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RESUMEN 
 
La almeja mano de león Nodipecten subnodosus se considera un molusco con un importante 
potencial para su acuicultura en el Noroeste de México. Con la finalidad de incrementar la 
productividad en su cultivo se han desarrollado tecnologías como la triploidía, la cual ha sido 
asociada con un mejor crecimiento y peso del músculo aductor en moluscos pectínidos así como 
con una hipertrofia de las fibras musculares. Sin embargo en la almeja mano de león N. subnodosus 
no se ha observado un patrón consistente del crecimiento entre diploides y triploides como ha sido 
observado en otras especies. Existen diferentes hipótesis para explicar la ventaja que presentan los 
moluscos triploides sobre los diploides en crecimiento (mayor heterocigosidad; esterilidad y mayor 
disponibilidad de energía para crecimiento; e incremento en número y tamaño de células o 
hiperplasia e hipertrofia). En este trabajo se planteó una nueva hipótesis: que cuando ocurre un 
mejor crecimiento esto es resultado de una hipertrofia en células musculares de triploides, y esto se 
asocia a una expresión génica diferencial entre diploides y triploides, en particular de un gen 
conocido como controlador del crecimiento muscular. Tal gen es el gen de la miostatina o factor de 
crecimiento y diferenciación (gdf-8). Este gen pertenece a la superfamilia de factores transformantes de 
crecimiento beta (TGF-β) y su proteína actúa como regulador negativo del crecimiento, cuyo efecto ha 
sido demostrado por la hipertrofia e hiperplasia observada en algunos vertebrados mutantes o sub-
expresando este gen, mientras que la sobre-expresión del mismo ha sido asociada con una atrofia 
muscular y pérdida de masa corporal. En el presente estudio se buscó establecer si existía una asociación 
entre la hipertrofia y la expresión diferencial del gen de la miostatina en diploides y triploides de almeja 
N. subnodosus. Se aisló y caracterizó la secuencia del transcrito de la miostatina (MSTN) en N. 
subnodosus a partir de las secuencias existentes para otros dos pectínidos, Argopecten irradians y 
Chlamys farreri. A partir de tal secuencia, se localizó la expresión de la MSTN por hibridación in situ  en 
las células del músculo aductor tanto de diploides como triploides, específicamente en el sarcoplasma de 
las fibras musculares estriadas. Así mismo se cuantificó por PCR en tiempo real (qPCR) la abundancia 
del transcrito en triploides y diploides en diferentes etapas de su crecimiento y se evaluó la expresión 
relativa del mismo en diferentes tejidos al final de las evaluaciones de crecimiento. Se encontró que la 
expresión del gen de la miostatina en músculo aductor (estriado) difiere entre diploides y triploides, con 
los últimos presentando una menor expresión que los diploides, aunque las diferencias de expresión a lo 
largo de la evaluación de crecimiento variaron en significancia, encontrándose un incremento 
significativo en la expresión de la MSTN al final de la evaluación, Ago-09. Con estos resultados, y dado 
que los diploides presentaron menor peso de músculo aductor que los triploides, se puede concluir que el 
papel del gen de la miostatina en N. subnodosus es de regulador negativo del crecimiento como ha sido 
observado en otras especies de vertebrados. Sin embargo, para establecer si existía una asociación entre 
la expresión de la MSTN y la hipertrofia y/o hiperplasia de fibras musculares estriadas, durante los dos 
últimos meses de la evaluación de crecimiento (Jun-09 y Ago-09) se evaluaron tanto el tamaño como el 
número de fibras por área total del músculo aductor (estriado) en diploides y triploides. Se encontró un 
mayor tamaño (hipertrofia) de las fibras musculares en los triploides que en los diploides en ambos 
meses, pero el número de fibras en el músculo, que fue mayor en los triploides en Jun-09 decreció en 
Ago-09 a números significativamente menores que en los diploides, aunque en estos últimos también 
decreció, esto es, se observó una atrofia muscular. El decremento en número de fibras entre Jun-09 y 
Ago-09 para ambas ploidías se asoció con: (a) condiciones ambientales adversas en Ago-09 cuando la 
temperatura incrementó a 28.9 ºC y la disponibilidad de alimento decreció a menos de 0.49 mg clorofila-
a m-3, (b) el desove de los diploides, y (c) el mes en el cual la expresión de la MSTN incrementó y fue la 
más alta irrespectivo de la ploidía. Por otro lado, y contrariamente a lo esperado dada la atrofia muscular 
observada en Ago-09, al evaluar por técnicas histoquímicas los carbohidratos en músculo, estos 
mostraron un incremento significativo entre Jun-09 y Ago-09 en ambas ploidías. Lo anterior, así como 
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los resultados de la evaluación de la expresión de la MSTN entre tejidos, realizada únicamente durante 
este último mes, la cual indicó que el gen de la miostatina se expresó diferencialmente entre diploides y 
triploides en glándula digestiva y gónada adicionalmente al músculo aductor, con una mayor expresión 
en diploides que triploides, permite concluir que adicionalmente al papel del gen de la miostatina como 
regulador negativo del crecimiento muscular, este gen participa posiblemente en la regulación de vías 
metabólicas en músculo, así como también en otros tejidos. Los resultados obtenidos en este trabajo 
pueden tener aplicaciones futuras inmediatas en la selección al utilizar la expresión diferencial del gen de 
la miostatina entre individuos como un marcador genético asociado directamente al fenotipo ‘peso de 
músculo aductor’.  

 
 
 
 
Palabras clave: pectínido, crecimiento, músculo aductor, gen de la miostina, diploide, triploide 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

_________________________________________ 
Vo. Bo. Dra. Ana María Ibarra Humphries 
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ABSTRACT 
 
The lion-paw scallop Nodipecten subnodosus is considered a mollusk species with an important 
potential for aquaculture in northwest Mexico. Because other triploid pectinids are known to grow 
better than diploids, showing larger adductor muscles and a muscle fiber hypertrophy, triploid 
technologies aimed to increase its yield have been developed. However, in contrast to other scallop 
species, no consistent differential pattern of growth has been found when evaluating diploid and 
triploid lion-paw scallops. Several hypotheses have been proposed to explain the advantage of 
triploid mollusks over diploids (increased heterozygosity; sterility resulting in a surplus of energy 
for growth; and increased cell size and number, or hypertrophy and hyperplasia). In this work a new 
hypothesis was proposed: when triploids grow larger than diploids it is because there is hypertrophy 
of muscle cells and this can be associated with a differential gene expression, particularly of one 
gene known as a muscle growth regulator. Such a gene is the myostatin or growth and 
differentiation factor-eight (gdf-8). The myostatin gene belongs to the superfamily of transforming 
growth factors beta (TGF-β), and its protein acts as a negative regulator of growth as demonstrated in 
vertebrates by the hypertrophy and hyperplasia occurring in non-expressing or low-expressing mutants, 
and the muscular atrophy and loss of muscle mass seen in individuals over-expressing it. The possible 
association between hypertrophy and a differential expression of myostatin (MSTN) between diploid and 
triploid lion-paw scallop’s N. subnodosus was evaluated in this work. First, the partial sequence of the 
MSTN transcript in N. subnodosus was isolated and characterized utilizing the available sequences for 
two other pectinids: Argopecten irradians & Chlamys farreri.  With the isolated sequence, the MSTN 
transcript was localized in the striated adductor muscle cells of diploid and triploids by in situ 
hybridization, finding it specifically in the sarcoplasm of muscle fibers. Quantification of the MSTN 
transcript by real time PCR (qPCR) was done for striated muscle tissues sampled at consecutive ages 
during growout of diploids and triploids, as well as for five tissues sampled only at the end of the 
growout evaluation (Aug-09). A differential expression of the myostatin gene was found between 
diploids and triploids, with the last ones expressing less than diploids, although differences between 
growout dates/samples varied in significance, and a significant increase in MSTN expression was seen at 
the end of the growout evaluation, Aug-09.  With these results and the fact that diploids had smaller 
adductor muscle weights than triploids, it can be concluded that the myostatin gene in N. subnodosus has 
a role as a negative regulator of growth, just as it has been reported for several vertebrate species. 
However, to further establish if an association between the expression of MSTN and muscle fiber 
hypertrophy or hyperplasia existed, the size and number of striated fibers per muscle were also estimated 
for diploids and triploids sampled during the last two evaluations, in Jun-09 and Aug-09. It was found 
that triploids had larger fiber size (hypertrophy) than diploids during both months evaluated, but the 
number of fibers per muscle in triploids, which was larger than in diploids in Jun-09, decreased in Aug-
09 to less fibers than those in diploids, for which fibers also decreased during Aug-09 indicating that a 
muscle atrophy had occurred. The decrease in fibers number for both ploidies between Jun-09 and Aug-
09 was associated with (a) poor environmental conditions occurring in Aug-09 when an increase in 
temperature to 28.9 ºC and a decrease in chlorophyll-a 0.49 mg m-3 or available food were recorded at 
the culture site, (b) the spawning of diploids, and (c) a large and significantly increase in MSTN 
expression in adductor muscle of both ploidies. On the other hand and contrary to what would be 
expected because the observed muscle atrophy in Aug-09, the carbohydrates evaluated by 
histochemistry techniques in muscle increased significantly between Jun-09 and Aug-09 in both 
ploidies. These results, as well as the results on expression of MSTN between tissues evaluated only 
during the last month or Aug-09, that indicated that the myostatin gene expressed differentially between 
diploids and triploids in digestive gland and gonad, with a larger expression in diploids than triploids, 
allows to conclude that additionally to the role of the myostatin gene as a negative regulator of muscle 
growth, this gene is probably participating in regulation of metabolic pathways in muscle and other 
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tissues.  The results of this work have potential immediate applications for selective breeding when 
utilizing the differential myostatin gene expression between individuals as a genetic marker directly 
associated with ‘adductor muscle weight’.    
 
 
 
Key words: pectinid, growth, adductor muscle, myostatin gene, diploid, triploid 
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Approved by  Dr. Ana María Ibarra-Humphries 
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1. INTRODUCCIÓN 

La almeja mano de león Nodipecten subnodosus es la especie más grande de la familia 

Pectinidae en aguas tropicales del Oeste Americano (Keen, 1971). La pesquería de esta 

especie se localiza principalmente en el Pacífico, con la mayor abundancia en la Laguna 

Ojo de Liebre en Baja California Sur, aunque se le localiza también en el Golfo de 

California, tanto en las costas de la Península de Baja California como las de Sonora. Dos 

poblaciones genéticamente distintas han sido identificadas, la de Laguna Ojo de Liebre en 

el Pacífico, y la del Golfo de California que incluye los diferentes bancos localizados a lo 

largo del mismo (Petersen et al., 2010). Esta especie se ha convertido en un importante 

recurso pesquero en Laguna Ojo de Liebre por su abundancia, las tallas que alcanza 

(longitud máxima de 218 mm), y principalmente por el tamaño de su músculo aductor 

(Morales-Hernández y Cáceres-Martínez, 1996; Félix-Pico et al., 1999). Actualmente se 

considera una especie con un importante potencial para su cultivo en México debido a su 

alta tasa de crecimiento y a que alcanza su talla comercial en un tiempo relativamente corto 

(Racotta et al., 2003; Maldonado-Amparo et al., 2004), así como su fácil adaptación a las 

condiciones de cultivo y al excelente sabor de su músculo aductor (Osuna-García et al., 

2008).  

 

2. ANTECEDENTES 

Con la finalidad de incrementar la productividad en el cultivo de la almeja mano de león se 

han desarrollado diversas tecnologías, entre ellas la inducción a la triploidía. El objetivo 

principal de la aplicación de esta biotecnología es incrementar la tasa de crecimiento y el 

tamaño del músculo aductor (Ruíz-Verdugo et al., 2000). Estas características se adscriben 

principalmente al hecho de que los organismos triploides no llegan a la madurez sexual, o 

presentan una gametogénesis inhibida. Se ha propuesto que la inhibición de la 

gametogénesis en pectínidos como la almeja Argopecten ventricosus, es una consecuencia 

de problemas presentados durante la meiosis al encontrar tres cromosomas homólogos 

durante la sinapsis y recombinación, con una posible activación de mecanismos de 
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“checkpoint” o control de la fidelidad del ciclo meiótico (Maldonado-Amparo e Ibarra 

2002a y 2002b), resultando en una parcial o total esterilidad. Los organismos triploides al 

no utilizar energía para su reproducción, cuentan con un excedente de energía para el 

crecimiento. Una aparente no movilización de reservas energéticas, particularmente de 

carbohidratos del músculo hacia la gónada ha sido observada en triploides de A. ventricosus 

(Ruíz-Verdugo et al., 2001b; Palacios et al., 2004) y en N. subnodosus (Racotta et al., 

2008). Dicha esterilidad también da a los organismos triploides la ventaja de poder ser 

cultivados en áreas protegidas, ya que al no poder reproducirse no representan un riesgo 

para las poblaciones naturales con las que pudiera haber intercambio genético (Ramírez et 

al., 2009).  

Sin embargo, la esterilidad per se no siempre confiere ventajas en el crecimiento. 

Diferentes estudios realizados para evaluar el efecto de la triploidía sobre el crecimiento en 

especies de pectínidos como N. subnodosus y A. ventricosus, no han obtenido resultados 

consistentes con respecto a la ventaja en el crecimiento que presentan los organismos 

triploides sobre los diploides. Por un lado, Ruíz-Verdugo et al. (2000) al evaluar el 

crecimiento de A. ventricosus en el estero de Rancho Bueno en Bahía Magdalena, Baja 

California Sur, observan una parcial esterilidad de los triploides de la especie, así como una 

ventaja del 80% en el peso del tejido total y del 161% del peso del músculo aductor de los 

triploides sobre los diploides evaluados. Por otro lado, Maldonado-Amparo et al. (2004) al 

evaluar el crecimiento de N. subnodosus en el mismo sitio, aunque observan una esterilidad 

completa en los organismos triploides, estos presentaron pesos y medidas menores que los 

grupos de diploides; en este caso los diploides presentaron un peso del tejido total del 

organismo 10% mayor que los triploides y los triploides sólo un 13% más de peso de 

músculo aductor que los diploides, infiriendo que estos resultados pueden estar 

relacionados con la alta productividad primaria del sitio y/o a la estrategia reproductiva del 

tipo oportunista adoptada por la población para dicho sitio de cultivo. El efecto de la 

productividad ha sido demostrado en un estudio realizado por Ramírez et al. (2009), en 

donde se observó que los organismos triploides tienen una mayor capacidad de respuesta en 

crecimiento en sitios como Bahía de Loreto, donde las condiciones ambientales son más 

extremas que en sitios como Bahía Magdalena. Los resultados indicaron que los 
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organismos triploides tuvieron un mayor crecimiento que los diploides principalmente en 

los meses de verano, cuando las temperaturas son mayores y hay una drástica disminución 

en la productividad primaria o en el alimento de estos organismos.  

Los resultados anteriores son interesantes ya que hasta el momento, en pectínidos como 

la almeja mano de león N. subnodosus se ha observado que la movilización de las reservas 

somáticas hacia la reproducción depende de la disponibilidad del alimento en el medio. 

Esto es, si el sitio de cultivo presenta temporadas de baja productividad primaria, la 

estrategia de los organismos va a ser de almacenar y movilizar energía de sus tejidos, 

principalmente de la glándula digestiva (Arellano-Martínez et al., 2004) y del músculo 

aductor (Barber y Blake, 1991; Brokordt et al., 2004), hacia la formación y crecimiento de 

sus gametos, pero por el contrario, si el sitio presenta una alta productividad, va a verse 

disminuida esta movilización de energía debido a que esta puede ser adquirida del alimento 

presente en el sitio y no es necesario utilizar la almacenada (Ruíz-Verdugo et al., 2001b; 

Racotta et al., 2003; Palacios et al., 2005, 2007; Racotta et al., 2008). Debido a los 

resultados anteriores, el grupo de Ibarra-Humphries propuso que los organismos triploides 

de la almeja mano de león N. subnodosus, al no reproducirse, presentarían un mayor 

crecimiento que los diploides en sitios de baja productividad, ya que los últimos tienen que 

tomar de las reservas almacenadas en sus tejidos para el desarrollo de sus gónadas. Sin 

embargo, al llevar a cabo los estudios esto no fue lo observado, ya que la ventaja en 

crecimiento del triploide ocurrió incluso antes e independientemente del desarrollo gonadal 

(Ramírez et al., 2009). Esto abrió otra pregunta en cuanto a la causa por la cual los 

triploides presentan una mayor talla o peso que los diploides: ¿se pueden asociar esas 

diferencias a una dosis y expresión génica diferencial entre diploides y triploides? Efectos 

de la ploidía sobre la expresión génica han sido reportados para especies vegetales 

principalmente, lo cual se introducirá mas adelante, después de presentar las hipótesis 

existentes que buscan explicar la ventaja en crecimiento de los poliploides, incluyendo a los 

triploides. 

