 217.38 418.34
R 38.28 17 17.97 10.32 84.18
LA NR 308.86 37 91.96 71.33 576.27
R 59.32 30 22.77 28.09 113.27
Total general 173.64 115 142.75 10.32 576.27
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Figura 16. Analisis de LT en glandula digestiva de la almeja P. globosa del norte del Golfo
de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva (abril) y
reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de error
indican error estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.
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De los valores obtenidos de TG en la glandula digestiva, se obtuvo un promedio
general de 25.89 mg/g, con valores desde 4.41 hasta 54.99 mg/g (Tabla XIII). En este caso
no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las dos temporadas (no

reproductiva y reproductiva) (Fig. 17).

Tabla XI11. Valores obtenidos del anélisis de TG en glandula digestiva de P. globosa en
los diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en ambas temporadas reproductivas: No
reproductiva (NR) y reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 32.37 8 9.38 13.98 45.64
R 22.57 13 12.30 9.63 54.99
LM NR 31.56 10 6.52 21.96 42.02
R 19.47 17 13.27 8.29 52.79
LA NR 29.58 37 10.06 441 48.36
R 22.80 30 6.04 9.26 32.91
Total general 25.89 115 10.52 441 54.99
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Figura 17. Andlisis de TG en glandula digestiva de la almeja P. globosa del norte del
Golfo de California aplicado a muestras colectadas en las temporadas no reproductiva
(abril) y reproductiva (diciembre) para diferentes grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de
error indican error estandar. Letras indican grupos homogeneos de acuerdo a la prueba a
posteriori de Tukey.
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7.3 Analisis histologicos e histoquimicos

A partir de los estadios de madurez en las hembras de P. globosa se determiné la
frecuencia de los estadios en los diferentes grupos de edad (LB, LM y LA), donde la mayor
parte de los organismos presentaron el estadio de desove parcial (DP), seguido del de
vitelogénesis temprana (VTE) (Fig. 18). Considerando los grupos de edad, la mayor
frecuencia de este estadio se encontro en LA.
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Figura 18. Frecuencia de estadios de madurez observados en los diferentes grupos de edad
(LB, LM y LA) para la almeja P. globosa del norte del Golfo de California;
Previtelogénesis (PVT); Vitelogénesis temprana (VT); Maduro (M); Desove parcial (DP);
Postdesove (PD).

Respecto al potencial reproductivo (PR), se obtuvo un promedio general de
3,481,569 con valores desde 310,506 hasta 11,448,539 (Tabla XIV). Se encontraron
diferencias significativas para los valores promedio en los grupos de edad de la temporada
reproductiva (Fz, 24= 3.9271; P = 0.033). ElI mayor valor se observo en LM y presentd
diferencia estadistica con LA (Fig. 19).
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Tabla X1V. Valores obtenidos del anélisis de PR de P. globosa en los diferentes grupos de
edad (LB, LMy LA) en temporada reproductiva (R).

Longevidad Media n Des Est Min Max

LB 2,843,893.20 5 2,284,184.53 436,435.49 5,831,202.77
LM 5,584,478.17 7  3,638,675.62 310,506.86 11,448,539.71
LA 2,712,770.59 15 1,403,647.39 986,959.59 5,680,028.30

Total general  3,481,569.33 27 2,555,141.33 310,506.86 11,448,539.71
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Figura 19. Andlisis de PR de la almeja P. globosa del norte del Golfo de California
aplicado a muestras colectadas en la temporada reproductiva (diciembre) para diferentes
grupos de edad(LB, LM y LA). Barras de error indican error estandar. Letras indican
grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a posteriori de Tukey.

Los valores obtenidos en el porcentaje de CHO arrojaron un promedio general de
11.14, con valores desde 6.46 hasta 16.01 (Tabla XV). Debido a que la gonada estaba vacia
en temporada no reproductiva, Unicamente se estimd el porcentaje de CHO para la
temporada reproductiva, donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
de edad (Fig. 20).
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Tabla XV. Valores obtenidos del analisis de % CHO de P. globosa en los diferentes grupos
de edad (LB, LMy LA) en temporada reproductiva (R).

Longevidad Media n Des Est Min Max
LB 10.72 5 1.25 9.47 12.66
LM 10.90 7 2.05 7.87 13.44
LA 11.40 15 2.48 6.46 16.01
Total general 11.14 27 2.14 6.46 16.01
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Figura 20. Analisis de porcentaje (%) de CHO de la almeja P. globosa del norte del Golfo
de California aplicado a muestras colectadas en la temporada reproductiva (diciembre) para
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error indican error estandar. Letras
indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a posteriori de Tukey.

En el caso del porcentaje de LT, se obtuvo un promedio general de 14.66, con
valores desde 8.68 hasta 21.87 (Tabla XVI). Sélo se estimo para la temporada reproductiva,
sin encontrar diferencias significativas entre los valores promedio de los grupos de edad
(Fig. 21).
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Tabla XVI. Valores obtenidos del analisis de porcentaje (%) de LT de P. globosa en los
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en temporada reproductiva (R).

Longevidad Media n Des Est Min Max
LB 12.23 5 2.68 8.68 15.87
LM 13.71 7 3.43 9.99 19.93
LA 15.92 15 3.97 8.87 21.87
Total general 14.66 27 3.82 8.68 21.87
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Figura 21. Andlisis de % LT de la almeja P. globosa del norte del Golfo de California
aplicado a muestras colectadas en la temporada reproductiva (diciembre) para diferentes
grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error indican error estandar. Letras indican
grupos homogeéneos de acuerdo a la prueba a posteriori de Tukey.

Respecto al porcentaje de lipofuscinas, se obtuvo un promedio general de 4.99, con
valores desde 1 hasta 13.29 (Tabla XVII). Donde no hubo diferencias significativas en la
temporada no reproductiva. Por otra parte, se encontraron diferencias significativas para los
valores promedio en los grupos de edad de la temporada reproductiva (F2, 24= 5.3692; P =
0.012), donde LA fue diferente ademaés de ser el mayor, respecto a LB y LM (Fig. 22).
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Tabla XVII. Valores obtenidos del andlisis de porcentaje (%) de lipofuscinas de P. globosa
en los diferentes grupos de edad (LB, LM y LA) en temporada reproductiva (R).