Adicionalmente a la hipótesis de la ventaja fisiológica asociada con la esterilidad en 

triploides, existen al menos otras dos hipótesis que buscan explicar la ventaja en 
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crecimiento que presentan los triploides sobre los diploides. Una de ellas, está basada en la 

ventaja de la elevada heterocigosidad de los triploides en general, donde potencialmente 

pueden ocurrir de dos a tres alelos diferentes por locus (Allendorf y Leary, 1984; Guo et 

al., 1992; Beaumont et al., 1995; Garnier-Géré et al., 2002). La tercera hipótesis se basa en 

diferencias intrínsecas en el tamaño celular entre diploides y triploides, con los últimos 

presentando un mayor tamaño celular sin una disminución en el número de células (Guo y 

Allen, 1994) resultando en una mayor talla. En relación a esta última hipótesis, se ha 

observado en vertebrados que el incremento en el número de cromosomas en poliploides 

causa proporcionalmente un incremento en el tamaño de sus células, así como un 

incremento en el número de las mismas (Epstein, 1967), lo cual ha sido observado tanto en 

células humanas (Owens et al., 1981; Chang et al., 1983), como en peces (Suresh y 

Sheehan, 1998). Al incremento del tamaño de las células se le conoce como hipertrofia y al 

incremento en su número se le conoce como hiperplasia (Carlson, 2007). En invertebrados 

como los moluscos pectínidos, este fenómeno en tejido muscular ha sido estudiado sólo en 

una especie. Al realizar una comparación de células musculares entre organismos diploides 

y triploides de la almeja catarina Argopecten ventricosus, Palacios et al. (2004) reportan 

hipertrofia celular en los organismos triploides y un peso total del músculo de 123% mayor 

que el de los diploides, sin observar un incremento significativo en el número de células 

(hiperplasia) en relación al diámetro del músculo aductor. Se concluyó que estos resultados 

no apoyaban necesariamente la hipótesis de Guo y Allen (1994) y Guo et al. (1996) acerca 

del gigantismo que presentan las células de los moluscos triploides, debido a que la 

acumulación de reservas energéticas, pareada con una falta de movilización del músculo de 

triploides explicaba también la hipertrofia en células musculares. Sin embargo, los 

resultados recientes de Ramírez et al. (2009), en donde se ha observado un mayor 

crecimiento del músculo aductor en triploides de almeja Nodipecten subnodosus en 

condiciones ambientales pobres, y sin necesariamente estar pareado con un desarrollo 

gonádico en diploides, indican que otros factores adicionalmente a los fisiológico-

reproductivos pueden estar interviniendo en las diferencias en crecimiento muscular entre 

diploides y triploides, entre ellos una expresión génica diferencial.  
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Por ejemplo, se sabe que la regulación de la expresión génica en organismos diploides 

está en constante homeostasis, la cual en organismos poliploides puede verse alterada por el 

incremento en el número de cromosomas y por tanto en dosis génica o número de genes 

(Auger et al., 2005; Adams, 2007). La duplicación o incremento de genes, trae consigo 

cambios genéticos y epigenéticos que afectan la regulación de la expresión de genes, 

traduciéndose en nuevos patrones de expresión y por lo tanto en nuevas variantes 

fenotípicas (Osborn et al., 2003; Adams y Wendell, 2005; Adams, 2007). Osborn et al. 

(2003) mencionan que “los cambios epigenéticos en los poliploides podrían provocar tanto 

la represión de genes como la expresión de genes que estaban reprimidos en los diploides”. 

Por lo que, entre otras posibles causas para las diferencias entre diploides y triploides, está 

la posible expresión diferencial de genes indirecta o directamente asociados con el 

crecimiento muscular. 

 

2.1. El gen de la miostatina (MSTN - GDF-8) y la proteína que genera: la miostatina 

(MSTN) 

Estudios en animales de granja, como son ganado vacuno y bovino, han encontrado que el 

crecimiento muscular está fuertemente regulado, y que mutaciones, inactivando un gen con 

funciones de regulación negativa del crecimiento muscular, inducen fenotipos anormales en 

musculatura, como lo es la ‘doble musculatura’. Por análisis de segregación en progenies 

de estas especies se descubrió la existencia de un locus recesivo, que al presentarse en 

forma homocigota en los organismos, se observaba el fenotipo denominado ‘doble 

musculatura’ (Hanset y Michaux, 1985; Charlier et al., 1995). El gen específico fue 

descrito por McPherron et al. (1997) en ratones, al cual denominaron ‘Factor 8 de 

crecimiento y diferenciación’ (GDF8 por su siglas en inglés), encontrando que los ratones 

que no expresan el gen GDF8 (llamados mutantes), presentaban una musculatura de dos a 

tres veces de mayor tamaño que los que sí lo expresan. Estos autores observaron 

adicionalmente que el incremento en la masa muscular o doble musculatura y el 

consecuente mayor tamaño resultaba de la combinación de una hipertrofia e hiperplasia de 

las células musculares presentes en los ratones mutantes, concluyendo que la función del 
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gen GDF8 es de regular negativamente (o en otras palabras, inhibir) el crecimiento del 

músculo esquelético en animales no mutantes. Durante la misma década de los 90’s se 

determinó que la “doble musculatura” observada de forma natural en el ganado bovino y 

vacuno de diferentes especies, era provocado por mutaciones en el mismo gen GDF8 

(Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; McPherron y Lee, 1997; Gill et al., 2008), lo 

cual también ha sido observado en perros de la raza Whippet (Mosher et al., 2007) y, 

aunque raramente, en humanos (Schuelke et al., 2004; Castro-Gago et al., 2007). Hoy en 

día el nombre científico aceptado para este gen es el de miostatina  

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSTN). 

El producto expresado del gen de la miostatina o GDF-8 es la proteína llamada 

miostatina (MSTN), que pertenece a la superfamilia de genes reguladores denominados 

‘factores transformantes de crecimiento β’ (TGF-β, por sus siglas en inglés). Esta 

superfamilia incluye un grupo de proteínas que se relacionan estructuralmente en diferentes 

especies de metazoarios y regulan una gran cantidad de actividades, como la proliferación, 

migración y apoptosis en diferentes tipos celulares (Gálvez-Gastelum et al., 2004; Herpin 

et al., 2004). Ortólogos del gen de la miostatina descrita en mamíferos han sido también 

encontrados en diferentes peces. A diferencia de los otros vertebrados, se ha reportado en 

peces la presencia de parálogos, o dos genes codificando para la miostatina (MSTN-1 y 

MSTN-2) (Du, 2004) que ocurrieron por un evento de duplicación genómica hace 

aproximadamente 350 millones de años (Kerr et al., 2005; Rodgers y Garikipati, 2008). En 

salmónidos, además, existen dos isoformas codificadas (MSTN-1a y -1b, y MSTN-2a y -2b) 

para cada uno de los dos genes duplicados en otros teleósteos, posiblemente derivados del 

evento de tetraploidización mas reciente que ocurrió en este grupo, entre 25 y 100 millones 

de años (Østbye et al., 2001; Rescan et al., 2001; Roberts y Goetz, 2001).   

 

2.2. Regulación de la expresión del gen de la miostatina 

La expresión del gen de la miostatina es regulada por procesos transcripcionales (Spiller et 

al., 2002) y diferentes activadores de la miostatina han sido reportados. La proteína MSTN 

es primero sintetizada en su forma inactiva o latente de aproximadamente 376 aminoácidos, 
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que incluye una secuencia señal, un sitio proteolítico y en la región carboxilo terminal se 

encuentra una región altamente conservada de nueve residuos de cisteína y el ligando 

activo (McPherron et al., 1997; Dominique y Gérard, 2006). 

Esta proteína se encuentra en forma inactiva o latente cuando está ligada a proteínas 

inhibidoras de alto peso molecular (como la GASP-1, FLRG, hSGT, T-cap y la Foll), las 

cuales suelen unirse ya sea a la proteína madura o bien a la proteína junto con su propéptido 

(Hill et al., 2002; Dominique y Gérard, 2006) que también actúa como un inhibidor (Fig. 

1). Una vez activada, la miostatina forma dímeros y se une al receptor activina tipo II 

(ActRIIB) en la superficie celular, que según Lee y McPherron (2001) puede ser un 

activador in vivo de la miostatina. Una vez unida al receptor, éste activa al receptor activina 

tipo I (ActRIB) y se lleva a cabo la transfosforilación de ambos receptores por estimulación 

de la actividad de ALK4 o ALK5 (activin-like kinase) del ActRIB (Dominique y Gérard, 

2006; Kollias y McDermott, 2008). Esto va a estimular por medio de una señal, la 

fosforilación de los factores de transcripción SMAD2 y SMAD3 que van a actuar como 

mediadores intracelulares de la señal de la MSTN formando un complejo con SMAD4 y así 

activar o reprimir la transcripción del gen blanco (Kollias y McDermot, 2008) (Fig. 1).   

Otros factores de transcripción SMAD actúan como inhibidores del complejo SMAD2/3/4. 

El SMAD7 y SMurf1 (SMAD-ubiquitin regulatory factor), actúan uniéndose a un dominio 

de los SMAD 2/3, impidiendo la formación del complejo y truncando la señal de la MSTN 

hacia el núcleo donde se llevaría a cabo la transcripción (Dominique y Gérard, 2006).   

En general, la expresión de la MSTN se piensa que puede ser controlada a diferentes 

niveles y mediante diversos mecanismos, como por ejemplo algunos antagónicos, que 

llegan a interactuar con esta proteína e inhibir la activación de su receptor (Lee y 

McPherron, 2001; Hill et al., 2002; Colussi et al., 2008).  
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Figura 1. Factores involucrados en la regulación de la miostatina (tomado de Dominique y Gérard, 
2006) 

 

 

2.3. Mecanismo de acción de la MSTN en el control del crecimiento muscular 

Thomas et al. (2000) propusieron un modelo de acción de la MSTN durante la miogénesis 

que posteriormente fue modificado por Langley et al. (2002). En dichos modelos 

mencionan que durante la miogénesis o crecimiento y diferenciación, la MSTN regula la 

proliferación de mioblastos y la diferenciación a miotubos para la formación de las fibras 

musculares (Hawke y Garry, 2001). En un primer modelo Thomas et al. (2000) menciona 

que la MSTN en su forma activa (Fig.2-A) reprime la proliferación de los mioblastos a 

través de la inducción de la sobre-expresión de la proteína p21, la cual a su vez inhibe a la 

Cdk2 (Ciclina dependiente de kinasa 2), resultando en la activación de la proteína Rb o 
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retinoblastoma (inhibidora de la proliferación celular), la cual se encuentra en un estado 

hipofosforilado, inhibiendo así la proliferación de los mioblastos durante la miogénesis 

(MSTN  >   p21  >  ↓cdk2  >  Rb  >  ciclo celular inhibido). Cuando la Cdk2 es inhibida, esta 

no forma un complejo con la ciclina E (Cdk2) requerido para la inactivación de la proteína 

Rb (retinoblastoma) por hiperfosforilación (McCroskery et al., 2003). Si la MSTN no se 

encuentra en su forma activa (Fig. 2-B), el ciclo celular de los mioblastos no es inhibido y 

por lo tanto su proliferación ocurre (MSTN↓  >  ↓p21  >  cdk2  >  ↓Rb  >  ciclo celular 

activado). Por otro, lado Langley et al. (2002) adicionalmente al modelo anterior 

propusieron que en presencia de la MSTN (Fig. 2-A), el factor de transcripción Smad3 

inhibe la expresión de MyoD (otro factor de transcripción que induce la expresión de la 

miogenina), deteniendo así la diferenciación miogénica (de mioblastos a miotubos) por la 

disminución en la expresión de la miogenina.  

 

 

Figura 2. Modelo de acción de la miostatina sobre el crecimiento y diferenciación muscular 
(modificado de Thomas et al., 2000 y Langley et al., 2002). 
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2.4. Metabolismo y la MSTN 

Estudios más recientes han encontrado que la MSTN participa no solamente en la 

regulación de los genes involucrados en el crecimiento muscular, sino también en el 

metabolismo energético del músculo y en el control de vías apoptóticas como un 

modulador de la supervivencia celular (Chelh et al., 2009). Esto es, se ha asociado la sobre- 

expresión de la MSTN con la atrofia muscular y pérdida de masa corporal causada por 

glucocorticoides en condiciones catabólicas (Hasselgren, 1999; Lang et al., 2001; Ma et al., 

2003), y se ha demostrado esta relación provocando una deleción en la MSTN, lo cual 

resultó en evitar el efecto de esas hormonas (Gilson et al., 2007).  

Así mismo, se ha reportado que la regulación de la expresión de la MSTN es 

influenciada por el estatus nutricional de los organismos (González-Cadavid y Bhasin, 

2004), ya que si estos están bajo restricción alimenticia o ayuno, los niveles de MSTN 

aumentan, observándose una simultánea disminución del crecimiento somático, 

principalmente del músculo, mientras que cuando hay una recuperación después del ayuno 

se puede observar una disminución en los niveles de la MSTN (González-Cadavid et al., 

1998; Terova et al., 2006), al tiempo que se aprecia un crecimiento más rápido de lo normal 

(Rescan et al., 2007). Sin embargo, también se han encontrado discrepancias con respecto a 

estas afirmaciones, en particular en cuanto a la duración de los efectos del ayuno y la 

expresión de la miostatina; Rodgers et al. (2003) encuentran que el ayuno prolongado en 

larvas de tilapia Oreochromis mossambicus, además de reducir el crecimiento somático, 

reduce los niveles de MSTN, mientras que cuando el ayuno es por periodos cortos, se puede 

observar una sobre-expresión de este gen. En otros estudios relacionados al estrés, se ha 

observado que la exposición prolongada a altas o bajas temperaturas inducen un incremento 

en la abundancia de transcritos de la MSTN, ya sea por incremento en los niveles de 

glucocorticoides (Lang et al., 2001; Weber y Bosworth, 2005), o bien, por una activación 

de la MSTN en forma latente presumiblemente por metaloproteinasas (Wolfman et al., 

2003). Los resultados de los estudios anteriores demuestran que el estado metabólico de los 
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organismos tiene un efecto sobre la expresión de genes que regulan el crecimiento 

muscular, o específicamente de la miostatina. 

 

2.5. El gen de la miostatina (MSTN) en invertebrados 

Adicionalmente a encontrarse en vertebrados, ortólogos del gen de la miostatina (MSTN) 

también han sido caracterizados en varias especies de invertebrados, incluyendo pectínidos. 

En A. irradians se identificó una secuencia nucleotídica traducida de aproximadamente 382 

aminoácidos del gen de la MSTN a partir de secuencias de ADNc (Kim et al., 2004), donde 

observan que la región conservada de la proteína de 117 aminoácidos es 61% similar a las 

secuencias de varias especies de mamíferos, y la secuencia completa de la misma presenta 

una alta homología con la de otros invertebrados como Ciona intestinalis y la mioglianina 

en Drosophila melanogaster, el cual es un gen homólogo a la miostatina. Kim et al. (2004) 

al realizar un análisis cuantitativo de la expresión de la MSTN por la reacción en cadena de 

la polimerasa (qPCR) en diferentes tejidos de A. irradians, reportan que la mayor 

abundancia del transcrito de este gen es en el músculo aductor, y con menor aunque 

significativa abundancia, en el manto. Estos autores concluyen que es posible que la MSTN 

tenga una importante participación en el crecimiento del músculo y en el desarrollo de los 

moluscos bivalvos. Mas recientemente, Guo et al. (2009) identificaron un polimorfismo o 

SNP (por sus siglas en inglés: Single Nucleotide Polymorphism) en el segundo exón de la 

miostatina en esta misma especie, el cual evalúan actualmente para definir si este marcador 

puede ser utilizado en programas de selección asistida por marcadores moleculares (MAS, 

por sus siglas en inglés) para la mejora genética del tamaño del músculo aductor de A. 

irradians. La presencia de polimorfismos en el gen de la miostatina es adicionalmente 

importante en el contexto de observaciones previas en A. ventricosus tanto diploides como 

triploides (Ruíz-Verdugo et al., 2001a), habiéndose observado que existe variación en el 

peso del músculo aductor entre familias de medios hermanos, indicando un componente 

genético en la determinación del tamaño del músculo. En N. subnodosus Petersen (2009) 

encontró evidencia recientemente de un posible loci de caracter cuantitativo (QTL por sus 

siglas en inglés) asociado al peso del músculo aductor, indicando la existencia de uno o 
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más genes con efectos mayores involucrados en determinar el crecimiento del músculo 

aductor, aunque el o los genes específicos asociados al QTL no han sido identificados aún. 