Longevidad Temporada Media n Des Est Min Max
LB NR 5.45 8 1.37 3.32 7.43
R 3.26 5 1.59 2.12 5.81
LM NR 6.03 10 3.74 2.87 13.29
R 3.36 7 1.67 1.00 6.10
LA NR 4.73 37 2.04 2.18 11.55
R 6.02 15 2.42 2.43 10.98
Total general 4.99 82 2.39 1.00 13.29
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Figura 22. Andlisis de porcentaje (%) de lipofuscinas de la almeja P. globosa del norte del
Golfo de California aplicado a muestras colectadas en la temporada reproductiva
(diciembre) para diferentes grupos de edad (LB, LM y LA). Barras de error indican error
estandar. Letras indican grupos homogéneos de acuerdo a la prueba a posteriori de Tukey.
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7.4 Analisis bioinformatico

Como resultado de la secuenciacion del transcriptoma de ovario de P. globosa
mediante la utilizacion de la plataforma de Secuenciacién por Sintesis (SBS), con el
sistema NextSeq 500 medio rendimiento de lllumina en una placa completa 2 x 150, se
obtuvieron seis librerias tipo TruSeq en ambos sentidos de la cadena de ARN (forward y
reverse) pertenecientes a los diferentes grupos de edades (LB, LM y LA), obteniendo dos
librerias por cada grupo de edad. Las librerias se filtraron para tener una alta calidad en las

secuencias y realizar los analisis posteriores (Tabla XVIII).

Tabla XVIII. Librerias tipo TruSeq generadas a partir de las condiciones en las muestras
de P. globosa. q: Calidad minima de las secuencias p: Porcentaje minimo de bases con
dicha calidad a: Calidad promedio de las secuencias.

Categoria Librerias Paired-End reads HQ
(2x150 pb) g 20 p 90a 30
4-6 afos (LB) DL1TP3SS01 21,086,279 7,554,751
DL1TP3SS02 23,805,799 7,928,992
18-21 afios (LM) DL1TP3SS03 19,047,392 5,710,991
DL1TP3SS04 28,379,566 12,270,872
27-29 afios (LA) DL1TP3SS05 30,140,170 13,544,013
DL1TP3SS06 21,272,623 7,632,882
Total 143,731,829 54,642,501
Por muestra 23,955,304.83 9,107,083.50

De un total de 339,847 contigs (Conjunto de lecturas o reads) que resultaron del
ensamblado de las bibliotecas por medio de la herramienta bioinformatica Trinity, solo se
pudieron anotar 67,187 transcritos (alrededor de un 20% del total) (Fig. 23), que a su vez
contenian un marco de lectura abierto, por sus siglas en inglés (Open Reading Frame,
ORF), y que pudieron codificar a una proteina. Asimismo la longitud promedio de los
transcritos, de los ORFs y proteinas fue alrededor de 938 pares de base (pb), 487 pb y 162
aminoacidos (aa) respectivamente (Fig. 24) (Tabla XIX).
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Tabla XIX. Longitud de los transcritos anotados a partir del ensamblado de las bibliotecas
de P. globosa.

Transcritos (pb) ORFs (pb) Proteinas (aa)
Longitud minima 121 48 16
Longitud maxima 13,674 9,435 3145
Longitud promedio 938.71 487.38 162.46
Total de transcritos 67,187 67,187 67,187
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Figura 23. Intervalos de longitud de las secuencias de los transcritos anotados.
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Figura 24. Diagrama de Venn mostrando el total de transcritos resultantes del ensamblado,
separando los transcritos anotados y los no anotados.

De las 10 especies de moluscos usadas como referencia en los procesos de
anotacion y correccion de errores relacionados con el corrimiento de marcos de lectura y la
generacion de unigenes quiméricos, se realizé un arbol filogenético para conocer su

cercania con P. globosa (Fig. 25).
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Aplysia californica

Gastropoda
Lottia gigantea
Haliotis diversicolor
Protobranchia
Placopecten magellanicus
— Pteriomorpha
L Mytulus galloprovincialis
Bivalvia

Crassotrea gigas

Crassostrea angulata

Autobranchia
Villosalienosa

Heteroconchia | Anomalodesmata

Euheterodonta — Panopea globosa

—— Ruditapes philippinarum Imparidentia

Meretrix meretrix

Figura 25. Filogenia de las especies utilizadas de referencia incluyendo a P. globosa
basada en el trabajo de Gonzélez et al. (2014).

Los resultados de la herramienta BLASTp para ver la homologia de las proteinas de
P. globosa contra las proteinas de las especies de referencia en la base de datos GenBank
de NCBI, mostr6 que C. gigas es la especie que mas homologias contiene, mientras que la
menos tuvo fue H. diversicolor. En cuanto a los analisis posteriores sélo se emplearon las
cinco especies mejor anotadas que fueron R. philippinarum, A. californica, L. gigantea, V.

lienosa y C. gigas (Fig. 26).
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Figura 26. Blastp para la identificacion de proteinas de P. globosa homologas a aquellas
disponibles para las especies seleccionadas como de referencia.

Durante el analisis con OrthoMCL para P. globosa con las cinco especies mejor
anotadas se observo un total de 44,147 genes ortélogos, de los cuales 1,328 genes estan
presentes en las cinco especies y en P. globosa. Mientras que se encontraron 27,331 genes
unicos de P. globsa, asimismo hubo genes Unicos para cada especie y compartidos entre

ellas mismas aunque en menores cantidades (Fig. 27).
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Figura 27. Comparacion de rutas metabdlicas con base en los transcritos anotados de P.
globosa (azul) contra el ostién Crassostrea gigas (rojo) que fue la especie de referencia
mejor anotada, usando el servidor KEGG.

La lista de transcritos anotados en P. globosa fue usada en el servidor de Gene
Ontology (GO) el cual identifica y clasifica a los transcritos con un nimero de acceso
(GOterm) en tres categorias: Funciones moleculares, componentes celulares y procesos

bioldgicos (Fig. 28).
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Figura 28. Resultado de los transcritos anotados para P. globosa usando el servidor de
Gene Ontology dividido en tres categorias: (A) Funciones moleculares, (B) componentes
celulares y (C) procesos biolégicos.

Para el analisis de expresion diferencial se usaron las herramientas RSEM y DESeq
las cuales dieron como resultado mapas de calor (heatmaps) mostrando la expresion
diferencial del total de transcritos no redundantes en las diferentes condiciones de las
muestras (clases de edades) que en este caso se dividieron en A: 4 y 6 afios (LB); B: 18 y
21 afios (LM); C: 27 y 29 afios (LA). Al mismo tiempo también se muestra la correlacién
entre las condiciones A (LB), B (LM) y C (LA) (Fig. 29). Donde se observo que de los
ocho transcritos relacionados con senescencia cuatro se expresaron mas en LM, y los

restantes en LAy LB.
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Figura 29. Mapa de calor para la expresion diferencial de los transcritos de P. globosa para
cada una de las condiciones A (LB), B (LM), C (LA) (Arriba). Mapa de calor para la matriz
de correlacion de las diferentes condiciones A (LB), B (LM), C (LA), de P. globosa
(Abajo).
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Finalmente del analisis de expresion diferencial tuvo como resultado una lista de 72
transcritos de los cuales s6lo se encontraron ocho transcritos relacionados con la

senescencia ya sea directa o indirectamente (Tabla XX).



Tabla XX. Lista de transcritos diferencialmente expresados en P. globosa.
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Transcrito Proteina Funcién

XM_011453316.1 Dedo de zinc Uniones con el ion zinc

XM_020062591.1  Heat shock 70 kDa protein Respuesta al estrés
12A

XM_011437610.2
XM_011450259.2
XM_011441975.2
XM_011413819.2
XM_011443582.2

UNO010729

26S proteasa subunidad
regulatoria 8
Eiger
Proteina quinasa
serina/treonina dual y
tirosina
Transportador 1 de sodio
acoplado monocarboxilado
Proteina 5 de lipofuscinosis
ceroidea neuronal
Modulador 1 de especies
reactivas de oxigeno (ERO)

Degradacion de proteinas ubiquitinadas
Induce la apoptosis y suprime tumores
Regulacion de la apoptosis dependiente e independiente de caspasa en
respuesta al estrés por UV
Involucrado en apoptosis, supresor de tumores

Degrada proteinas post-traduccionales modificadas en lisosomas

Induce ERO para la proliferacion de células, induce dafio oxidativo al
ADN y senescencia replicativa
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8. DISCUSION

El andlisis de las poblaciones de las especies del género Panopea ha permitido
ofrecer elementos para el disefio de estrategias destinadas a mejorar el aprovechamiento de
este recurso en la region noroeste del pais (Calderon-Aguilera et al., 2010a; Cortez-Lucero
et al., 2011; DOF, 2012). En este sentido, se procedié a analizar variables morfoldgicas,
biogquimicas, histologicas, histoquimicas y moleculares de almeja generosa P. globosa de la
region norte del Golfo de California a fin de poder probar la hipotesis de la presencia de
senescencia negativa, rasgo poblacional que se ha sugerido para la especie (Gonzalez-
Pelédez et al., 2015) y que, de existir, tendria que ser considerada para incluir medidas de
manejo tendientes a cuidar la parte reproductiva de la poblacién garantizando su

sustentabilidad.

En esta seccion, se discute por separado el resultado morfoldgico, histologico,
histoquimico y molecular, para posteriormente integrar un analisis global interpretable en

términos de senescencia negativa.

Siguiendo la definicion de senescencia negativa, la cual indica que existe un decline
en la mortalidad con la edad después de la madurez reproductiva generalmente acompafiada
por un incremento en la fecundidad (Vaupel et al., 2004), las almejas del género Panopea
parecen apegarse a la definicion considerando que sus tasas de mortalidad en la etapa adulta
son muy bajas (Cortez-Lucero et al., 2011), lo que da lugar a organismos longevos
(Gonzalez-Peldez, 2013). Dando por hecho de que existe un decline en la mortalidad
después de la madurez reproductiva, que para el caso de las almejas del género Panopea se
ha indicado préximo a los tres afios de edad (Sloan y Robinson, 1984), el Unico rasgo
pendiente de verificar es el aumento de la fecundidad conforme avanza la edad.
Considerando el anélisis morfologico para los tres grupos de edad establecidos en este
estudio, se encontraron elementos que indicaron un aumento en la fecundidad derivado de
un incremento en la longitud de la concha, peso total, drenado y de la masa visceral que
pueda ser directamente interpretable como un incremento en la capacidad reproductiva de

los organismos. Este aumento significativo se mostrd en el paso del primer grupo de edad
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al segundo (LB y LM, respectivamente), planteando la posibilidad de la existencia de un
incremento en la capacidad reproductiva conforme se incrementa la edad, y de lo cual en
este estudio se ofrece evidencia de que dicho supuesto se cumple al menos hasta los 21
afios de edad (limite superior del grupo de LM). Por otra parte, los organismos del grupo de
edad LA mostraron una disminucion significativa en todas las variables morfolégicas
respecto a LM, sin embargo, dado que la mayoria de los organismos de LA estuvieron en
fase de desove parcial, no es posible concluir sobre si este grupo de edad se apega al patron
observado en los otros grupos de edad. Ademas, la diferencia de longitud de concha entre
LM y LA sugiere que los organismos de este ultimo grupo crecieron en condiciones menos
favorables que los del grupo LM. Respecto a esto Goodwin y Pease (1987) han descrito que
el crecimiento en las poblaciones de Panopea es variable como resultado de las condiciones
ambientales imperantes en la zona a un tiempo dado. Considerando que el crecimiento en
P. globosa sigue un patrén asintético después de alcanzar los 10 afios de edad (Aragdn-
Noriega et al., 2015; Cruz-Vazquez et al., 2012; Gonzalez-Peléez et al., 2015; Hidalgo-de-
Toba et al., 2015), no existe posibilidad de que las tallas del grupo LA disminuyan. Una
explicacion alterna a haber encontrado organismos mas chicos de longitud de concha en
este Gltimo grupo de edad, puede deberse a errores en el muestreo, en el que se seleccion6
organismos pequefios, y que influyé en el resto de las variables analizadas (peso total,
drenado y de masa visceral). Por lo anterior, el resto de la discusion tratara de manera muy

somera los diferentes analisis de este Ultimo grupo.