En Chlamys farreri ha sido identificado tanto el ARNm-ADNc como el gen completo de la 

MSTN (Zhang et al., 2007; Hu et al., 2010), encontrando que el gen exhibe una 

organización genómica como la ya caracterizada en vertebrados, esto es, de tres exones y 

dos intrones. Al igual que Kim et al. (2004), estos últimos autores encuentran que la mayor 

expresión de la MSTN ocurre en músculo. En un reciente estudio, Hu et al. (2010) analizan 

cuantitativamente los transcritos de este gen en diferentes estadios del desarrollo de la 

almeja C. farreri, encontrando que es en gástrula el estadio en el cual se observa la mayor 

expresión, y que al comparar la expresión en diferentes tejidos de almejas adultas, es en el 

músculo estriado (vs. el liso) donde se observó la mayor expresión de la MSTN, seguido del 

manto. En crustáceos, Covi et al. (2008) reportan la primera secuencia de la MSTN a partir 

de ARNm-ADNc del cangrejo Gecarcinus lateralis. El análisis de la secuencias indica que 

este gen es altamente conservado al compararlo con sus ortólogos en mamíferos. A 

diferencia de los análisis con pectínidos, al realizar el análisis cuantitativo por qPCR, Covi 

et al. (2008) observan que los transcritos del gen de la MSTN se encuentran en varios 

tejidos, siendo más abundante en el músculo esquelético y en el corazón. Adicionalmente 

concluyen que este gen tiene una importante participación en la regulación del crecimiento 

muscular principalmente en la intermuda, cuando el crecimiento del organismo está 

restringido por el exoesqueleto. Esto ha sido observado en estudios recientes en la langosta 

Homarus americanus por MacLea et al. (2010), en donde además de demostrar la 

ubicuidad de la expresión del gen de la  MSTN en tejidos de esta especie, demuestran que 

este gen es regulado transcripcionalmente durante la muda. En esta especie se observa que 

durante la intermuda se ve incrementada la expresión de la MSTN, deteniendo el 

crecimiento del organismo y actuando como un inhibidor de la síntesis de proteínas, lo cual 

ha sido también observado en G. lateralis (Covi et al., 2010). Contrariamente, durante la 

pre-muda en estas especies se ha observado una disminución significativa en la expresión 

de este gen regulador negativo, induciendo tal disminución al crecimiento del músculo 

esquelético principalmente. Aunque los primeros autores observaron un incremento en los 

niveles de ecdisteroides, no encuentran una relación entre estos y los niveles del transcrito 
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de la  MSTN. Por otro lado, en el camarón Pandalopsis japonica (Kim, et al., 2010) se ha 

observado que la ablación de un tallo ocular, lo cual resulta en la inducción de la muda, 

reduce la expresión de la MSTN, afirmando que hay una relación en la expresión de este 

gen con la intermuda. Adicionalmente mencionan que en esta especie el gen de la  MSTN 

no se expresa igualmente o en la misma magnitud en todos los tejidos, y que además de 

tejidos musculares este gen se encontró expresado en tejidos no musculares como el 

ganglio torácico y las branquias.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

En la almeja mano de león Nodipecten subnodosus se han realizado esfuerzos para el 

desarrollo de triploides como una tecnología que busca principalmente incrementar su 

productividad en cultivo (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ibarra-Humphries, 2006). Se ha 

demostrado recientemente que el crecimiento muscular en triploides de esta especie es 

mayor que en diploides, y que esto ocurre independientemente de la maduración gonádica 

(Ramírez et al., 2009). Así mismo, en términos relativos, el incremento en peso del 

músculo aductor en pectínidos triploides supera el incremento en peso del resto de la 

biomasa (Ruíz-Verdugo et al., 2000 & 2001b; Ramírez et al., 2009), indicando que la 

condición de triploidía tiene un efecto mayor hacia el crecimiento del músculo aductor. Tal 

crecimiento del músculo fue asociado a su vez con una hipertrofia de células musculares 

(Palacios et al., 2004). Es importante ahora conocer si existen genes específicos 

involucrados en tal crecimiento diferencial e hipertrofia, en los cuales se vea alterada su 

expresión debido al incremento en el número cromosómico y dosis génica que conlleva la 

triploidía. Uno de los genes de mayor interés es el de la MSTN por su antes mencionado 

efecto sobre el crecimiento muscular en vertebrados e invertebrados, así como por su 

conocida regulación transcripcional a través de una cadena de genes efectores y supresores.  

En este trabajo se propone evaluar si la expresión de la miostatina se ve alterada por los 

cambios genómicos (Osborn et al., 2003; Adams y Wendel, 2005; Adams, 2007) que se 

producen por el incremento en número cromosómico y posiblemente en dosis génica global 

que ocurren durante la triploidización, y así conocer si este regulador negativo del 

crecimiento, el gen de la miostatina está relacionado con el crecimiento diferencial que 

presentan los organismos triploides sobre los diploides cuando ambos son crecidos bajo 

condiciones ambientales específicas que permiten la expresión diferencial del crecimiento, 

esto es, bajo condiciones ambientales de temperaturas de verano y baja productividad 
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo General 

Caracterizar parcialmente el transcrito del gen de la miostatina (MSTN) en la almeja 

mano de león Nodipecten subnodosus y conocer si este gen puede ser asociado con las 

diferencias en crecimiento muscular entre diploides y triploides.  

 

4.2. Objetivos específicos 

1.- Caracterizar parcialmente el transcrito del gen de la MSTN en músculo aductor en 

diploides.  

2.- Delimitar en músculo aductor las células donde se expresa el transcrito de la MSTN en 

diploides y triploides  

3. Comparar la expresión del gen de la MSTN entre diploides y triploides en diferentes 

etapas del crecimiento 

4. Comparar la expresión del gen de la MSTN en diferentes tejidos de diploides y triploides 

5. Cuantificar el tamaño y número de fibras musculares 

6. Cuantificar la acumulación de componentes de reserva en el músculo aductor de 

organismos diploides y triploides  

 

 

5. HIPÓTESIS 

Si hay una subexpresión del gen de la miostatina en triploides de la almeja N. subnodosus, 

ésta se asociará al incremento en el número y tamaño de las fibras musculares. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1. Origen de Grupos Experimentales 

Los grupos experimentales de almeja Nodipecten subnodosus utilizados en este trabajo de 

investigación se derivaron de los producidos y reportados por Ramírez-Arce (2009), en 

donde se realizaron los estudios comparativos de crecimiento y desarrollo gonádico entre 

almejas diploides y triploides crecidas en Ligüi, Bahía de Loreto, Baja California Sur. A 

continuación se describe la metodología de Ramírez-Arce (2009) para la conformación de 

esos grupos y las evaluaciones biométricas e histológicas realizadas que son pertinentes 

para el presente. 

Para la producción de los organismos que conforman los grupos experimentales 

diploides y triploides se colectaron 30 reproductores silvestres en la Bahía de Loreto, Baja 

California Sur que fueron trasladados al laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal 

Acuícola del CIBNOR. Se acondicionaron para el desove durante 15 días (Ramírez et al., 

1999) y posteriormente se indujeron al desove de manera individual mediante una 

inyección de serotonina (0.5 µl [0.5mM]) en el músculo aductor (Ramírez-Arce, 2009). Se 

obtuvieron ovocitos de cinco organismos diferentes, colocándolos individualmente en 

vasos de precipitado de 1 L y fertilizándolos con un pool de esperma obtenido de otros tres 

individuos que fueron utilizados únicamente como machos. De cada grupo de ovocitos el 

50% se utilizó para la conformación del grupo control diploide y el resto para el grupo de 

los organismos triploides. La inducción a la triploidía se realizó posterior a la fertilización 

adicionando 0.75 mg L-1 de citocalacina-B para inhibir la extrusión del segundo cuerpo 

polar, iniciando el tratamiento cuando 50% de los ovocitos en el grupo control presentaron 

el primer cuerpo polar y terminándolo cuando 50% presentaron el segundo cuerpo polar, 

utilizando el protocolo ya establecido para la almeja mano de león en el Laboratorio de 

Genética y Mejoramiento Animal Acuícola (Ruíz-Verdugo et al., 2000,2001a; Maldonado-

Amparo et al., 2004; Ibarra-Humphries y Ramírez-Arce, 2008).  

Los embriones obtenidos de los grupos controles y de los inducidos a la triploidía se 

mantuvieron de forma individual por 24 h, hasta el estadio veliger (larva D). En los desoves 
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inducidos a la triploidía el porcentaje de éxito obtenido fue evaluado por citometría de flujo 

utilizando un analizador de ploidía (PARTEC PA-III, Alemania) y siguiendo la 

metodología establecida por Allen (1983). De los cinco desoves, tres presentaron un 80% 

de triploidía y dos menor a esto por lo que fueron descartados. Las larvas D de los tres 

desoves con 80% de larva triploide, y la larva D obtenida de los controles diploides no 

tratados, fueron retenidas para conformar los grupos experimentales diploides y triploides, 

mezclando dentro de cada grupo las larvas obtenidas de los diferentes desoves y 

manteniendo cada grupo de ploidía por separado.  

El cultivo larvario de los dos grupos experimentales se llevó a cabo de forma separada 

en tanques de 500 L con una densidad inicial de 5 larvas ml-1. Se alimentaron con una 

relación 1:1 de las microalgas Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans (1.5 x 109 

células organismo-1 día-1), se mantuvieron a una temperatura de 24º C y se realizó recambio 

total de agua cada 48 h hasta que el 50% de las larvas alcanzaron el estadio pediveliger 

(larva con mancha ocular), cuando ocurre su asentamiento o fijación a un sustrato. Al llegar 

a este estadio las larvas de cada grupo fueron colocadas en tanques de fondo cónico de 80 

L, cada uno con un sustrato de malla plástica con luz de malla de 3 mm para la fijación de 

la larva, utilizando tres tanques por grupo experimental a una densidad de 1 individuo por 

ml-1. El cultivo en este estadio fue de 45 días hasta la talla de 2 mm de longitud. Al concluir 

la etapa de preengorda se realizó un análisis individual de la triploidía por citometría en 30 

semillas del grupo triploide, obteniendo un 30% de triploides. La semilla fue desgranada de 

los sistemas de fijación y colocadas en bolsas con luz de malla de 1 mm, con una densidad 

de aproximadamente 1000 individuos por bolsa. Las semillas en bolsa fueron transportadas 

y colocadas dentro de canastas ostrícolas en un sistema de suspensión durante 60 días en 

Puerto Escondido, cercano a Ligüi en el Parque Nacional Bahía de Loreto en diciembre de 

2007. La semilla se recambió a bolsas con luz de malla de 2 mm posteriormente y cuando 

alcanzó la talla de 1.5 cm a principios de abril del 2008, fue colocada en canastas ostrícolas 

(edad de 0 días de cultivo). La densidad inicial por canasta (55 cm de longitud, 55 cm de 

altura y 7.5 cm de profundidad, con un área de 0.3 m2) fue de 400 organismos, con un total 

de cuatro canastas para el grupo triploide y diez para el grupo control diploide. En mayo de 

2008, a los 36 días de cultivo se formaron tres réplicas por grupo (1 módulo por réplica), 
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cada uno con cinco canastas ostrícolas con 230 organismos cada una, y se dio inicio a las 

evaluaciones de crecimiento durante la engorda. Los organismos fueron mantenidos en 

suspensión durante los 476 días de cultivo, ajustando las densidades periódicamente acorde 

al crecimiento, y manteniéndolas iguales para los grupos experimentales (diploides y 

triploides). El crecimiento fue evaluado en intervalos de 45 a 60 días. 

En cada muestreo de Ramírez-Arce (2009) se tomaron al azar 30 organismos por 

réplica (módulo) tanto del grupo triploide como del diploide, con un total de 90 organismos 

por grupo experimental. Los organismos fueron trasladados al Laboratorio de Genética y 

Mejoramiento Animal Acuícola del CIBNOR donde fueron evaluados para determinar 

variables de crecimiento tanto en concha (longitud), peso total (tejidos y concha), peso de 

biomasa (tejidos) y peso del músculo aductor. La verificación de la triploidía se realizó por 

citometría de flujo, utilizando una muestra del manto (0.25 cm2) de cada organismo 

muestreado del grupo triploide y una muestra al azar de 10 organismos de cada réplica del 

grupo diploide, preservadas a -80 ºC hasta su verificación de la ploidía individual 

(Maldonado-Amparo et al., 2004, p188). Sólo aquellos individuos verificados como 

triploides fueron utilizados para todos los análisis subsecuentes tanto en Ramírez-Arce 

(2009) con en este trabajo. Se estimaron también los índices relativos de músculo (IM) y la 

gónada (IG), tamaño de concha (ancho y convexidad), peso de biomasa y de músculo 

aductor, incrementos en peso de biomasa y músculo entre meses de evaluación, estadios de 

desarrollo gonádico y el grado de esterilidad en triploides. Estas variables serán presentadas 

en la discusión con fines de interpretación de los resultados obtenidos en expresión génica 

de la miostatina, hipertrofia e hiperplasia, y componentes bioquímicos en músculo. 

Adicionalmente se evaluaron mensualmente por análisis de imágenes satelitales las 

variables ambientales de temperatura y la concentración de clorofila-a (Ramírez-Arce, 

2009).  
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6.2. Muestreo de Tejidos  

6.2.1. Tejidos para análisis de expresión génica de la miostatina 

Músculo aductor: en paralelo a los muestreos de Ramírez-Arce (2009) se realizaron 

muestreos de tejido muscular de organismos al azar en Dic-08 (a los 231 d de cultivo), Feb-

09 (282 d), Abr-09 (351 d), Jun-09 (406 d) y Ago-09 (476 d), tomando una muestra (~200 

mg) de cada una de 15 almejas dentro del grupo diploide y 30 almejas del grupo triploide 

en cada fecha de muestreo. Los tejidos fueron preservados en RNAlater (Ambion), 

mantenidos a 4 ºC por 24 h, y almacenados a -20 ºC hasta la verificación de la ploidía por 

citometría de flujo. Para los análisis cuantitativos por qPCR se utilizaron ocho organismos 

triploides y ocho diploides de cada una de las fechas muestreadas, todos verificados en su 

ploidía por citometría de flujo.   

Manto, gónada, glándula digestiva, branquia y músculo aductor: En el último 

muestreo en Ago-09, a los 476 d de cultivo, se obtuvo adicionalmente una muestra de ~200 

mg de cinco tejidos: manto, gónada, glándula digestiva, branquia y músculo aductor de 

cinco organismos diploides y de cinco triploides verificados por citometría antes de 

sacrificarlos, utilizando una muestra de hemolinfa extraída del músculo aductor con una 

jeringa. Se preservaron en RNAlater (Ambion), se mantuvieron a 4 ºC por 24 h, y se 

almacenaron a -20 ºC hasta su análisis cuantitativo por qPCR. 

 

6.2.2. Tejidos para análisis de hibridación in situ e histoquímica 

En los muestreos de Jun-09 y Ago-09, cuando los organismos tenían 406 d y 476 d en 

cultivo, se obtuvo un corte transversal del músculo aductor de 10 organismos diploides y de 

todos los organismos del grupo experimental triploide. Posteriormente a la verificación de 

la triploidía, se retuvieron los tejidos muestreados y preservados de 15 organismos 

verificados como triploides del muestreo en Jun-09 (406 d en cultivo) y 20 organismos 

verificados del muestreo en Ago-09 (476 d). El corte transversal del músculo aductor de 

cada individuo fue colocado en un casete para histología, preservado en paraformaldehído 

al 4% (Anexo I) en PBS  (Anexo II) durante 48 h, recambiando a las 24 h.  
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Se utilizó la técnica histológica convencional (Humason, 1979) que consiste en la 

deshidratación del tejido sumergiéndolo en una serie de alcoholes a concentraciones 

crecientes preparados con H2O tratada con DEPC (Invitrogen) y la inclusión del mismo en 

parafina nueva y utilizada en forma exclusiva para estas muestras. Los procesos específicos 

utilizados para la hibridación in situ y la histoquímica se describen más adelante. 

 

 

6.3. Aislamiento, Hibridación in situ, y Análisis de Expresión de la Miostatina 

6.3.1. Caracterización del transcrito del gen de la miostatina (MSTN) en Nodipecten 
subnodosus 

ARN total fue obtenido del músculo aductor de cuatro almejas, tres de la población 

cultivada de Bahía de Loreto y una proveniente originalmente de la población de Ojo de 

Liebre, y en cultivo en Bahía Tortugas, ambos sitios en Baja California Sur.  

 

6.3.1.1. Diseño de Cebadores (primers) 

Se diseñaron cebadores redundantes y específicos utilizando tanto el programa Primer3 

(Rozen y Skaletsky, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/primer3) como el programa Oligo 

Analyzer v.3.1 de Integrated DNA Tecnologies, Inc. (http://www.idtdna.com/analyzer/ 

applications/oligoanalyzer/) buscando regiones altamente conservadas del gen de la 

miostatina (MSTN) en dos especies de pectínidos: Chlamys farreri (GenBank EU563852.1 

y DQ988329.2) y Argopecten irradians (GenBank AY553362.1) y una en de vertebrados, 

Gallus gallus (GenBank AF346599.2).  