El analisis bioquimico de génada y glandula digestiva para los grupos de edad
mostro diferentes patrones en cada uno de los tipos de reservas energéticas (CHO, PT, LT y
TG), entre temporadas (reproductiva y no reproductiva). Especificamente la glandula
digestiva se ha sefialado como importante en la transferencia de lipidos hacia la gonada en
P. globosa (CITA), no obstante, otras reservas energéticas destinadas a la gametogénesis,
provienen del manto (en el caso de CHO y LT) y sifon (en el caso de PT) (Cruz-Gomez,
2012). Dado que los valores en cada una de las reservas en la glandula digestiva fueron
constantes por temporada, y no mostraron diferencias significativas entre los grupos de

edad, se descarta un aporte energético adicional de la glandula digestiva para la produccion
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de gametos conforme avanza la edad, por lo que en las siguientes secciones sdlo se discuten

los resultados del analisis bioquimico obtenido en gonada.

Tomando en cuenta que la gonada es el tejido donde se almacena y destina energia
para el periodo reproductivo, es de esperarse cambios en la concentracion de reservas
bioquimicas en este tejido. Las reservas bioquimicas han sido consideradas en moluscos
bivalvos como indicadores de desarrollo gonadico, es decir, son las principales reservas que
se acumulan durante el avance de la gametogénesis (Arcos et al., 2015; Cruz-Gémez, 2012;
Tapia-Morales, 2014), por lo cual en este estudio se consideré analizarlas como indicadores
de una actividad reproductiva con relacion a la edad. Aunque la acumulacién de proteinas
(PT) en la génada es el producto de la formacion de gametos, los cambios en sus valores no
representan una contribucion al desarrollo gametogénico (Berthelin et al., 2000; Ledn-
Hing, 2012; Vite-Garcia, 2005). Esto explicaria porque la concentracion de PT en el tejido

gonadal analizado no mostro diferencias significativas entre grupos.

En el caso de CHO, se observo una disminucién significativa en el paso del grupo
LM a LA de la temporada reproductiva, mientras que en la temporada no reproductiva se
mantuvo constante entre los grupos de edad. Ledn-Hing (2012) indica que a medida que la
maduracion avanza, los carbohidratos son utilizados para la sintesis de lipidos, lo cual
explicaria la disminucién de la concentracion de CHO en el grupo LA, compuesto

principalmente por organismos desovados.

En contraste, la concentracion LT mostré un aumento significativo del paso de los
organismos de LB a LM en temporada reproductiva, mientras que en el grupo de edad LA,
se observo una ligera disminucion aunque sin diferencias significativas, lo cual se puede
explicar porque todos los organismos de este grupo estaban en fase de desove parcial, y al
respecto Tapia-Morales (2014) sugiere que la disminucion de LT en gdnada se da como
consecuencia del desove, debido a que los lipidos se depositan en los ovocitos. Respecto a
esto, Cruz-Gomez (2012) menciona que la gonada es uno de los tejidos que méas almacena
lipidos, esto debido a que dicho tejido requiere de mas energia durante el periodo

reproductivo, por ello el aumento en la concentraciéon de LT en los grupos de edad
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evidencia actividad reproductiva en organismos mayores. Por otra parte, la concentracion
de TG mostr6 un incremento hacia los grupos de mayor edad en la temporada no
reproductiva. En relacion con lo anterior, Tapia-Morales (2004) encontré que los TG se
mantienen constantes a lo largo del avance de la gametogénesis en P. globosa. En
contraste, en la ostra Pteria sterna se ha reportado una mayor concentracion de TG en
organismos que inician el proceso de gametogénesis (Vite-Garcia, 2005). Dado que no se
encontré un aumento significativo en la concentracion de TG en la temporada reproductiva,

esto indicaria una actividad reproductiva continua del organismo.

En el andlisis histologico se estim6é por primera vez el indice de potencial
reproductivo en P. globosa para determinar directamente la senescencia negativa como
estrategia reproductiva en la especie. En bivalvos que presentan génada difusa este indice
ha resultado Util para obtener un estimado de la fecundidad media de los ostiones C. gigas y
C. corteziensis, destacando sobre otros indicadores porque toma en cuenta varios factores
como el &rea, el diametro y el tipo de ovocito, asi como el &rea de cobertura gonadica y la
madurez del organismo lo que lo confiere la capacidad de determinar con mayor precision
la capacidad reproductiva de las especies (Rodriguez-Jaramillo et al., 2017). Las almejas
del genero Panopea también presentan génada difusa, por lo cual ésta se encuentra inmersa
en la masa visceral, al igual glandula digestiva y tejido conectivo (Yonge, 1971). Por lo
anterior, este indice parece ser un buen estimador de la fecundidad para la especie. En este
estudio el potencial reproductivo mostré un aumento significativo en el paso del grupo de
edad LB a LM, evidenciando una manifestacion concreta de senescencia negativa.
Considerando los resultados obtenidos, existen elementos para sostener que este proceso
opera al menos hasta los 21 afios de edad en las poblaciones del norte del Golfo de
California. En el caso del grupo de edad LA, no fue posible hacer inferencias respecto a la
senescencia negativa, debido a que las muestras analizadas se presentaron en estadio de

desove parcial.

Por su parte, el andlisis histoquimico de CHO y LT no mostré diferencias en la
cobertura de los tejidos para los grupos de edad. Considerando que el analisis bioquimico

presentd un incremento en la concentracion de LT en gdnada, se esperaria observar un
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patron similar en la cobertura de LT del andlisis histoquimico, sin embargo, esta relacion
no puede ser directa debido a: El uso de diferentes unidades de muestreo (mg/g versus
porcentaje de cobertura), la comparacion de diferentes tejidos (gonada, versus masa
visceral, que incluye gonada, glandula digestiva y tejido conjuntivo). Por lo cual, este
resultado no descartaria el hecho de que existe una mayor concentracion de LT en
organismos del grupo de edad LM respecto a LB. Respecto a esto, Cruz-Gomez (2012)
reporta que dicha reserva energética se encuentra mayormente en gonada, ya que esta
requiere mas energia metabolicamente accesible y eficiente en la reproduccién. Por lo
anterior, una mayor concentracion de LT conferiria una mayor capacidad reproductiva en

organismos de edad mayor (al menos hasta los 21 afios como se indic6 anteriormente).

Respecto a la acumulacion de lipofuscinas en la masa visceral, no se observaron
diferencias en la temporada no reproductiva, mientras que en la temporada reproductiva se
observé un incremento conforme avanzé la edad. En el primer caso, los valores constantes
muestran la capacidad de esta almeja para desplazar las lipofuscinas hacia otros tejidos aun
en los organismos mas viejos. Mientras que, el incremento se explica porque la
reproduccion implica un mayor esfuerzo metabdlico por parte del organismo, lo cual
conlleva a la generacion de residuos (proteinas y lipidos peroxidados) al momento del
desove. Ademas, segun el resultado del potencial reproductivo, la produccién de gametos
es mayor conforme se incrementa la edad (al menos hasta los 21 afios), lo cual resultaria en
una mayor acumulacién de lipofuscinas, evidenciando mediante este pigmento, no sélo el
estrés oxidativo, sino también el proceso de senescencia de los organismos mayores (Abele
et al., 2008).

Finalmente, cabe destacar que el andlisis de lipofuscinas en los diversos tejidos de la
masa visceral (tejido conjuntivo, glandula digestiva y el epitelio que recubre a la masa
visceral) evidencid que este pigmento se mantuvo al minimo en la gbnada en comparacion
con el resto de tejidos. El epitelio que recubre a la masa visceral es donde se observo una
mayor acumulacion de lipofuscinas, lo cual pudiera ser una estrategia para proteger a la
gonada de P. globosa del dafio oxidativo de estos residuos durante la produccién de

gametos en la temporada reproductiva. Respecto a la acumulacion de desechos en bivalvos,
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se tiene la hipotesis de que aquellos que viven enterrados en el sustrato mantienen una baja
concentracion de oxigeno que podria favorecer una mayor longevidad previniendo la
oxidacion de biomoléculas y reduciendo la acumulacion de residuos, como se ha visto en
Arctica islandica, donde la alta tasa de proliferacion de células y procesos autofagicos
remueven las lipofuscinas de los tejidos (Philip y Abele, 2010). Esto se ha demostrado en
dos especies de ostion en el estudio de Rodriguez-Jaramillo (2014), donde las lipofuscinas
son movilizadas por las células cafés que las fagocitan eliminandolas de tejidos sensibles

como gonada y branquias y las acumulan en otros tejidos como el tejido conjuntivo.

En relacion al andlisis bioinformatico a la fecha no se cuenta con un transcriptoma
completo de P. globosa en las bases de datos mundiales de GenBank, por lo que en el
presente trabajo se realizd una secuenciacion de novo del transcriptoma de ovario, lo que
significa que no hubo un genoma de referencia. Respecto a la importancia de analizar el
transcriptoma Meng et al. (2015) menciona que este permite enriquecer la informacion del
genoma, ademas de proveer bases para futuros andlisis sobre los mecanismos moleculares
que rigen un proceso en especifico, que en el presente estudio seria la senescencia negativa
en cuestion. En cuanto al resultado del analisis del transcriptoma de ovario de los
organismos pertenecientes a las diferentes clases de edades determinadas en este estudio, se
logr6 anotar alrededor de un 20% de transcritos del total de contigs resultantes del
ensamblado de las bibliotecas usando la herramienta Trinty. Dejando la incognita de si
dentro de este 80% restante de contigs pudiera haber transcritos asociados a la
reproduccion, ya que no se encontrd ningln transcrito asociado a este proceso,
diferencialmente expresado. Ademas existe la posibilidad de que en el 80% de contigs no
anotados, existan transcritos que pudieran dar algun indicio de senescencia negativa
asociada a potencial reproductivo. La posible causa de no lograr un mayor porcentaje de
contigs anotados podria ser que ese 80% restante fueran ARNSs largos no codificantes (long
non-coding RNAS), los cuales son fragmentos de ARN superiores a 200 nucle6tidos
aparentemente sin una funcion y que estan presentes en niveles muy bajos, también

conocido como ARN basura (Palazzo y Lee, 2015). Sin embargo, para corroborar dicha
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hipGtesis se requeririan mas analisis en dichas secuencias con diferentes herramientas

bioinformaéticas, los cuales estan fuera de los objetivos del presente trabajo.

Respecto a los transcritos anotados, se obtuvo un total de 67,187, para lograr su
anotacion se utilizaron 10 especies de moluscos como referencia, y se realizd un analisis
filogenético sencillo para determinar qué tan emparentadas estaban con P. globosa. A pesar
de no haber realizado un andlisis filogenético tan estricto, esto permitié tener una idea de
las relaciones filogenéticas entre dichas especies. Cabe resaltar, que al tener especies mas
emparentadas se puede obtener una mayor precisién en la anotacion de transcritos, a
diferencia de si se tomaran especies demasiado alejadas filogenéticamente que pudieran
arrojar datos erréneos. Sin embargo, durante el alineamiento con la herramienta BLASTp
para ver la homologia de proteinas entre especies, llama la atencion que el ostion C. gigas
sea la especie mejor anotada contra P. globosa siendo que no es la especie mas
emparentada, como es el caso de R. philippinarum y M. meretrix que son mas cercanas
filogenéticamente de entre las 10 especies, y fueron las mas distantes en cuanto a
transcritos homoélogos. Esto se debe en primera instancia a que C. gigas es una de las
especies con transcriptomas completos reportados en la base de datos GenBank y a una
mala identificacion de modelos génicos predichos computacionalmente en los genomas
disponibles para las especies méas cercanas a P. globosa, ademéas de que casi no se cuenta
con informacion en la base de datos GenBank respecto a moluscos marinos. Siendo este el
motivo por el cual los resultados arrojaron ciertas discrepancias en cuanto a la homologia
entre especies. Por otra parte, el andlisis con la herramienta OrthoMCL arrojo los genes
ortélogos que compartieron las cinco especies de moluscos, tomadas como las mejores
anotadas contra P. globosa, siendo C. gigas la que mayormente tuvo genes en comun con
P. globosa. Dicha herramienta funciona utilizando el algoritmo de modelos ocultos de
Markov que agrupa genes ortdlogos de multiples especies y es til para poder comparar
diferentes patrones de proteinas en linajes distintos (Li et al., 2003). En el presente estudio,
se realizo la caracterizacion funcional de los transcritos anotados fue posible con el uso de
los servidores KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y GO (Gene