Los diferentes cebadores obtenidos fueron evaluados por PCR para establecer su 

eficiencia de amplificación del gen de la MSTN en N. subnodosus, seleccionando los 

cebadores enlistados en la Tabla I. Los cebadores M13 forward y reverse fueron utilizados 

para la identificación de las clonas obtenidas.  
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Tabla I. Cebadores utilizados para el aislamiento y clonación del gen de la MSTN en Nodipecten 
subnodosus. 

 

Cebador Secuencia Tm (ºC) 

MSTN-F 5’-ACGAGAAATCGGMAGAAGA-3’ 56.3 

MSTN-R 5’-CAATCGCGTCAATGCTATGTT-3’ 64.7 

M13- F 5’-GTAAAACGACGACGGCCAG-3’ 57.6 

M13-R 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 50.6 

F=forward; R=reverse; Tm = melting temperature = temperatura de fusión; M=A o C 

 

 

6.3.1.2. Caracterización parcial del transcrito del gen de la MSTN en Nodipecten 
subnodosus 

Extracción de ARN: se realizó la extracción en los cuatro organismos diploides 

utilizando TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science) siguiendo el procedimiento 

recomendado por el proveedor (Anexo III), resuspendiendo en 30 µl de H2O tratada con 

DEPC (Invitrogen). Se cuantificó la concentración del ARN obtenido de cada individuo 

utilizando un espectrofluorómetro (Thermo Scientific NanoDrop 1000). Se eliminó el ADN 

genómico presente en cada muestra utilizando DNAsa I (RQ1 DNase, Promega) siguiendo 

el protocolo recomendado por el proveedor. El ADN complementario (ADNc) fue 

sintetizado a partir de 5 µl del ARN obtenido de cada organismo siguiendo el protocolo 

recomendado por el fabricante del kit Improm II Reverse Transcription System (Promega) 

(Anexo IV).  

Amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa en punto final (PCR): los 

cebadores MSTN-F (forward) y MSTN-R (reverse), fueron utilizados para la amplificación 

del transcrito del gen de la MSTN en un termociclador (Applied Biosystems Thermal 

Cycler 2720). Se utilizó un volumen total de 12.5 μl, conteniendo 0.2 U de Taq Platinum, 

1X de buffer para PCR, 2.5 mM de MgCl2, 0.2 μM de dNTP´s (Invitrogen), 0.48 μM de 

cebador F y cebador R y 2 μl del ADNc de cada una de las muestras. Las condiciones para 

la amplificación fueron de 4 min a 94º C seguido de 35 ciclos, cada uno de 30 s a 94º C, 30 

s a 60º C y 45 s a 72º C (desnaturalización / alineación / extensión), con una extensión final 
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de 10 min a 72º C. Los productos de la amplificación fueron separados por electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa (Invitrogen) al 1% en TBE 1X (100 volts; 90 A; 30 min), 

teñido con Bromuro de Etidio (EtBr), utilizando un marcador de tamaños de 100 a 1500 pb 

(100 bp DNA ladder, Invitrogen) junto con los productos de PCR para identificar el 

fragmento por su tamaño. Estos fueron visualizados en un transiluminador con luz UV 

(BioDoc-It Imaging System, UVP BioImaging Systems). 

Ligación-Transformación: los fragmentos obtenidos (~572 pb) de la reacción de PCR 

de cada muestra fueron ligados y clonados utilizando el vector plasmídico TOPO TA 

Cloning (Invitrogen) (Anexo V-a), y transformados en bacterias competentes E. coli DH5α 

(Invitrogen) (Anexo VI-a), crecidas durante ~18 h en medio LB-Agar con ampicilina. De 

cada colonia levantada (Anexo VI-b) se realizó la amplificación por PCR utilizando los 

cebadores M13-F (forward) y M13-R (reverse) en el mismo termociclador (Applied 

Biosystems Thermal Cycler 2720), utilizando las mismas concentraciones de amplificación 

mencionadas antes a excepción de la concentración 0.1 U de Taq Platinum y de los 

cebadores M13: 0.2 μM de cebador F y de cebador R. Las condiciones de amplificación 

fueron: 4 min a 95º C seguido de 30 ciclos de: 30 s a 94º C, 30 s a 50 ºC y 45 s a 72 ºC 

(desnaturalización / alineación / extensión), con una extensión final de 10 min a 72 ºC. Los 

productos de la amplificación fueron separados por electroforesis horizontal en un gel de 

agarosa como se describió anteriormente. 

Secuenciación-Identificación: de las colonias amplificadas se obtuvieron siete clonas 

que presentaron un fragmento > 700 pb (cuatro de los organismos BL-2 y BL-3 de Loreto y 

tres del organismo BT-1 de Bahía Tortugas). Estas fueron nuevamente amplificadas con los 

cebadores M13-F (forward) y M13-R (reverse), aumentando el volumen total de reacción 

de PCR a 25 μl para su posterior secuenciación. La secuenciación se realizó en ambos 

sentidos (5’-3’ y 3’-5’) por MACROGEN (Corp. Korea). Se utilizó el programa BioEdit 

v7.0.9 (Hall, 1999) para la edición de las secuencias obtenidas, y el programa BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) para análisis de la similitud (Altschul et al., 1997; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con otras secuencias nucleotídicas y de aminoácidos (blastn 

y blastp) del gen de la MSTN ya existentes en la base de datos de la NCBI (National Center 
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for Biotechnology Information), en el sitio de internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. 

A partir de la secuencia obtenida, se realizó la traducción conceptual con el programa en 

línea DNA to protein translation en el sitio de internet http://insilico.ehu.es/translate/. Con 

la secuencia de aminoácidos se realizó una búsqueda de dominios en Conserved Domains 

Marchler-Bauer et al. (2008) en el sitio de internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure 

/cdd/cdd.shtml. 

 

6.3.2. Localización del transcrito de la miostatina (MSTN) en músculo aductor de 
Nodipecten subnodosus por hibridación in situ 

Se utilizó la metodología descrita en Sifuentes-Romero et al. (2010). 

 

6.3.2.1. Generación de sonda de hibridación para la MSTN 

Obtención de ARN – ADNc: se extrajo el ARN total de cuatro organismos diploides de 

los obtenidos en los muestreos de Bahía de Loreto, utilizando TriPure Isolation Reagent 

(Roche Applied Science) siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor 

(Anexo III), en un volumen final de 50 μl. Se digirió el ARN obtenido de cada organismo 

consecutivamente dos veces usando DNAsa I (RQ1 DNAse, Promega) y realizando una 

purificación con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:24:1) (Anexo VIII) para la 

completa eliminación del ADN genómico presente. La síntesis de ADN complementario 

(ADNc) se obtuvo a partir de 5 µl tomados individualmente de cada muestra de ARN 

obtenida, utilizando el sistema de transcripción reversa Improm II Reverse Transcription 

System (Promega), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Anexo IV). 

Amplificación por PCR: Se utilizó un termociclador PCR Sprint Thermal Cycler 

(Thermo Electron Corporation) para la amplificación del ADNc de cada organismo con los 

cebadores MSTNc-F (forward) y qMST-R (reverse), a un volumen total de 12.5 μl, 

conteniendo 0.5 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega), 1X Green GoTaq Reaction 

Buffer, 1.32 mM de PCR Nucleotide Mix (Promega), 0.43 μM de cebador F y cebador R, 1 

μl de ADNc y H2O tratada con DEPC. Las condiciones de amplificación fueron: 2 min a 
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94º C seguido de 35 ciclos, cada uno de 1 min a 94º C, 1 min a 64º C y 1 min a 72º C 

(desnaturalización / alineación / extensión). Se utilizaron 2.5 μl de cada amplificación para 

la electroforesis y su visualización en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X, teñido con EtBr 

y visualizados en un transiluminador con luz UV (EC3 Imaging System, UVP BioImaging 

Systems). Para identificar el tamaño del fragmento deseado (~ 560 pb) se corrió una 

escalera-marcador de tamaños 72 a 1,353 pb (TrackIt™ phiX174RF DNA/Hae III 

Fragments, Invitrogen). Las condiciones eléctricas y de tiempo para la electroforesis fueron 

de 80 volts; 90 A; 30 min. El fragmento obtenido de ~ 560 pb de cada amplificación fue 

colocado en un solo tubo para obtener un volumen de ~ 40 μl. La purificación de los 

fragmentos se realizó utilizando el Kit Wizard SV Gel & PCR Clean-up System (Promega) 

(Anexo IX) y su verificación se hizo por electroforesis utilizando 5 μl del producto de PCR 

amplificado en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X.  

Ligación-Transformación: el producto de PCR purificado se ligó siguiendo las 

indicaciones del proveedor utilizando pGEM-T Easy Vector (Promega) (Anexo V-b) y 

almacenó a -20 ºC toda la noche. Aproximadamente 12 h después, se realizó la 

transformación en bacterias competentes E. coli (Anexo XI-a), e incubó en agitación 

durante la noche a 37 ºC. Las colonias fueron levantadas (Anexo XI-b) aproximadamente 

20 h después de iniciar la incubación, creciéndolas a 37 ºC en agitación, en medio LB por 

toda una noche.  

Secuenciación-Identificación: la purificación del plásmido se realizó por el método de 

lisis alcalina (Anexo XII) y posteriormente linearizando el plásmido con una digestión 

enzimática con Eco RI (Anexo VII), y verificados en un gel de agarosa utilizando 5 µl de 

cada reacción. Los plásmidos con el inserto (clonas 1, 2, 3 y 5, de 6 en total) se 

secuenciaron en ambas direcciones (5’-3’ y 3’-5’) para establecer la orientación de las 

mismas utilizando el equipo LI-COR IR2 Sequencing System (LI-COR Biosciences) en el 

laboratorio de Biología Molecular del Centro de Investigaciones en Alimentación y 

Desarrollo, A. C., Unidad Mazatlán. Las secuencias se analizaron con el programa BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) para establecer la similitud (Altschul et al., 1997; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con otras secuencias del gen de la MSTN ya existentes en la 
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base de datos de la NCBI. De las secuencias analizadas, la clona número dos del organismo 

BT-1 presentó un mayor porcentaje de similitud con las secuencias existentes de la MSTN 

en otros pectínidos, por lo que fue seleccionada para los análisis subsecuentes. Con el 

plásmido purificado, se realizaron dos digestiones, cada una con las enzimas de restricción 

ApaI y PstI (Anexo X) para obtener fragmentos con sitios de iniciación de transcripción de 

la Polimerasa SP6 y T7 respectivamente, permitiendo el marcaje de las ribosondas de 

hibridación sentido y antisentido. Los fragmentos linearizados de ~4000 pb de cada 

digestión fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X con un 

marcador de 125 a 23,130 pb (Lambda DNA/HindIII Markers, Promega) corroborando la 

digestiones realizadas. De los fragmentos obtenidos de cada digestión (ApaI y PstI) se 

cortaron cada una de las bandas del gel, purificándolas con el Kit Wizard SV Gel & PCR 

Clean-up System (Anexo IX), y verificando la purificación de las digestiones realizadas por 

electroforesis utilizando 5 µl de cada purificación en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X.  

Sondas de hibridación: se generaron ribosondas por transcripción in vitro a partir de 

los plásmidos linearizados con las enzimas PstI y ApaI, utilizando T7 y SP6 RNA 

polimerasas. Estas fueron marcadas con digoxigenina, siguiendo la metodología descrita en 

Sifuentes-Romero et al. (2010), (Anexo XIII) utilizando el sistema DIG RNA Labeling 

(SP6/T7) (Roche Applied Science). 

 

6.3.2.2. Hibridación y detección 

Cortes histológicos: Se utilizó la porción transversal del músculo aductor de los 

muestreos en Jun-09 (406d de cultivo) y Ago-09 (476d), que fueron preservados en 

paraformaldehído al 4% en PBS y procesados histológicamente. Se obtuvieron cortes de 4 

µm con un microtomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica Microsystems), montados en 

laminillas tratadas con Poly L-lisina (Sigma-Aldrich) utilizando un protocolo modificado 

de Hu (2004) (http://hugroup.cems.umn.edu/Protocols/preparing_slides.pdf) (Anexo XIV) 

y almacenadas a 4ºC hasta su uso.  
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Hibridación in situ: La hibridación se llevó a cabo siguiendo la metodología de 

Sifuentes-Romero et al. (2010). Las laminillas se desparafinaron en xilol y rehidrataron en 

una serie de alcoholes a concentraciones decrecientes, hasta llegar a H2O tratada con 

DEPC, se enjuagaron con PBS preparado con H2O tratada con DEPC, fueron tratadas con 

proteinasa-K y posfijadas con paraformaldehído al 4% en PBS. Justo antes de la 

hibridación, las laminillas fueron deshidratadas en alcoholes a concentraciones crecientes 

hasta llegar a etanol al 100% (Anexo XVII).  

La hibridación (Anexo XVIII) se realizó distribuyendo de manera homogénea a cada 

laminilla (cada tejido por replicado, 1 laminilla por sonda) 5 µl de cada sonda, sentido y 

antisentido, diluida en ~70 µl de solución de hibridación, y colocando las laminillas en una 

cámara húmeda a 42ºC durante toda la noche. A las ~14 hrs, las laminillas fueron lavadas e 

incubadas con solución de bloqueo a temperatura ambiente (Anexo XIX), se incubaron con 

anticuerpo anti-DIG conjugado a fosfatasa alcalina, seguido del substrato NBT/BCIP 

(sustrato de fosfatasa alcalina) como solución de revelado y finalmente lavadas con H2O 

destilada estéril. Se realizó la contra-tinción con eosina-fucsina por 30 s antes de montarlas 

con resina. Las laminillas fueron observadas al microscopio y documentadas mediante 

fotografía digital con el programa Image Pro Plus v.4.5 (Media Cybernetics, Inc). La 

preparación de las soluciones stock se detalla en el Anexo XV y las soluciones de trabajo el 

Anexo XVI. 

 

6.3.3. Análisis de la expresión del gen de la miostatina (MSTN) por qPCR en tiempo real  

6.3.3.1. Diseño de cebadores para el gen de la miostatina (MSTN) y genes 
constitutivos de referencia  

 

Se diseñaron cebadores para qPCR a partir de la secuencia obtenida del gen de la 

miostatina (MSTN) en N. subnodosus mediante el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 

2000) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3), con una temperatura de fusión de 64ºC, 

verificando la ausencia de dímeros en la secuencia mediante el programa Oligo Analyzer 

v.3.1 de Integrated DNA Technologies, Inc. (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/ 

oligoanalyzer/). Los cebadores para los genes constitutivos (de referencia) se diseñaron con 
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base en regiones altamente conservadas de los genes que codifican para la riboproteína L8 

(rpL8) y la β-Actina utilizando secuencias obtenidas de la base de datos del GenBank 

(Benson et al., 2004; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las secuencias utilizadas 

para la rpL8 fueron las del lepidóptero Antheraea pernyi (EU541491), el crustáceo peneido 

Litopenaeus vannamei (DQ316258.1), el bivalvo ostréido Crassostrea gigas (AJ563478.1) 

y los bivalvos pectínidos Argopecten irradians (CB416772.1) y Chlamys farreri 

(AF526246.1). La secuencias del gen β-Actina utilizadas fueron del pectínido 

Mizuhopecten yessoensis (DQ787858.1) y del ostréido Crassostrea ariakensis 

(EU234531.1). Todos los cebadores fueron sintetizados por Sigma Genosys (Sigma-

Aldrich). Para confirmar la especificidad de cada uno de ellos, se realizaron PCR de punto 

final con un set de muestras seleccionadas al azar, visualizando los amplicones en un gel de 

agarosa al 2%. Las secuencias de los cebadores finalmente seleccionados se presentan en la 

Tabla II.  