Ontology), donde en el primero C. gigas fue la referencia puesto que fue la mejor especie



70

anotada, notando la gran similitud entre las rutas metabdlicas estimadas tanto para P.
globosa como para C gigas; en el caso del servidor GO se encontraron procesos bioldgicos
de interés como la apoptosis, los enlaces del ion zinc, o la actividad de las proteinas
quinasas, los cuales estan estrechamente relacionados con el proceso de senescencia el cual
es el principal interés en este estudio, debido a que son participes de dafios celulares que a
su vez pueden desencadenar en la sintesis de lipofuscinas que es evidencia del
envejecimiento de los organismos. Cabe mencionar que el término union fue el
predominante en la categoria de funcion molecular, asi como los procesos celulares y
metabdlicos en la categoria de procesos biolégicos. Dicho patron ha sido reportado
anteriormente en el abulon rojo Haliotis rufescens, donde LoOpez-Landavery (2015)
menciona que este patron refleja el disefio universal y funcionalidad conservada de la

maquinaria celular.

El andlisis de expresion diferencial permitié obtener un total de 72 transcritos
diferencialmente expresados, de los cuales ocho estuvieron relacionados a la senescencia,
sin embargo, no se encontraron transcritos asociados a la reproduccion. En este caso dado
que la gdénada fue el Unico tejido en el cual se realizaron analisis moleculares, es posible
que no se hayan identificado transcritos asociados a la reproduccion, no por su ausencia,
sino mas bien porque al ser la génada un tejido meramente reproductivo, quizas estos
transcritos no hayan tenido niveles de expresién lo suficientemente altos, pero sin duda
deben estar presentes. Como han sido reportados anteriormente por Ldépez-Landavery
(2015) al encontrar en el abulon rojo Haliotis rufescens niveles de expresion
significativamente diferentes de vitelogenina (gen asociado a la reproduccion), que es el
precursor de una de las principales proteinas del vitelo, la vitelina, en ovocitos de
vertebrados e invertebrados y que es critica durante la maduracién ovarica. Ademas de que
Tapia-Morales (2014) reporta dicho gen en P. globosa, confirmando que este gen es un
indicador de sexo ya que solo se expresa en hembras, 1o que deja en evidencia la presencia

de transcritos asociados a la reproduccion propiamente en la especie de interés.

Mientras que en los transcritos encontrados relacionados a la senescencia, se

encontr6 un “dedo de zinc” los cuales son uniones del ion zinc que se ha reportado
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participan en el proceso de sintesis de lipofuscinas uniendo proteinas ubiquitinadas que
inducen la disociacion del complejo formado por HDACG6 (Histona deacetilasa 6), proteinas
de shock térmico, factores de shock térmico y el gen P97/\VCP (H6hn y Grune, 2013). En
este mismo proceso de sintesis de lipofuscinas también se asocian dos transcritos
encontrados en el presente estudio, que son la unidad 26S proteasa y la proteina de shock
térmico 70 (HSP70), donde la primera es altamente susceptible a su inactivacion durante
estrés oxidativo, lo que ocasiona la acumulacion de las proteinas poliubiquitinadas,
mientras que en el caso de la HSP70, después de la union de proteinas ubiquitnadas por los
dedos de zinc que disocian el complejo anteriormente mencionado, ocurre una
sobreregulacion de la HSP70 por lo que se inhibe (H6hn y Grune, 2013). La proteina
HSP70 ha sido reportada en otros trabajos con moluscos bivalvos donde se ha encontrado
que se activa como respuesta al estrés térmico en contra de especies reactivas de oxigeno
(Rodriguez-Jaramillo, 2014), también por presencia de patdgenos y condiciones
fisiopatolégicas relacionadas a la inflamacién (Gestal et al., 2007), ademas de formar parte
de un fuerte sistema antioxidante en moluscos (Zhang et al., 2012) que seria también la
causa de la alta longevidad reportada en P. globosa por Gonzalez-Peldez (2013). Ademas
de los transcritos descritos, se encontraron algunos que estan propiamente involucrados en
el proceso de apoptosis como la proteina Eiger, la proteina quinasa serina/treonina dual y
tirosina y el transportador 1 de sodio-acoplado monocarboxilado. La proteina Eiger se ha
encontrado en estudios del género de mosca Drosophila, esta puede inducir la apoptosis
dependiente de caspasa, y a su vez esta proteina se ha demostrado que depende de la
actividad de la proteina quinasa c-Jun N-terminal (JNK) aunque como funciona el
mecanismo de sefalizacién es desconocido (Moreno et al., 2002). En ese sentido, la
proteina Eiger estaria asociada a la proteina quinasa serina/treonina dual y tirosina
encontrada en el presente estudio, ya que Cross et al. (2000) encontraron que algunas
proteinas quinasas, entre ellas la proteina quinasa del presente trabajo, en conjunto con la
JNK son promotores del proceso de apoptosis dependiente de caspasas, ya que dicha
combinacion induce las caspasas 8 y 9 y a su vez toda esta cascada de sefializaciones
inducen los genes proapoptoticos. Que aunque Eiger no esta directamente sefialada en el

proceso mencionado, el estudio de Moreno et al. (2002) la asocia directamente cuando hay
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actividad por parte de la JNK. En el caso de la proteina del transportador 1 de sodio-
acoplado monocarboxilado, Ganapathy et al. (2008) han reportado que esta presente en el
colon en humanos en condiciones normales y que funciona como un supresor de tumores e
inductor de apoptosis selectivo en las células cancerigenas. Por otra parte, uno de los
transcritos diferencialmente expresados es la proteina 5 de lipofuscinosis ceroidea neuronal
(CLN5), la cual Mamo et al. (2012) describe que es una enfermedad humana
neurodegenerativa que conlleva a desordenes desde la nifiez, pérdida progresiva de la
vision, sordera, retraso mental y una gran reduccion en la esperanza de vida. Ademas de
mencionar que a nivel celular esta se caracteriza por la acumulacion de lipopigmentos con
heterogeneidad morfoldgica en diferentes formas. Se ha encontrado que CLNS5 tiene un rol
en el tréfico retrogrado de los receptores del lisosoma, que es el lugar donde se generan las
lipofuscinas de acuerdo al estudio de Hohn y Grune (2013). Finalmente también se
encontrd el transcrito que codifica a la proteina 1 moduladora de especies reactivas de
oxigeno (ERO) que ha sido caracterizada por Zhao et al. (2013) en la lamprea japonesa
Lampetra japonica, y que se ubica en la mitocondria incrementando el nivel de EROs en
las células, mencionando que aunque se les sefiala de ser causantes de dafio celular las
EROs tienen un rol en el crecimiento, la supervivencia y la regeneracion de tejidos, ademas

de regular la respuesta inmune y la proliferacion de las células.