 

Tabla II. Secuencias de los cebadores diseñados para el análisis de expresión del gen de la MSTN y 
los genes constitutivos de referencia en Nodipecten subnodosus (MSTN=miostatina; 
RPL8=riboproteína L8; βAct=βActina) 

 

Cebador Secuencia Tm  (ºC) 

qMSTN2-F 5’-CGGCGAATGTAAAGGTGAAC-3’ 64.2 

qMSTN1-R 5’-TGTTCGAGTTGTGGTCGAAG-3’ 63.9 

qRPL8.1-F 5’-CGTCATGGATACATCAAGGGT-3’ 63.5 

qRPL8.1-R 5’-CAAACAGTCCAGTGTACATGCC-3’ 64.3 

qβAct-F 5’-CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACC-3’ 66.2 

qβAct-R 5’-GTTGAAGGTCTCGAACATGATCTG-3’ 65.8 

F=forward; R=reverse; Tm = melting temperature = temperatura de fusión 
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6.3.3.2. Caracterización cualitativa por PCR punto final, estandarización de la 
reacción por PCR cuantitativo (qPCR) y análisis de los genes de referencia 

Obtención de ARN – ADNc: se extrajo el ARN total del músculo aductor (ocho diploides y 

ocho triploides de cada una de las cinco fechas de muestreo), y del manto, gónada y 

branquia (cinco diploides y cinco triploides del muestreo en Ago-09 o a los 476 d de 

cultivo) utilizando TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science) siguiendo el 

procedimiento recomendado por el proveedor, en un volumen final de 50 μl (Anexo III). El 

ARN obtenido fue digerido dos veces con DNAsa I (RQ1 DNAse, Promega) para la 

completa eliminación de ADN genómico (Anexo VIII), resuspendiendo el ARN purificado 

en 50 μl de H2O DEPC. Con el protocolo anterior no se logró la obtención de ARN de las 

muestras de glándula digestiva (cinco diploides y cinco triploides del muestreo en Ago-09 o 

a los 476 d de cultivo), por lo que su extracción se realizó utilizando el kit SV Total RNA 

Isolation System (Promega) siguiendo las indicaciones del proveedor (Anexo XX). El ARN 

obtenido fue digerido y resuspendido como antes mencionado para los otros tejidos. Del 

ARN obtenido de cada muestra y todos los tejidos se tomaron 5 µl para la síntesis de ADN 

complementario (ADNc) utilizando el sistema de transcripción reversa Improm II Reverse 

Transcription System (Promega) y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante 

(Anexo IV). 

Amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa en punto final (PCR): La 

verificación de la integridad del ADNc y caracterización cualitativa de las amplificaciones, 

se realizó amplificando por PCR de punto final todas las muestras con los cebadores de los 

genes constitutivos de referencia para los análisis de expresión en tiempo real, el gen β-

Actina (qβAct-F y qβAct-R) y la riboproteína L8 (qRPL8.1-F y qRPL8.1-R), así como el 

gen de la MSTN (qMSTN2-F y qMSTN1-R) (Tabla I). El volumen total utilizado en las 

amplificaciones fue de 12.5 μl, adicionando 0.5 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega), 

1X Green GoTaq Reaction Buffer, 1.32 mM de PCR Nucleotide Mix (Promega), 0.43 μM 

de cebador F y cebador R, 1 μl de ADNc y H2O tratada con DEPC. Las condiciones de 

amplificación fueron: 2 min a 94º C seguido de 35 ciclos de: 1 min a 94º C, 1 min a 64º C y 

1 min a 72º C (desnaturalización / alineación / extensión). Se utilizaron 2.5 μl de cada 
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amplificación para la electroforesis y visualización de los amplicones en un gel de agarosa 

al 2%. 

Estandarización de amplificación por PCR cuantitativo (qPCR) y curva estándar: La 

estandarización de amplificación por qPCR para generar una curva estándar para el análisis 

de expresión de cada gen se realizó amplificando diluciones seriales de ADNc de una 

muestra de músculo aductor para cada gen (para MSTN de 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 

1:1000; para la riboproteína L8 de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000; y para la β-Actina de 1:10, 

1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000). Para cada gen y sus diluciones, se evaluaron dos 

réplicas por amplificación de qPCR en un termociclador de tiempo real (Smart Cycler 2.0d, 

Cepheid), con concentraciones de reacción de: 1x QuantiTect SYBR Green PCR Master 

Mix (QIAGEN), 1.6 µM de cebadores (forward y reverse), 1µl de ADNc y H2O libre de 

RNAsas en un volumen final de 25 µl. Las condiciones de amplificación por qPCR fueron: 

15 min a 95º C seguido de 40 ciclos de: 30 s a 95º C, 30 s a 60º C y 30 s a 72º C 

(desnaturalización / alineación / extensión).  

Análisis de los genes de referencia. Los valores de Cq fueron analizados con el 

programa geNorm (Vandesompele et al., 2002) para determinar el gen de referencia más 

estable. 

 

6.3.3.3. Cuantificación de la expresión del gen de la miostatina (MSTN) en músculo, 
manto, gónada, glándula digestiva y branquia de organismos diploides y triploides 

El análisis cuantitativo de la expresión de la MSTN se realizó individualmente en cinco 

organismos diploides y cinco triploides muestreados en el mes de Ago-09 (476 d de 

cultivo), evaluando la expresión génica en músculo aductor, manto, glándula digestiva, 

branquia y gónada. De cada individuo y tejido se analizaron dos réplicas por qPCR para 

cada gen (MSTN, rpL8 y β-Actina) utilizando las mismas condiciones de qPCR y volumen 

de reacción utilizados en la obtención de la curva estándar para cada gen.  

Se estimó el valor de expresión génica de la MSTN por medio del método de ciclo 

umbral comparativo o Cq comparativo (del inglés quantification cycle), utilizando los 

valores de expresión del gen β-Actina como gen de referencia para la normalización de la 
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expresión del gen de la MSTN de acuerdo a Vandesompele et al. (2002). Los valores de 

expresión relativa (∆Cq) obtenidos para el gen de la MSTN a partir de la β-Actina, se 

linearizaron con la ecuación (2-∆Cq ) propuesta por Livak & Schmittgen (2001). Para 

conocer las diferencias entre ploidías, los datos obtenidos por tejido en cada mes fueron 

analizados con el programa Statistica v 6.1 (StatSoft, Inc.), utilizando primero un análisis 

de varianza (ANOVA) de dos factores (ploidía y tejidos), anidando a los individuos dentro 

de ploidía con fines de separar y estimar el efecto de variación observada entre individuos 

en análisis preliminares de la expresión del gen de la MSTN. El modelo lineal y anidado 

utilizado para cada tejido (músculo aductor, manto, glándula digestiva, branquia y gónada) 

fue: 

 

(1) 

 

En donde: 

Yijk = expresión relativa (2-∆Cq) de la miostatina dentro de cada ploidía i, considerando el 
efecto de los individuos dentro de cada ploidía, y estimada independientemente para cada 
tejido. 

Pi = efecto fijo de la ploidía i, en donde i=1, 2 (diploide, triploide) en la expresión relativa 
de la miostatina para cada uno de los tejidos evaluados. 

Ij = efecto aleatorio del individuo j, en donde j=1,…8 (el número de individuos diploides o 
el número de individuos triploides) evaluados para la expresión relativa de la miostatina. 

e(ij)k = error causado por las variaciones aleatorias en la expresión relativa de las 
pseudoréplicas (2) evaluadas para cada individuo dentro de cada ploidía.  

 

 

Adicionalmente se llevó a cabo un análisis completo anidado, incluyendo como 

factores a los ‘tejidos’, a las ‘ploidías’ anidadas dentro de ‘tejidos’, y a los ‘individuos’ 

anidados en la interacción entre tejidos y ploidías para conocer si existían diferencias entre 

tejidos y ploidías removiendo los efectos de alta variación de los individuos. Los datos 

Yijk = Pi + Ij(Pi) + e(ij)k 
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obtenidos fueron analizados con el programa Statistica v 6.1 (StatSoft, Inc.), utilizando un 

análisis de varianza (ANOVA) anidado y fijo. El modelo lineal anidado utilizado fue: 

 

(2) 

 

En donde: 

Yijkl = expresión relativa (2-∆Cq) de la miostatina en el tejido i, de la ploidía j, del individuo 
k dentro de cada tejido y ploidía.  

Ti = efecto del tipo de tejido i, en donde i=1,…5 (manto, glándula digestiva, branquia, 
gónada, músculo aductor) en la expresión relativa de la miostatina. 

Pj(Ti)  = efecto de la ploidía j=1, 2 (diploide, triploide) anidado dentro de cada tejido en la 
expresión relativa de la miostatina. 

Ik(T*P) = efecto del individuo k (k=1,…8, el número de individuos diploides o el número 
de individuos triploides) dentro de cada tejido y ploidía. 

e(ijk)l = error causado por las variaciones aleatorias en la expresión relativa de las 
pseudoréplicas (2) evaluadas para cada individuo dentro de cada tejido y ploidía.  

 

Se realizaron análisis de medias para los factores tejido y ploidía dentro de tejido con 

el método de Tukey, estableciendo la significancia en P < 0.05. 

 

6.3.3.4. Cuantificación de la expresión del gen de la miostatina (MSTN) en músculo 

aductor de organismos diploides y triploides en diferentes etapas del desarrollo  

El análisis cuantitativo de la expresión del gen de la MSTN se llevó a cabo en muestras de 

músculo aductor de organismos diploides y triploides, obtenidas en cinco diferentes meses 

y/o días en cultivo (Dic-08, 231 d; Feb-09, 282 d; Abr-09, 351 d; Jun-09, 406 d; y Ago-09, 

476 d). De cada individuo y fecha, se analizaron dos réplicas por qPCR para cada gen 

(MSTN, rpL8, β-Actina) utilizando las mismas condiciones de qPCR y volumen de reacción 

utilizados en la obtención de la curva estándar para cada gen.  

Yijkl = Ti + Pj(Ti) + Ik(T*P) + e(ijk)l 
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Se estimó el valor de expresión génica de la MSTN de la misma forma antes descrita 

para esta variable en tejidos y al igual que en el caso del análisis de expresión entre tejidos, 

los datos de cada mes (o edad) evaluada fueron primero analizados con el programa 

Statistica v 6.1 (StatSoft, Inc.) utilizando un ANOVA anidado de dos factores (ploidía e 

individuo), anidando a los individuos dentro de su correspondiente ploidía. Al igual que en 

los análisis anteriores, esto permitió estimar diferencias entre ploidías en cada fecha de 

muestreo al remover los efectos de la alta variación observada entre individuos en análisis 

preliminares de la expresión del gen de la MSTN, así como obtener una estimación de la 

variación causada por individuos. El modelo lineal utilizado para cada uno de los meses de 

evaluación fue: 

(3) 

 

En donde: 

Yijk = expresión relativa (2-∆Cq) de la miostatina del individuo k dentro de cada ploidía j, 
estimada independientemente para cada uno de los meses de muestreo. 

Pi = efecto fijo de la ploidía i, en donde i=1, 2 (diploide, triploide) en la expresión relativa 
de la miostatina para cada uno de los meses de muestreo. 

Ij = efecto aleatorio del individuo j, en donde j=1,…8 (el individuo diploide o triploide) en 
donde se evaluó la expresión relativa de la miostatina. 

e(ij)k = error causado por las variaciones aleatorias en la expresión relativa de las 
pseudoréplicas (2) evaluadas para cada individuo dentro de cada ploidía.  

 

Al igual que en el caso de los análisis de tejidos, para conocer los efectos del mes de 

muestreo y de la ploidía dentro de cada mes de muestreo sobre la expresión relativa de la 

MSTN se realizó también un ANOVA anidado completo, incluyendo como tercer factor a 

los individuos.  El modelo lineal utilizado fue: 

(4) 

 

Yijk = Pi + Ij(Pi) + e(ij)k 

Yijkl = Mi + Pj(Mi) + Ik(M*P) + e(ijk)l 
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En donde: 

Yijkl = expresión relativa (2-∆Cq) de la miostatina en el mes i, de la ploidía j, del individuo k 
dentro de cada mes y ploidía,  

Mi = efecto del mes de evaluación i, en donde i=1,…5 (Dic-08, Feb-09, Abr-09, Jun-09, 
Ago-09) en la expresión relativa de la miostatina 

Pj(Mi)  = efecto de la ploidía j=1, 2 (diploide, triploide) anidado dentro de cada mes en la 
expresión relativa de la miostatina 

Ik(M*P) = efecto del individuo k=1,…8 (el número de individuos diploides o el número de 
individuos triploides) anidados dentro de la ploidía y el mes de muestreo. 

e(ijk)l = error causado por las variaciones aleatorias en la expresión relativa de las 
pseudoréplicas (2) evaluadas para cada individuo dentro de cada mes y ploidía,  

 

Se realizaron análisis de medias para los factores mes y ploidía dentro de mes con el 

método de Tukey, estableciendo la significancia en P < 0.05. 

 

 

6.4. Análisis Histoquímicos 

6.4.1. Estimación de componentes bioquímicos en músculo aductor de organismos 
diploides y triploides 

Cortes histológicos.- De la porción transversal del músculo aductor de los muestreos de 

Jun-09 (406 d de cultivo) y Ago-09 (476 d) que fueron preservados en paraformaldehído al 

4% en PBS, se realizaron cortes de 4 µm con un microtomo rotatorio Leica RM 2155 

(Leica Microsystems) que fueron montados en laminillas de vidrio para histología 

convencional.  

 

6.4.2. Estimación de lípidos y carbohidratos 

Se utilizó la técnica Negro Sudán B (SBB por sus siglas en inglés) (Rodríguez-Moscoso y 

Arnaiz, 1998) para estimar la abundancia relativa de lípidos, y la técnica de PAS (Periodic 

Acid Schiff o ácido periódico de Schiff) para la estimación de la abundancia relativa de los 

carbohidratos (Lillie, 1965). 
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De cada laminilla por individuo diploide y triploide se digitalizaron aleatoriamente 

cuatro imágenes con el objetivo 20x, cada una dentro de un cuadrante delimitado en el 

músculo estriado del corte del músculo aductor (Fig. 3). Se utilizó un sistema digital de 

imágenes, integrado por un microscopio óptico de contraste de fases (Olympus BX50) y 

una cámara digital (CoolSNAP Pro, MediaCybernetics, Inc.) y el programa Image Pro Plus 

v.4.5 (Media Cybernetics, Inc). El total de imágenes obtenidas fue de 236 imágenes por 

técnica histoquímica (de un total de 24 individuos diploides y 35 triploides). El área 

evaluada para la estimación porcentual o relativa de la concentración de carbohidratos y 

lípidos por imagen fue constante, de 9032.17 µm2.   

 

 

Figura 3. Corte histológico transversal (4 µm) de músculo aductor de almeja mano de león 
Nodipecten subnodosus; a) músculo liso, b) músculo estriado; 1 a 4 denotan los cuadrantes 
delimitados para la digitalización de imágenes. 

 

Para la obtención de las imágenes digitalizadas y la cuantificación relativa de lípidos y 

carbohidratos por área de imagen digitalizada se estandarizaron primero las condiciones 

‘ideales de iluminación’ que permitiesen obtener imágenes representando claramente cada 

una de las tinciones. Las condiciones ideales de iluminación fueron obtenidas controlando 

la intensidad de luz utilizando consistentemente para cada laminilla el mismo nivel de 

iluminación dependiendo de la técnica histoquímica (lípidos o carbohidratos), así como 

utilizando filtros de corrección de color. Una vez obtenidas tales condiciones, las laminillas 

con cada uno de los músculos de los individuos diploides y triploides fueron digitalizadas 

manteniendo el diafragma que regula la cantidad de luz y el condensador que concentra el 
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haz luminoso sobre la preparación en la misma posición dependiendo de la estandarización 

definida para cada técnica histoquímica.  

El análisis de las imágenes obtenidas se realizó por el método de identificación 

automática de píxeles (Rodríguez-Jaramillo et al., 2008), que consiste en la conversión de 

una imagen en color a un nivel de intensidad de un determinado colorante (Otsu, 1979). 

Con este método se estima la proporción relativa de un determinado componente 

bioquímico presente en una muestra basándose en la proporción de píxeles que se encuentra 

en el área comprendida dentro de cada imagen.  

Los datos obtenidos del análisis de imágenes fueron analizados con el programa 

Statistica v 6.1 (StatSoft, Inc.) para establecer posibles diferencias entre organismos 

diploides y triploides muestreados en Jun-09 y Ago-09 (406 d y 476 d) para cada uno de los 

componentes bioquímicos, utilizando nuevamente un análisis de varianza (ANOVA) 

anidado, incluyendo los factores edad, ploidía dentro de edad, e individuo dentro de edad y 

ploidía. Antes del análisis, la proporción relativa por área de cada uno de los componentes 

bioquímicos obtenidos por individuo fue transformada a arcoseno (transformación angular) 

para evitar la dependencia de la varianza con la media observada en datos en porcentajes 

(Sokal y Rohlf, 1986) y promediados por individuo. El modelo anidado utilizado fue: 

 

 (5) 

 

En donde: 

Yijkl = abundancia relativa del componente bioquímico (carbohidratos o lípidos) del 
individuo k dentro de cada mes i y ploidía j,  

Mi = efecto del mes de evaluación (o edad de evaluación) i, en donde i=1…2 (Jun-09, Ago-
09) en la abundancia relativa del componente bioquímico.  

Pj (Mi) = efecto de la ploidía j=1, 2 (diploide, triploide) dentro del mes correspondiente en 
la abundancia relativa del componente bioquímico. 

Yijkl = Mi + Pj(Mi) + Ik(M*P) + e(ijk)l 
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Ik(M*P) = efecto de la variación del individuo k=1,…12 o 15 (el número de individuos 
diploides o el número de individuos triploides) anidados dentro de la ploidía y el mes de 
muestreo. 

e(ijk)l  = error causado por las variaciones aleatorias en la abundancia relativa de componente 
bioquímico evaluada dentro de cada mes y ploidía  

 

Se realizaron análisis de medias para los factores mes y ploidía dentro de mes con el 

método de Tukey, estableciendo la significancia en P < 0.05. 

 

 

6.5. Análisis de Hipertrofia e Hiperplasia 

6.5.1. Cuantificación del tamaño y número de fibras musculares en organismos diploides y 
triploides  

Cortes histológicos y tinción.- Al igual que para los análisis histoquímicos, se utilizó la 

porción transversal del músculo aductor de los muestreos de Junio ’09 (406 d) y Agosto ’09 

(476 d) preservadas, cortadas y montadas como ya se mencionó antes para los análisis 

histoquímicos.  

Los cortes transversales fueron teñidos con la técnica Tricrómica de Masson (Sheehan 

y Hrapchak, 1990). Esta técnica permite distinguir las fibras musculares de las fibras de 

colágeno, ya que las primeras se tiñen de rojo escarlata mientras que las segundas se tiñen 

de color azul. 

 

6.5.1.1. Estimación del tamaño de las fibras musculares 

De cada corte transversal por individuo diploide y triploide se digitalizaron cuatro 

imágenes con el objetivo 20x y utilizando un sistema digital de imágenes, integrado por un 

microscopio óptico de contraste de fases (Olympus BX50), una cámara digital (CoolSNAP 

Pro, MediaCybernetics, Inc.) y el programa Image Pro Plus v.4.5 (Media Cybernetics, Inc). 

El total de imágenes obtenidas fue de 236. Cada imagen fue tomada aleatoriamente dentro 
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de cada cuadrante delimitado dentro del corte de músculo aductor (Fig. 3) de un total de 24 

diploides y 35 triploides. 

El tamaño de las fibras individuales fue estimado obteniendo el diámetro promedio y a 

partir del mismo el área total (µm2) de 50 fibras por imagen (o cuadrante) en corte 

transversal (200 fibras por individuo) utilizando el programa SigmaScan Pro 5.0.0 (Fig. 4).  

 

 

 
Figura 4.  Imágenes digitalizadas de cortes transversales de músculo estriado de la almeja mano de 

león Nodipecten subnodosus. (A) fibras musculares en un organismo diploide y (B) fibras 
musculares en un organismo triploide. 

 

6.5.1.2. Estimación del número de fibras musculares 

De cada corte transversal por individuo diploide y triploide se digitalizaron tres  imágenes 

con el objetivo 60x, en un sistema digital de imágenes como antes mencionado, y 

analizaron con el programa Image Pro Plus v.4.5 (Media Cybernetics, Inc.). Cada imagen 

fue tomada aleatoriamente dentro del corte transversal del músculo estriado del músculo 

aductor (Fig. 5).  
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Figura 5. Imagen digitalizada (60x) de cortes transversales de músculo de la almeja mano de león 
Nodipecten subnodosus para estimar el número de fibras musculares. 
 

Adicionalmente, de cada laminilla tanto de organismos diploides como triploides se 

digitalizó una imagen del corte transversal completo utilizando un escáner (HP Officejet 

Pro L7780, Hewlett Packard) para medir el área ocupada por el corte transversal de cada 

músculo aductor. De cada imagen se tomaron dos medidas (Fig. 6) para la obtención del 

diámetro promedio del músculo, y la aproximación del área muscular por individuo, similar 

a evaluaciones de área gonádica en otros moluscos (Enríquez-Díaz, 2004).  

 

 

Figura 6. Imagen escaneada de un corte transversal del músculo aductor completo de la almeja 
mano de león Nodipecten subnodosus. a) músculo liso (no incluido en diámetro promedio) 
y b) músculo estriado. 

 
 

a) 

b) 
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6.5.2. Análisis de hipertrofia e hiperplasia muscular 

Los datos de tamaño, número de fibras musculares y área muscular obtenidos fueron 

analizados con Statistica v 6.1 (StatSoft, Inc.) utilizando un análisis de varianza (ANOVA) 

anidado para cada variable incluyendo tres factores, edad, ploidía dentro de edad, e 

individuo dentro de edad y ploidía.  El modelo anidado lineal utilizado fue: 

 

 (6) 

 

En donde: 

Yijkl = tamaño, número de fibras musculares, o área muscular del individuo k dentro de cada 
mes i y ploidía j,  

Mi = efecto del mes de evaluación (o edad de evaluación) i, en donde i=1…2 (Jun-09, Ago-
09) en el tamaño o número de las fibras musculares.  

Pj = efecto de la ploidía j, en donde j=1, 2 (diploide, triploide) en el tamaño o número de las 
fibras musculares. 

Ik(M*P) = efecto de la variación del individuo k=1,…12 o 15 (el número de individuos 
diploides o el número de individuos triploides) anidados dentro de la ploidía y el mes de 
muestreo. 

e(ijk)l  = error causado por las variaciones aleatorias en el tamaño o número de las fibras 
musculares evaluadas para cada individuo dentro de cada mes y ploidía.  

 

Se realizaron análisis de medias de los factores edad y ploidía dentro de edad con el 

método de Tukey, estableciendo la significancia en P < 0.05. 

 

 

Yijkl = Mi + Pj(Mi) + Ik(M*P) + e(ijk)l   
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7. RESULTADOS 
 

7.1. Aislamiento, Hibridación in situ y Análisis de Expresión de la Miostatina 
 
7.1.1. Obtención de secuencia parcial del transcrito del gen de la MSTN en Nodipecten 

subnodosus 

La amplificación con los cebadores redundantes y específicos MSTN-F y MSTN-R 

permitieron la obtención de una secuencia de 562 pb (Fig. 7). El análisis in silico en Blastn 

indicó que la secuencia de nucleótidos obtenida de la miostatina (MSTN) en N. subnodosus 

tiene un 85% de similitud con la secuencia del pectínido Argopecten irradians (GenBank 

AY553362.1) y un 83% y 84% con las secuencias de Chlamys farreri (GenBank 

EU563852.1 y DQ988329.3 respectivamente). La traducción conceptual con el marco de 

lectura +2 dio una secuencia de 187 aminoácidos, conteniendo 77 aminoácidos del dominio 

N-terminal del pro-péptido, el sitio de procesamiento proteolítico de 4 aminoácidos y 106 

aminoácidos del dominio C-terminal que consiste en el ligando activo (Fig. 7). En el 

análisis in silico en Blastp, la secuencia proteica dio como resultado un valor de 

significancia (E) 3-106 y con similitud del 98% de aminoácidos idénticos con la secuencia de 

Argopecten irradians (GenBank AAT36326.1) y de E = 4-103 con el 96% de aminoácidos 

idénticos con la secuencia de Chlamys farreri (GenBank ABJ09581.2) (Fig. 8). En 

contraste, con vertebrados la similitud de la secuencia proteica obtenida dio como resultado 

una significancia de E = 2-30  con similitud de 58% de aminoácidos idénticos con la 

secuencia del bóvido Bubalus bubalis (GenBank ACN65843.1) y del 57% de aminoácidos 

idénticos con la secuencia de Equus caballus (GenBank BAB16046.1). Con la búsqueda de 

dominios proteicos se encontró que dentro del marco de lectura del propéptido de la MSTN 

(1-77 aminoácidos), se encuentra una región similar al dominio del propéptido de la 

superfamilia de Factores Transformantes del Crecimiento TGF-β (Transforming Growth 

Factor-Beta). 
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Figura 7.  Traducción conceptual de la secuencia parcial obtenida de la MSTN en N, subnodosus. 
En naranja se señala la localización de los cebadores degenerativos y específicos utilizados 
para la amplificación del gen de la MSTN. En negritas se muestra el sitio de procesamiento 
proteolítico (RXXR) de la MSTN. En azul el dominio N-terminal del pro-péptido y en verde 
el dominio C-terminal donde se encuentra el ligando activo. 
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Figura 8.  Alineamiento de la secuencia obtenida de la miostatina en N. subnodosus (MSTN) de 187 
aminoácidos con la secuencia de Argopecten irradians y de Chlamys farreri. (*) indica los 
aminoácidos similares; (:) indica las sustituciones conservadas; y (.) indica las sustituciones 
semi-conservadas entre las secuencias. Los colores de los aminoácidos indican las 
propiedades fisicoquímicas de los mismos.  

 

7.1.2. Localización del transcrito de la miostatina (MSTN) en músculo aductor de 
Nodipecten subnodosus por hibridación in situ 

La hibridación in situ con la sonda “antisentido” de miostatina (MSTN) en cortes de 

músculo aductor de organismos diploides y triploides (Fig. 9 y 10), permitió localizar la 

presencia de este gen siendo expresado en el sarcoplasma o citoplasma de las fibras o 

células musculares tanto de diploides como triploides. Una mejor señal fue observada en 

los triploides (Fig. 10B) en contraste con los diploides (Fig. 9B), posiblemente asociada 

con el mayor grosor que presentan las fibras musculares de los organismos triploides en 

contraste con los diploides. La hibridación in situ con la sonda “sentido” de MSTN en fibras 

del músculo aductor tanto del organismo diploide como el triploide muestran una señal 

negativa (Fig. 9C y 10C). 
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Figura 9.  Hibridación in situ de la miostatina (MSTN) en cortes de músculo aductor de un 
organismo diploide (2n) de N. subnodosus. (A, B) La señal de la hibridación de la MSTN 
con la sonda “antisentido” fue encontrada en fibras del músculo estriado, en el sarcoplasma 
de las fibras musculares. La hibridación in situ con la sonda “sentido” (C), no mostró señal. 
Barra de escala A & C) 20 µm, B) 10 µm. 

 

 

Figura 10.  Hibridación in situ de la miostatina (MSTN) en cortes de músculo aductor de un 
organismo triploide (3n) de N. subnodosus. (A, B) La señal de la hibridación de la MSTN 
con la sonda “antisentido” fue encontrada en fibras del músculo estriado, en el sarcoplasma 
de las fibras musculares. La hibridación in situ con la sonda “sentido” (C), no mostró señal. 
Barra de escala = A & C) 20 µm, B) 10 µm. 
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7.1.3. Expresión del gen de la miostatina (MSTN) por qPCR de tiempo real  
 

7.1.3.1. Caracterización cualitativa por PCR de punto final  

La amplificación por PCR punto final permitió verificar la integridad del ADNc tanto de 

músculos de los cinco muestreos (Dic-08, Feb-09, Abr-09, Jun-09 y Ago-09) así como de 

las cinco muestras de gónada y branquia del mes de Ago-09. En el caso del manto sólo tres 

de cinco muestras de diploides resultaron útiles para los análisis de expresión, y en la 

glándula digestiva, dada la dificultad para la obtención de ARN, la amplificación permitió 

determinar que sólo cuatro de las cinco muestras de diploides eran útiles para los análisis de 

expresión (ejemplo en la Fig. 11). 

 

 

 

Figura 11.  Productos de amplificación obtenidos por PCR de punto final de los genes (A) MSTN,  
(B) β-actina y(C) rpL8, con ADNc de músculo aductor de 8 organismos diploides del 
muestreo de Dic-08. Cada reacción incluye un control negativo (C-). M se refiere al 
marcador de peso molecular x174/HaeIII. 
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7.1.3.2. Estandarización de la reacción por PCR cuantitativo (qPCR) 

La amplificación de las diluciones seriales de ADNc permitió generar curvas estándar (Fig. 

13) para evaluar la eficiencia de amplificación de cada gen. Las curvas presentaron una 

adecuada separación (ejemplo en la Fig.12) reflejándose en altos valores de R2 para los tres 

genes (Tabla III).  

 

 

 

Figura 12.  Curvas de amplificación de diluciones seriales de ADNc de una muestra de músculo 
aductor de N. subnodosus para el gen de β-actina. 

 

 

Tabla III.  Eficiencia de amplificación y valores de R2 obtenidos a partir de las curvas logarítmicas 
de amplificación de los genes de referencia rpL8 y β-Actina, y la MSTN (miostatina). 

 

Gen Eficiencia de amplificación (E) R2 
rpL8 1.93 0.9960 
β-Actina 1.96 0.9994 
MSTN 2.07 0.9207 

 

 

β-Actina
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Figura 13.  Curvas logarítmicas de amplificación de diluciones seriales de ADNc de músculo 
aductor de diploides de N. subnodosus para los genes A) rpL8, B) β-actina y C) MSTN. Los 
Cq (del inglés quantification cycle) de cada dilución se muestran en las abscisas y el Log 
base 10 del número de copias de cada dilución se muestra en las ordenadas.  

A) 

B) 

C) 
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7.1.3.3. Análisis de los genes de referencia  

El análisis de estabilidad con geNorm mostró que ambos genes, rpL8 y β-Actina tienen un 

valor de M > 1.5 (2.137 y 2.115 respectivamente), sin embargo indica que el gen β-Actina 

es más estable que el gen rpL8 (Fig. 14).   

 

 

 

Figura 14.  Valores de estabilidad (M) obtenidos en geNorm a partir de valores de Cq o expresión 
de los genes de referencia rpL8 y β-Actina analizados con el programa. Valores mayores de 
1.5 muestran menor estabilidad.  

 

 

7.1.3.4. Cuantificación de la expresión del gen de la MSTN en diferentes tejidos de 
organismos diploides y triploides: músculo, manto, gónada, glándula digestiva y branquias  

El análisis estadístico evaluando para cada tejido las diferencias entre ploidías en expresión 

de la MSTN normalizada indicó que hay diferencias significativas (P < 0.05) entre diploides 

y triploides en la gónada, la glándula digestiva, y el músculo aductor, observándose una 

mayor expresión de la MSTN en diploides. En las branquias y el manto no se observaron 

diferencias significativas entre diploides y triploides (P > 0.05). Los componentes de 

varianza indican que la mayor parte de la variabilidad observada en la expresión de la 

MSTN es atribuible al factor individuo dentro de la ploidía, siendo la gónada y la glándula 

digestiva los tejidos que presentaron una mayor varianza debida a los individuos (Fig. 15). 

(menos estable) (más estable) 



 48

En el análisis o ANOVA completo alterno que se realizó para comparar la expresión de la 

MSTN entre tejidos, fue la glándula digestiva en donde se observó la mayor expresión, y las 

branquias la menor expresión que no fue estadísticamente diferente de la expresión en el 

manto, con los otros tejidos, gónada y músculo, siendo intermedios en expresión a la 

glándula digestiva y las branquias.  
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Efecto 
Branquia Gónada Glánd. Dig. Manto Músculo 

P %σ2 P %σ2 P %σ2 P %σ2 P %σ2 

Ploidía 0.5241 na 0.0000 na 0.0028 na 0.1093 na 0.0197 na 
Individuo 
(Ploidía) 

0.0129 65 0.0000 99 0.0000 91 0.0395 79 0.0149 73 

Error --- 35 --- 1 --- 9 --- 21 --- 27 

Figura 15.  Expresión relativa de la MSTN (2 -∆Cq) en los tejidos branquia, gónada, glándula 
digestiva, manto y músculo aductor de organismos diploides y triploides de N. subnodosus 
muestreados en el mes de Ago-09. Los análisis individuales por tejido para determinar 
diferencias entre ploidías para cada tejido removiendo el efecto aleatorio de variación 
individual se presentan en la tabla inferior (la contribución porcentual de los individuos a la 
varianza total se incluye en la tabla; en negritas se denotan los efectos o factores 
significantes; na = no aplica por ser factor fijo). Los resultados del ANOVA anidado 
completo se incluyen dentro de la gráfica (letras mayúsculas diferentes en la parte superior 
indican diferencias significativas entre tejidos y letras minúsculas diferentes indican 
diferencias entre ploidías dentro de tejidos). 
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7.1.3.5. Cuantificación de la expresión del gen de la miostatina (MSTN) en músculo 
aductor de organismos diploides y triploides en diferentes etapas de su crecimiento  

Los análisis estadísticos de la expresión de la MSTN realizados individualmente en cada 

etapa del desarrollo, indicaron que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre diploides 

y triploides únicamente en los meses de Abr-09 y Jun-09. Sin embargo, en los meses donde 

no se presentaron diferencias significativas se observó una tendencia consistente de mayor 

expresión de la MSTN en diploides que triploides. Al igual que en el análisis con los 

tejidos, los componentes de varianza indican que la mayor parte de la variabilidad 

observada en la expresión de la MSTN es atribuible al factor individuo dentro de la ploidía 

más que al error, siendo los meses de Feb-09 y Abr-09 en los que se presentó un mayor 

varianza atribuible a una expresión diferencial entre los individuos (Fig. 16). En el análisis 

o ANOVA completo alterno que se realizó para comparar la expresión de la MSTN entre 

meses de muestreo, fue en el mes de Ago-09 el único en donde se observaron diferencias en 

expresión relativa de la MSTN en relación a los otros meses evaluados, resultado de un 

incremento significante en expresión de este gen tanto en diploides como triploides, pero 

significativamente mayor en diploides. 
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Efecto 
DIC-08 FEB-09 ABR-09 JUN-09 AGO-09 

P %σ2 P %σ2 P %σ2 P %σ2 P %σ2 

Ploidía 0.2039 na 0.2492 na 0.0000 na 0.0204 na 0.0903 na 
Individuo 
(Ploidía) 

0.0197 50 0.0000 83 0.0000 98 0.0015 66 0.0000 78 

Error --- 50 --- 17 --- 2 --- 34 --- 22 

Figura 16.  Expresión relativa de la MSTN (2 - ∆Cq) en músculo aductor de organismos diploides y 
triploides de N. subnodosus. Los análisis individuales por mes para determinar diferencias 
entre ploidías removiendo el efecto aleatorio de variación individual se presentan en la tabla 
inferior (la contribución porcentual de los individuos a la varianza total se incluye en la 
tabla; las diferencias entre diploides y triploides se denotan en la gráfica con asteriscos; en 
negritas se denotan los efectos o factores significantes; na = no aplica por ser factor fijo). 
Los resultados del ANOVA anidado completo se incluyen dentro de la gráfica (Letras 
mayúsculas diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre meses y 
letras minúsculas diferentes indican diferencias entre ploidías dentro de meses). 