Los transcritos encontrados asociados a la senescencia se encontraron expresados en
su mayoria en el grupo de edad LM. Cabe mencionar, que al no encontrar transcritos
relacionados a la reproduccion, el analisis molecular carece de herramientas para sustentar

la presencia 0 no de senescencia negativa como estrategia reproductiva en P. globosa.

Dejando de lado el anéalisis molecular, el conjunto de evidencias tanto del analisis
morfoldgico, especificamente el incremento en biomasa (peso total, drenado vy
masavisceral), como el histoldgica, referente al potencial reproductivo, y bioquimico e
histoquimico, relativa a la actividad reproductiva, parecen demostrar que la estrategia
reproductiva de senescencia negativa ocurre al menos hasta los 21 afios en las poblaciones
del norte del Golfo de California. Aunque los resultados no son totalmente concluyentes

respecto al Gltimo grupo de edad LA (24-36 afios), existen elementos de apoyo a la teoria
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de la senescencia negativa, que indican que en almejas del genero Panopea no presentan
reduccion de su fecundidad en organismos viejos (>50 afios; Sloan y Robison, 1984). Lo
anterior, representan nuevos elementos técnicos a considerar para el disefio de estrategias
de manejo en la pesqueria de la almeja P. globosa. Como se demostro, los individuos
mayores a los 11 afios son la parte de la poblacion que tiene mayor importancia en términos
de produccién de gametos, y consecuentemente en la produccion de larvas para el
mantenimiento de la poblacion. Considerando que la evidencia que se tiene refleja que el
incremento en el potencial reproductivo es sostenido al menos hasta los 21 afos, se
considera apropiado tomar esta Gltima edad como punto de referencia para proponer una
talla méxima de captura para la especie. Sobre la base de los pardmetros de crecimiento
para la especie en la zona norte del Golfo de California (Aragon-Noriega et al., 2015), la
talla a esa edad corresponde a 161.73 mm de longitud de concha (LC) para la poblacion de
Puerto Pefiasco y 143.09 mm de LC para la poblacién de San Felipe. Si estas tallas de
maxima captura fuesen implementadas para cada zona, se protegeria al 56 % de la
poblacién en el caso de San Felipe y el 17 % en Puerto Pefiasco. Las diferencias entre sitios
obedecen a la estructura de tallas de cada poblacion. Estos estimados de talla maxima de
captura reflejan la necesidad de implementar estrategias particulares en cada una de las
poblaciones para mejorar del plan de manejo actual y lograr la sustentabilidad de la
pesqueria. En apoyo a esto, Arney (2009) indica que el manejo de la pesqueria, debe de
considerar la proteccion de las cohortes mas viejas de P. generosa que se han ido
acumulando en las poblaciones con el tiempo, ya que estos organismos mantienen la
fecundidad con la edad. Ademas, siguiere que, si las poblaciones estuvieran dominadas por
juveniles, estas serian incapaces de sustentar el repoblamiento, y por consiguiente, el

desbalance de las cohortes podria crear que la poblacion colapsara.

La talla de maxima captura ha mostrado ser una herramienta Gtil para evitar la
sobrepesca de reclutamiento, la cual puede ocurrir si la biomasa de organismos
reproductores adultos es reducida con tal intensidad que derive a su vez en la disminucion
del reclutamiento de las siguientes generaciones (Peterson, 2002). Siendo que los

organismos mayores tienen un mayor aporte en cuanto a la fecundidad, y por lo tanto, son
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los principales responsables de mantener a la poblacion. Esto se ha observado en otras
especies de tiburones, donde las hembras presentan un aumento de tamafio y fecundidad
cada afio, asi como un mayor reclutamiento en comparacién con hembras pequefias (FAO,
2005). De manera similar, en las langostas Panulirus cygnus (Melville-Smith et al., 2009) y
Jasus verrauxi (Montgomery y Craig, 2005) y en el gaster6podo Trochus niloticus (Foale y
Day, 1997) se ha implementado una talla maxima de captura. Aungue estos animales
conforman una pequefia parte de la poblacién, se cree que tienen una mayor contribucién
en cuanto a la produccion de huevos en comparacion con las hembras pequefias
(McClanahan y Castilla, 2008). Para que la estrategia de talla méxima sea efectiva en P.
globosa se deberd de considerarse también el hecho de que presentan fecundacion es
externa por lo cual es importante tomar en cuenta una densidad minima poblacional que

permita fecundaciones exitosas.

En la pesqueria de la almeja generosa se ha establecido como medida de manejo los
130 mm de LC como la talla minima de captura para las dos especies del género Panopea
que se capturan en México (DOF 2012), sin embargo, su efectividad ha sido cuestionada
debido a las diferencias entre especies y poblaciones sobre las que se aplican (Aragon-
Noriega et al., 2015). Cortéz-Lucero et al. (2011) indica que para la poblacién de P.
globosa de Guaymas (Son.), esta medida limita el acceso a tan s6lo el 31% de la poblacién
natural, ya que en términos generales las almejas crecen menos en la region central del
Golfo de California. Dado que no hay forma de saber la talla de los organismos hasta su
captura, aquellos que no cumplen con dicha talla son descartados ocasionando un
incremento en las tasas de mortalidad de la poblacion. La implementacidn de esta estrategia
pretende evitar la sobrepesca por crecimiento, definida como la captura de organismos que
aun no alcanzan la talla comercial (Diekert, 2012), sin embargo, los resultados del presente
estudio sugieren que tendria un mayor impacto la propuesta de una talla maxima de captura
en P globosa para conservar a los organismos de mayor edad, ya que son los que tienen un
mayor aporte de gametos, representando una parte importante del stock desovante de la

poblacién.
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Las poblaciones de P. generosa de Columbia Britanica y Washington, donde la
especie tiene mas de 40 afios de ser capturada comercialmente, las medidas de manejo
aplicadas siguen dos esquemas diferentes. En el primer caso, se trata a la almeja como un
pez, donde se pesca de manera constante pero moderada en toda la costa, mientras que en el
segundo caso, se maneja a la almeja como un arbol, donde las capturas se concentran en
parches bien definidos en los cuales se van rotando cada cierto tiempo (Orensanz et al.,
2000). La definicion de las tasas de explotacion en Canada, toman en cuenta la estructura

de edades basados en la acumulacion histérica y mortalidad natural (Zhang y Hand, 2006).