 

 

7.2. Análisis Histoquímicos 

7.2.1. Estimación de lípidos en músculo aductor de organismos diploides y triploides 

Las imágenes utilizadas para el análisis de lípidos en las laminillas obtenidas del corte 

transversal del músculo aductor de los individuos diploides y triploides de los meses de 

Jun-09 y Ago-09, a partir de donde se estimó la abundancia relativa de lípidos en cada 

individuo para cada etapa del desarrollo evaluada por medio del método de identificación 

automática de píxeles se muestran en la Fig. 17.  
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 51

  

Figura 17.  Lípidos: Micrografías (20x) de corte transversal del músculo aductor de: A) diploides -
2n- y B) triploides -3n- de la almeja mano de león N. subnodosus muestreadas en Junio 09 y 
teñidas con Negro Sudán B.  

 

El análisis estadístico para establecer los efectos del muestreo y las posibles 

diferencias entre diploides y triploides en la proporción relativa de lípidos presentes en un 

área constante del corte transversal del músculo, indicó efectos significativos únicamente 

de la ploidía (P = 0.0108), con los triploides presentando una mayor abundancia de lípidos 

que los diploides. El análisis de medias por otro lado indicó que los diploides y triploides 

difirieron en concentración relativa de lípidos únicamente en el mes de Ago-09 (P < 0.05), 

y no en el mes de Jun-09, con los triploides presentando mayor abundancia de lípidos que 

los diploides (Fig. 18). 

 

 

(A)  (B)
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Figura 18.  Abundancia relativa de lípidos por área en músculo aductor de organismos diploides y 
triploides de N. subnodosus con el método de identificación automática de píxeles. Se 
incluyen los resultados del ANOVA. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas en las ploidías dentro de mes.  

 

 

7.2.2. Estimación de carbohidratos en músculo aductor de organismos diploides y 

triploides 

Las laminillas obtenidas del corte transversal del músculo aductor de los individuos 

diploides y triploides de los meses de Jun-09 y Ago-09, a partir de donde se estimó la 

abundancia relativa de carbohidratos en cada individuo para cada etapa del desarrollo 

evaluada por medio del método de identificación automática de píxeles, se muestran en la 

Fig. 19. 

El análisis estadístico para establecer diferencias entre diploides y triploides en la 

proporción relativa de carbohidratos por área a las dos edades evaluadas, mostró efectos 

significantes de la edad y de la ploidía dentro de mes. Sin embargo, al realizar el análisis de 

Tukey para ploidía dentro de mes este no indicó diferencias significativas. Es posible que 

este resultado esté asociado con una inversión entre ploidías entre Jun-09 y Ago-09 para la  
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EFECTO P
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Figura 19 Carbohidratos: Micrografías (20x) de corte transversal del músculo aductor de A) 
diploides -2n- y B) triploides -3n- de la almeja mano de león N. subnodosus muestreadas en 
Junio 09 y teñidas con la técnica histoquímica PAS (Periodic Acid Schiff).  

 

concentración de carbohidratos.Esto es, en Jun-09 los diploides presentaron una 'tendencia' 

a una media de carbohidratos mayor que los triploides, pero en Ago-09 fueron los triploides 

los que presentaron una 'tendencia' a una media de carbohidratos mayor (Fig. 20).   
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Figura 20.  Abundancia relativa de carbohidratos por área en músculo aductor de organismos 
diploides y triploides de N. subnodosus con el método de identificación automática de 
píxeles. Se incluyen los resultados del ANOVA. Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significantes entre los meses evaluados.   
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7.3. Análisis de Hipertrofia e Hiperplasia Muscular 

7.3.1. Análisis de hipertrofia 

Las laminillas obtenidas del corte transversal del músculo aductor de los individuos 

diploides (2n) y triploides (3n) durante los meses de Jun-09 y Ago-09 permitieron 

diferenciar las fibras musculares para la estimación de su tamaño y para el análisis de 

hipertrofia muscular (Fig. 21).  

El análisis de varianza realizado para establecer si existían diferencias en el tamaño de 

las fibras musculares (células musculares) mostró diferencias significativas (P = 0.00) entre 

los diploides y triploides, y aunque no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre los dos meses evaluados (P = 0.73), al realizar el análisis de Tukey este 

indicó diferencias significativas entre diploides y triploides dentro de cada mes, siendo en 

ambos casos los triploides los que presentaron un mayor tamaño de fibras musculares en 

ambos meses evaluados. Otra diferencia entre diploides y triploides fue que el tamaño de 

fibra muscular decreció en los diploides de Jun-09 a Ago-09, pero en los triploides el 

tamaño de la fibra muscular incrementó entre esos mismos meses  (Fig. 22).  

 

  

Figura 21.  Fibras Musculares: Micrografías (20x) de corte transversal del músculo aductor de a) 
diploides -2n- y b) triploides -3n- de la almeja mano de león N. subnodosus muestreadas en 
Junio 09 y teñidas con la tinción Tricrómica de Masson. 

 

a) b)
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Figura 22 Análisis del tamaño de fibras musculares estriadas en el músculo aductor de organismos 
diploides y triploides de N. subnodosus. Se incluyen los resultados del ANOVA. Letras 
diferentes en las medias por ploidía y mes indican diferencias estadísticamente 
significativas entre diploides y triploides. 

 

 

7.3.2. Análisis de hiperplasia y área muscular 

Para el análisis de hiperplasia muscular se estimó el número de fibras musculares (Fig. 23) 

utilizando los mismos cortes transversales del músculo aductor de los individuos diploides 

(2n) y triploides (3n) que los utilizados para evaluar la hipertrofia en los meses de Jun-09 y 

Ago-09, pero utilizando una mayor magnificación (60x).  

El análisis de varianza del número de fibras musculares cuantificadas por mm2 mostró 

diferencias significativas entre meses de muestreo o edades de evaluación, así como 

también se encontraron diferencias significativas para la ploidía dentro de edad. El análisis 

de medias indicó que el número de fibras musculares decreció de Jun-09 a Ago-09, y ese 

decremento fue significantemente mayor en los triploides (Fig. 24). 
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Figura 23. Cuantificación de Fibras musculares: Micrografías (60x) de corte transversal del 
músculo aductor de a) diploides (2n) y b) triploides (3n) de la almeja mano de león N. 
subnodosus teñidas con la tinción Tricrómica de Masson para la diferenciación del número 
de fibras musculares y tamaño del músculo aductor.  
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Figura 24 Análisis del número de fibras musculares por mm2 de organismos diploides y triploides 
de N. subnodosus. Se incluyen los resultados del ANOVA. Letras minúsculas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre ploidías dentro de mes. Letras mayúsculas 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre meses.  
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El análisis de varianza para establecer si existían diferencias en área total del músculo 

aductor entre ploidías y meses mostró diferencias significativas entre los dos meses 

evaluadas (P < 0.05), y aunque no se alcanzaron diferencias estadísticamente significativas 

entre ploidías (P = 0.052), el análisis de medias entre ploidías a los meses evaluados indicó 

que mientras que el área muscular de los diploides no decreció significativamente entre 

Jun-09 y Ago-09, si lo hizo en los triploides (Fig. 25). 
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Figura 25 Análisis del área del músculo aductor de organismos diploides y triploides de N. 
subnodosus. Se incluyen los resultados del ANOVA. Letras minúsculas indican diferencias 
estadísticamente significativas entre ploidías dentro de mes. Letras mayúsculas diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas entre meses. 

 

Adicionalmente a los análisis anteriores, se realizó un análisis para estimar el número 

de fibras por área total muscular, basado en el tamaño o área del músculo de los individuos 

y el número de fibras musculares por mm2. El análisis del número total de fibras 

musculares mostró efectos significantes entre meses (P = 0.0), y entre ploidías dentro de 

mes (P = 0.00). El análisis de medias entre meses indicó que el número total de fibras 

musculares, irrespectivamente de la ploidía, decreció de Jun-09 a Ago-09, y que este 

decremento fue de mayor magnitud y solamente significativo en los triploides (Fig. 26).  
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Figura 26 Análisis del número de fibras o células musculares en relación al área total del músculo 
aductor de organismos diploides y triploides de N. subnodosus. Se incluyen los resultados 
del ANOVA. Letras minúsculas indican diferencias estadísticamente significativas entre 
ploidías dentro de mes. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas entre meses. 
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8. DISCUSIÓN 

El objetivo principal de este trabajo fue conocer si el gen de la miostatina tiene un papel o 

puede ser asociado con las diferencias en crecimiento muscular entre diploides y triploides 

de la almeja Nodipecten subnodosus, apoyando esta información en el trabajo de Ramírez-

Arce (2009) quien evaluó el crecimiento y reproducción de los mismos organismos 

diploides y triploides en Bahía de Loreto. Los organismos utilizados en el presente trabajo 

se derivaron de los cinco muestreos finales de Ramírez-Arce (2009), y parte de la 

información de ese trabajo, particularmente el crecimiento y reproducción diferencial de los 

diploides y triploides, así como el impacto de las condiciones ambientales presentes durante 

ese crecimiento se integra en el presente con fines de discutir los resultados encontrados. 

Los resultados en este trabajo se resumen en lo siguiente: (a) el gen de la MSTN se 

expresa diferencialmente entre diploides y triploides de la almeja Nodipecten subnodosus;  

(b) contrario a lo reportado previamente en otros pectínidos, este gen se encontró expresado 

no sólo en músculo aductor, sino en glándula digestiva y gónada; (c) las condiciones 

ambientales a las cuales son sometidos los organismos durante su crecimiento o engorda 

tienen un impacto sobre la expresión de este gen, incrementando la expresión del mismo en 

ambas ploidías bajo condiciones de elevada temperatura y baja productividad, pero aún con 

una mayor expresión en diploides que triploides; (d) existe una hipertrofia de las fibras 

musculares en los triploides, aunque ésta no es acompañada de una hiperplasia; (e) se 

observó una atrofia muscular en ambas ploidías en respuesta a condiciones ambientales 

estresantes, pero en los triploides ésta fue causada por una pérdida en el número de fibras 

musculares mientras que en los diploides fue causada por un decremento en el tamaño de 

las fibras musculares; y (f) la atrofia muscular fue acompañada de un incremento en 

glucógeno en músculo aductor de ambas ploidías, paralelo a un incremento altamente 

significativo en la expresión de la MSTN.  
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8.1. Crecimiento de diploides y triploides en función a las condiciones ambientales  

Para los caracteres morfométricos evaluados por Ramírez-Arce (2009), el grupo triploide 

de la almeja Nodipecten subnodosus tuvo un mayor crecimiento promedio que el grupo 

diploide. Las mayores diferencias observadas entre ploidías fueron en el mes de Ago-09 

para todos los caracteres evaluados. Sin embargo, fue entre los meses de Feb-09 y Abr-09 

que los triploides presentaron un incremento significativo en peso de músculo aductor (Fig. 

27) e índice muscular (Fig. 28), mientras que los diploides no presentaron tal incremento 

significativo entre los mismos meses.  
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Figura 27.  Peso de músculo aductor de N. subnodosus diploide y triploide observados durante el 
cultivo en Bahía de Loreto. Sin sombreado están aquellos meses en los que se evaluó la 
expresión de la MSTN. Tomado de Ramírez-Arce (2009). 
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De acuerdo a lo reportado por Ramírez-Arce (2009), en el mes de Jun-09 los diploides 

presentaron su primera madurez sexual y en el mes de Ago-09 ya habían desovado, 

encontrando que los triploides fueron estériles durante todo el estudio. Al observar las 

diferencias en crecimiento entre ploidías en los meses de Abr-09 y Ago-09 principalmente 

en el músculo, se puede inferir que los organismos diploides utilizaron reservas energéticas 

para el desarrollo gonádico (Jun-09) además del desove (Ago-09), a diferencia de los 

triploides que por su condición estéril no presentan tal requerimiento. Para esta misma 

especie, Arellano-Martínez et al. (2004) concluyen que existe movilización de reservas del 

músculo aductor hacia la gónada para soportar la gametogénesis, reportando una 

disminución del índice del músculo aductor previo a la madurez sexual. Sin embargo, en el 

presente estudio en el mes de Jun-09, aunque los diploides se encontraban en un estadio 

gonádico avanzado y/o maduro, no se observaron diferencias significativas entre ploidías 

en índice muscular (Fig. 28) y se observó crecimiento en todos los organismos (Fig. 29). 

Esto puede ser resultado de las condiciones óptimas de temperatura y alimento que se 

presentaron a partir del mes de Abr-09, cuando se observó el promedio más alto de 

productividad primaria del año (2.61 mg clorofila-a m-3) acompañado de las menores 

temperaturas (20.1 ºC) (Fig. 30) que fueron encontradas para el sitio de cultivo en Bahía de 

Loreto (Ramírez-Arce, 2009), permitiendo que en el mes de Jun-09 se apreciara un 

crecimiento para ambas ploidías a pesar del desarrollo gonádico en los diploides. Estos 

resultados son apoyados por estudios previos con triploides de esta especie, donde se ha 

observado que cuando se presenta una alta disponibilidad de alimento no se observa una 

ventaja de crecimiento de los triploides sobre los diploides (Maldonado-Amparo et al., 

2004; Racotta et al., 2008). 
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Figura 28.  Índices musculares y gonadales obtenidos para almeja N. subnodosus diploide y 
triploide de Dic-08 a Ago-09. Tomado de Ramírez-Arce (2009) para reflejar los meses que 
corresponden a este trabajo (sin sombrear en gris). 
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Figura 30  Variables ambientales de temperatura y clorofila-a registradas para Bahía de Loreto, B. 
C. Sur, México, para el periodo de tiempo evaluado. 

 

 

Por otro lado, los resultados del mes de Ago-09 además de mostrar diferencias entre 

ploidías, mostraron una disminución de las medias para la biomasa (Fig. 29) en ambas 

ploidías. En este mes los diploides, como ya se había mencionado, se encontraron en 

estadio de desove y post-desove, por lo que una disminución de su crecimiento puede 

deberse al gasto energético realizado para esta parte final de la reproducción, aunado al 

hecho que en el mes de Ago-09 se observó la mayor temperatura promedio (28.9 ºC) y la 

menor disponibilidad de alimento (0.49 mg clorofila-a m-3) (Fig. 30). Aunque los 

organismos triploides no estarían utilizando energía para la reproducción al ser estériles, 

también se observó una ligera disminución en su crecimiento, lo que nos permite inferir que 

las condiciones ambientales, como las altas temperaturas y el poco alimento disponible 

afectó su crecimiento, aunque en menor medida que los diploides, quienes adicionalmente 

llevaron el proceso de gameto-, vitelogénesis y desove entre Jun-09 y Ago-09. En otros 

estudios con moluscos crecidos bajo condiciones ambientales físicas no estresantes se ha 

observado que existe una movilización de reservas para la gameto- y vitelogénesis en 

diploides, movilización que no ocurre en triploides. Por ejemplo, Allen y Downing (1986) 

sin diferenciar entre tejidos, muestran que los diploides de C. gigas durante el desove 

sufren una disminución de glucógeno mientras que los triploides, al ser parcialmente 

DIC-08 FEB-09 ABR-09 JUN-09 AGO-09

EDAD



 64

estériles, solo muestran una mínima utilización de este componente de reserva; Maguire et 

al. (1995) al igual que los autores anteriores, comprueban que los triploides de C. gigas 

mantienen sus reservas de glucógeno, mientras que los diploides las utilizan durante el 

desove. Por otro lado, cuando las condiciones ambientales son estresantes, como cuando las 

temperaturas son elevadas, también se han observado diferencias en componentes 

bioquímicos. Por ejemplo, en la misma especie que antes y al igual que los otros autores, 

Shpigel et al. (1992) encontraron que a altas temperaturas (30º), cuando la mayoría de los 

diploides estaban totalmente maduros y los triploides estériles, estos últimos presentaron 

altos niveles de proteínas y carbohidratos en comparación a los diploides. Contrario a lo 

anterior, en el pectínido A. ventricosus Ruíz-Verdugo et al. (2000; 2001b) reportan que no 

se observó una evidente utilización de las reservas del músculo aductor en diploides ni 

triploides, sugiriendo que esto fue debido a la utilización del alimento presente en el medio 

de cultivo durante los meses de gametogénesis, ya que además observaron una disminución 

en el peso del músculo aductor en ambas ploidías cuando los organismos se encontraron en 

condiciones de mayores temperaturas y baja productividad. Estos resultados sugieren que la 

utilización de reservas energéticas depende principalmente de la disponibilidad de alimento 

a la cual sean crecidos los organismos (Racotta et al., 2008).  