Otras implicaciones que el presente trabajo puede tener son las relativas a los
procesos de cultivo, ya que organismos adultos (>11 afios) potencialmente pueden producir
mas gametos, y por ende larvas, que organismos jovenes (<11 afios). Los cultivos con
organismos viejos (>21 afios) que presentan mayor potencial reproductivo, podrian

incrementar la capacidad de produccion de los cultivos.
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9. CONCLUSIONES

1. La informacién morfoldgica y el indice de potencial reproductivo, sugieren un
incremento en la capacidad reproductiva de los organismos con la edad.

2. La informacién histoquimica indica actividad reproductiva en los organismos de
mayor edad (LA) y acumulacién de lipofuscinas con la edad en la temporada
reproductiva.

3. En el analisis bioquimico de tejido gonadal detectd un incremento en la
concentracion de LT en temporada reproductiva y TG en temporada no reproductiva
conforme avanza la edad, mientras que, la concentracién de CHO y PT se mantuvo
constante en ambas temporadas.

4. Se logro la secuenciacion de novo del transcriptoma de ovario de P. globosa en
diferentes grupos de edad (LB, LM y LA), logrando anotar un 20% de transcritos
del total de contigs resultantes del ensamblado, el 80% restante pudiera ser ARN no
codificante.

5. La comparacion con C. gigas de genes ortdlogos y rutas metabdlicas identificadas
para P. globosa evidencian que se obtuvo una buena cobertura de transcritos
anotados.

6. El analisis general de la evidencia morfoldgica, histologica, histoquimica y
bioguimica soportan la hipétesis de la presencia de senescencia negativa como

estrategia reproductiva en P. globosa al menos hasta 21 afios de edad.
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RECOMENDACIONES

En el presente estudio se obtuvieron evidencias suficientes para suponer que los
organismos adultos en P. globosa presentan una senescencia negativa al menos hasta los 21
afios. Sin embargo, seria prudente realizar estos analisis en un periodo mas largo, por lo
menos en un afio completo de muestreo, para poder ver si el patrdn se presenta durante toda
la temporada, especificamente tomando en cuenta los grupos de edades. Un aspecto
importante que se debe considerar en cuanto a las reservas bioquimicas es que también
estan distribuidas en otros tejidos blandos, mismos que conforman la masa drenada del
organismo, la cual mostr6 un incremento en el paso del grupo de edad LB a LM durante el
analisis morfoldgico, por lo que seria conveniente analizar méas tejidos (manto y sifén) para
tener un analisis mas preciso. Al ser el primer intento de secuenciar el transcriptoma de
ovario de P. globosa, seria recomendable en estudios posteriores obtener el transcriptoma
con un mayor numero de organismos de ambos sexos y de mayor edad para describir un
enfoque integral al respecto. Finalmente en cuanto a la gran cantidad de contigs que no
pudieron ser anotados, seria ideal continuar con los analisis correspondientes para poder
descifrar si realmente fue contaminacion de ADN de otra especie, o si fue ARN no

codificante.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo A. Protocolo de extraccion de RNA para P. globosa.

1. Se colocd 0.1mL de perlas en crioviales de 2 mL. Después se marcaron los tubos
con claves para identificacion y se les adicion6 800 pL de tripure o trizol por tubo
(se hizo dentro de una campana de extraccion).
Nota: El tripure debe almacenarse en refrigeracion a 4°C sin luz. Los tubos que contienen
tripure deben mantenerse en hielo.

2. Se disecaron las muestras para pasar a tubos con tripure.

Tubos  Muestras (Clave)
15-2 P
16-1P
18-2 P
21-1P
6-2 P
25-2 P
27-2P
8-1P
4-2S
10 6-2S
11 14-1S
12 PP 21-2
13 PP 29-2

O©CoOoO~NOoO O WN P

3. Una vez tenido el tejido de entre 30-60 mg en los tubos con tripure y esferas se paso al
equipo homogeneizador FastPrep24 por 45 segundos 4 m/s (Se repitio el paso tres
veces debido a que el tejido no se rompia totalmente).

4. Se centrifugaron los tubos a 12000 rpm (revoluciones por minuto) por 10 minutos a
4°C.

5. Se recuperd el sobrenadante y se paso a tubos de 1.6 mL para despueés colocarlos en un
equipo Vortex por 15 segundos. Las muestras se pusieron a incubar durante 5 minutos.

6. Se centrifugaron las muestras a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C.



10.

11.

12.

13.
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Se recupero el sobrenadante y se paso a tubos de 1.6 mL previamente marcados con
claves para identificacion. A estos se les adicion6 500 pL de etanol puro, se mezcld
bien y se esper6 una hora.

Se centrifugaron las muestras a 12000rpm 15 minutos 4°C y se descartd el
sobrenadante. Después se les agrego 500 pL de etanol al 70% y se despego el pellet
formado en el fondo del tubo.

Se incubo durante 10 minutos.

Se centrifugaron las muestras a 12000rpm por 10 minutos a 4°C y se descarto el
sobrenadante.

Se centrifugaron las muestras a 12000rpm por 1 minuto a 4°C, se quito el excedente de
etanol con una pipeta (50 pL aproximadamente) y se dejé secar el pellet en la campana
de extraccion.

Se les agregd a las muestras 50 pL de H.O DEPC y se disolvié el pellet para tener el
ARN resuspendido.

Se almacend a -20°C.