Mientras que los estudios de crecimiento, esterilidad y uso de reservas energéticas en 

moluscos triploides han permitido establecer la asociación entre los mismos para explicar 

las posibles causas del mejor crecimiento en triploides, no permiten entender algunos de los 

mecanismos moleculares involucrados en el control del crecimiento muscular entre 

diploides y triploides. Por ejemplo, se desconoce cuál es el papel de genes específicos, 

como el de la MSTN o su proteína la MSTN, cuyo papel en el control del crecimiento 

muscular es conocido en vertebrados. Con fines de lograr un mejor entendimiento del papel 

que la expresión del gen de la MSTN tiene en la almeja mano de león N. subnodosus, y 

conocer si este gen tiene una relación con la regulación del crecimiento en esta especie 

independientemente de la ploidía, fue necesario primero aislar la secuencia de este gen para 

esta especie a partir de organismos diploides. El transcrito aislado permitió establecer el 

sitio de expresión en las células del músculo aductor, así como saber cuáles son los tejidos 

donde este gen se expresa, adicionalmente del músculo aductor.  
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8.2. Localización muscular y expresión diferencial tisular del gen de la miostatina en 
diploides y triploides  

La secuencia parcial del gen de la miostatina de N. subnodosus caracterizada en el presente 

estudio, fue comparada con las secuencias ya existentes de otros pectínidos como A. 

irradians y C. farreri (Kim et al., 2004; Hu et al., 2010). Para una mejor comparación 

estructural la secuencia fue traducida in silico a proteína. La secuencia del dominio N-

terminal del propéptido, característica de la superfamilia de los Factores Transformantes del 

Crecimiento β (TGF- β), es conocida como la parte del péptido asociado a la latencia (LAP) 

(Miyazono et al., 1988; Saharinen et al., 1996; Munger et al., 1997). Esto es, ha sido 

demostrado in vivo e in vitro que el propéptido inhibe la actividad biológica de la MSTN, 

manteniendo a la proteína en estado inactivo o de latencia (Lee y McPherron, 2001; Thies 

et al., 2001; Wolfman et al., 2003) hasta que esta es separada del dominio C-terminal por el 

sitio de procesamiento proteolítico (RXXR) (Lee, 2004). Este sitio de proteólisis es 100% 

similar (RSKR) entre la miostatina en N. subnodosus y las otras dos especies de pectínidos 

A. irradians y C. farreri reportadas en la literatura (Kim et al., 2004; Hu et al., 2010) con 

las que mostró una alta similitud principalmente en el dominio C-terminal. Este dominio, 

que es la parte biológicamente activa de la proteína, explica la alta similitud entre las 

especies de pectínidos. En esta secuencia se encontraron siete de las nueve cisteínas que 

muestran un patrón altamente conservado de este gen entre las diferentes especies de 

vertebrados (Thomas et al., 2000) e invertebrados como los crustáceos Gecarcinus lateralis 

(Covi et al., 2008) y Pandalopsis japonica (Kim et al., 2010), además de los pectínidos ya 

mencionados. Por lo anterior se puede inferir una funcionalidad altamente conservada del 

gen de la MSTN como un regulador negativo del crecimiento muscular como ha sido 

descrito (McPherron y Lee, 1997; Thomas et al., 2000; Dominique y Gérard, 2006), 

posiblemente debido a que este gen ha sido sometido a un alto nivel de selección 

estabilizadora que le ha permitido mantener su función, como ha sido sugerido por Pies y 

Alvares (2006). Adicionalmente, la secuencia parcial de la miostatina en N. subnodosus 

muestra varias inserciones (~8 aminoácidos) que ya habían sido reportadas en los otros dos 

pectínidos (Kim et al., 2004; Hu et al., 2010) y solo una inserción en crustáceos (Covi et 

al., 2008; Kim et al., 2010). Hu et al. (2010) mencionan que estas inserciones pueden estar 
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relacionadas con una función diferente que la miostatina pudiese tener entre vertebrados e 

invertebrados, aunque tal posible función no es conocida.  

Una vez identificado el gen de la miostatina en N. subnodosus, en el presente estudio se 

localizó el transcrito de la misma (nsMSTN) por metodologías de hibridación in situ (ISH) 

en el músculo aductor. Se observó la señal del transcrito de la nsMSTN sobre las fibras o 

células del músculo estriado las cuales debido a que se encontraron en un plano 

longitudinal, permiten inferir que el transcrito de este gen se localiza en el sarcoplasma de 

estas células. Este mismo patrón de localización de la MSTN en el sarcoplasma de las fibras 

musculares ha sido reportado previamente en salmón del Atlántico S. salar, por Østbye et 

al. (2001), quienes determinaron por inmunohistoquímica la presencia de la MSTN en el 

sarcoplasma de las fibras del músculo rojo y blanco de esta especie. Otros autores han 

buscado diferenciar el tipo de fibras específicas en las cuales se expresa este gen. Por 

ejemplo, Patruno et al. (2008) determinan por ISH que el transcrito de la MSTN está 

presente o localizado en ambas, las fibras del músculo rojo y del músculo blanco del pez 

Dicentrarchus labrax, aunque al confirmar por qPCR en estadio adulto encuentran que esta 

expresión es mayor en músculo rojo, el cual presenta un crecimiento más lento que el 

músculo blanco, pero que en estadio juvenil no hay diferencias cuantitativas de expresión 

de este gen en ambos tipos de tejido muscular. La mayor inmunoreactividad debido a la 

presencia de la MSTN en músculo rojo también fue observado por Radaelli et al. (2003) en 

juveniles y adultos de los peces Sparus aurata, Solea solea y Brachydanio rerio, mostrando 

una consistente diferencia en el patrón de expresión de este gen entre ambos estadios del 

ciclo de vida para las tres especies. En este punto es importante mencionar que en las 

especies de peces diploides y triploides estudiados a la fecha, los triploides no presentan 

una ventaja en crecimiento sobre los diploides y su utilización principal en la acuacultura es 

con fines de contención de gametos por la esterilidad causada (Benfey, 2001; Hulata, 

2001). En peces, el único estudio comparando la expresión de la MSTN por 

inmunohistoquímica entre diploides y triploides es el de Radaelli et al. (2010), quienes no 

observan diferencias en la señal de la MSTN entre diploides y triploides de D. labrax, así 

como tampoco encuentran diferencias en crecimiento entre diploides y triploides. 
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Con los presentes resultados podemos concluir que la transcripción de este gen en N. 

subnodosus se lleva a cabo en las fibras o células del músculo estriado, aunque se 

desconoce si también se transcribe en músculo liso, ya que este no fue evaluado en el 

presente estudio. Mientras que la señal del transcrito de la nsMSTN en el presente trabajo 

fue visiblemente más clara en las fibras musculares de los organismos triploides, esto fue 

posiblemente debido a que las células de estos organismos tienen un mayor diámetro o 

grosor que el de los diploides como se observó en este trabajo y ha sido reportado en otro 

estudio con organismos triploides de otro pectínido, A. ventricosus (Palacios et al., 2004). 

Hasta el momento, en invertebrados sólo se han realizado estudios de localización del 

transcrito en la anémona Nematostella vectensis (Saina y Technau, 2009), no encontrando 

al mismo en tejido muscular, por lo que el presente trabajo es el primero en identificar in 

situ este transcrito en músculo de una especie de invertebrado, y específicamente un 

molusco pectínido.  

Adicionalmente a localizar por ISH el sitio de expresión en fibras del músculo aductor, 

en el presente trabajo, se comprobó por qPCR una ubicuidad de la nsMSTN en otros tejidos 

de N. subnodosus, y a diferencia de lo reportado en los otros pectínidos estudiados a la 

fecha, los resultados indicaron que además del músculo aductor, este gen también se 

expresó en forma significante en glándula digestiva y gónada. La ubicuidad de la MSTN ha 

sido reportada en diferentes especies de peces en condición sólo diploide (Rescan et al., 

2001; Gregory et al., 2004; Garikipati et al., 2006; Ko et al., 2006; Helterline et al., 2007; 

Patruno et al., 2008; Zhang et al., 2008), en los cuales se ha encontrado que la MSTN se 

expresa en otros tejidos adicionalmente al músculo, tales como branquias, cerebro, corazón, 

riñones, intestino, estómago, gónadas, ojos y piel. Por otro lado, en moluscos pectínidos se 

ha reportado que es en el músculo aductor (Kim et al., 2004), y más específicamente en el 

músculo estriado y no en el liso (Hu et al., 2010), donde se presentan los mayores niveles 

del transcrito de la MSTN, seguidos por la expresión en tejidos como el manto, nefridio o 

riñón y branquia, y finalmente en tejidos como gónada y glándula digestiva con la menor 

expresión. En otros invertebrados como los crustáceos, los estudios realizados han 

mostrado que la expresión de la MSTN en tejido muscular está en función de la muda (Kim 

et al., 2010; MacLea et al., 2010), con la  mayor expresión de la MSTN ocurriendo durante 
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la intermuda en el músculo (Covi et al., 2008), además de observar la ubicuidad de la 

expresión de este gen en otros tejidos.  

En la almeja N. subnodosus la expresión de la nsMSTN fue adicionalmente diferente 

entre diploides y triploides, tanto en músculo aductor a lo largo de las evaluaciones durante 

el crecimiento, así como en músculo, gónada y glándula digestiva durante la única 

evaluación entre tejidos en el mes de Ago-09, observándose una mayor expresión de la 

nsMSTN en los organismos diploides que en los triploides. Es importante mencionar que la 

fecha en la que se muestrearon estos tejidos, el mes de Ago-09, fue un mes en el cual como 

ya se ha mencionado se presentaron las mayores temperaturas promedio, la menor 

disponibilidad de alimento, así como el desove en los organismos diploides. En este mes el 

crecimiento de los organismos fue prácticamente negativo o nulo, en contraste con los 

meses anteriores, observándose una pérdida en peso de la biomasa (Fig. 29) en ambas 

ploidías, y del músculo aductor en los organismos diploides (Fig. 27). En el análisis de la 

expresión de la nsMSTN a diferentes edades, fue en este mismo mes de Ago-09 cuando se 

observó un incremento significante en la expresión de este gen en ambas ploidías, aun 

siendo significativamente mayor en los diploides que los triploides. Estos resultados 

indican que el gen de la miostatina en N. subnodosus está involucrado no solamente en el 

control del crecimiento muscular, sino también en la respuesta al estrés como se discutirá a 

continuación.  

El efecto que tiene el estrés, ya sea por maduración sexual o falta de alimento, sobre la 

expresión de la MSTN y la disminución del crecimiento muscular o atrofia muscular 

observada en diversas especies de peces ha sido estudiado por diversos autores. Por 

ejemplo, Terova et al. (2006) analizan la expresión de la MSTN en D. labrax durante la 

restricción de alimento y la realimentación, concluyendo que el ayuno induce un 

incremento en los niveles del transcrito de este gen, mientras que durante la realimentación 

se observa una disminución de su expresión acompañado de un crecimiento somático 

rápido. Sin embargo, el mecanismo por el cual la MSTN es inducida bajo condiciones de 

estrés no está claro, aunque los glucocorticoides han sido propuestos si no como inductores, 

al menos como indicadores. Por ejemplo, Vianello et al. (2003) proponen que la pérdida de 
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masa muscular que ocurre durante la maduración sexual y el lento crecimiento que se ha 

observado en condiciones de estrés por hacinamiento no es debido a los altos niveles de 

expresión de la MSTN per se, sino que los cambios en los niveles de MSTN son 

dependientes del persistente estado catabólico o escasamente anabólico del tejido muscular 

en peces, asociado al incremento de glucocorticoides tal como el cortisol. En otros trabajos, 

ha sido observada una relación de factores de crecimiento con glucocorticoides (Ottaviani 

et al., 1997; 1998; 2001) demostrando la interacción de estas moléculas en la respuesta 

endocrina de diferentes invertebrados como moluscos insectos y anélidos. Así mismo, en 

vertebrados existen trabajos donde se ha encontrado que la atrofia presentada por altas 

dosis de glucocorticoides como el cortisol se asocia con elevados niveles de MSTN (Ma et 

al., 2003; González-Cadavid y Bhasin, 2004; Gilson et al., 2007). Este efecto ha sido 

observado también en invertebrados, específicamente en crustáceos donde Covi et al. 

(2010) observaron una correlación negativa entre la expresión de la miostatina y la síntesis 

de proteínas en el músculo de G. lateralis y por otro lado, observan atrofia muscular 

durante la muda, asociada con un incremento en los niveles de ecdisteroides. 
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Figura 31.  Incrementos (y decremento) en peso de músculo aductor (a) y biomasa total (b) de N. 
subnodosus entre las edades evaluadas, con las variables ambientales de temperatura y 
clorofila-a registradas para Bahía de Loreto, B. C. Sur, para el periodo de tiempo evaluado. 
Tomado de Ramírez-Arce (2009). 
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A pesar de no existir estudios similares de ayuno o estrés en pectínidos en asociación 

con la expresión de la MSTN y la atrofia muscular, los estudios antes mencionados 

permiten inferir que el estrés causado por las condiciones de altas temperaturas y baja 

disponibilidad de alimento al cual estuvieron sometidos tanto los organismos diploides 

como triploides durante el verano (Ago-09), aunado a la condición de madurez sexual y 

desove en los diploides, están posiblemente relacionados con el observado incremento en la 

expresión de la nsMSTN en tejido muscular y otros tejidos observados tanto en diploides 

como en triploides. Tal estrés y la alta expresión de la miostatina observada este mes se 

asociaron paralelamente con una atrofia general, evidenciada por una disminución en peso 

de biomasa en ambas ploidías (Fig. 29) (que incluye todos los tejidos) y del peso del 

músculo aductor en los organismos diploides (Fig. 27).  

Con respecto a la expresión de la nsMSTN en la glándula digestiva, es importante 

mencionar que se sabe que este órgano almacena componentes bioquímicos como los 

carbohidratos y los lípidos, los cuales son utilizados en la gametogénesis, o bien como 

reservas para las temporadas de baja disponibilidad de alimento para el mantenimiento de 

la actividad metabólica como se ha observado en especies de moluscos como M. edulis 

(Zarnoch y Schreibman, 2008). Así mismo, se ha reportado que existe una relación positiva 

del crecimiento de la glándula digestiva con el crecimiento del organismo por el 

almacenamiento de reservas (Domingues et al., 2009), y este órgano se considera como uno 

secundario al músculo aductor para la acumulación de reservas energéticas (Sastry y Blake, 

1971; Barber y Blake, 1985; Arellano-Martínez et al., 2004). La elevada expresión de la 

nsMSTN en la glándula digestiva tanto en diploides como triploides aunque 

significativamente menor en los triploides contrasta con lo observado para otros pectínidos, 

ya que una elevada expresión de este gen en glándula digestiva no había sido reportada en 

los otros dos pectínidos diploides evaluados para la expresión tisular de la MSTN (Kim et 

al., 2004; Hu et al., 2010), para los cuales no se indica talla, etapa reproductiva o 

condiciones ambientales. Tal elevada expresión, y el que fuese mayor en diploides que 

triploides se puede asociar tanto a la esterilidad total en triploides (Ramírez-Arce, 2009), la 

baja disponibilidad de alimento y a que estos no fueron sometidos a un estrés y posible 

gasto energético adicional como lo fue el desove de los diploides. Aunque en el presente 
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estudio no se realizó la evaluación biométrica separada de la glándula digestiva, sí se 

observó un decremento en la biomasa total en el mes de Ago-09 para ambas ploidías (Fig. 

29 y 31-b). Este decremento en peso de biomasa estuvo parcialmente asociado o fue 

causado por el decremento del peso del músculo aductor en diploides, pero dado que en los 

triploides no decreció, también se puede asociar con un decremento en peso de la glándula 

digestiva ya que el decremento en biomasa en diploides fue mayor que la pérdida de peso 

muscular (Fig. 27 y 31-a).  

En contraste con tejido muscular, estudios evaluando la expresión del gen de la 

miostatina en gónada son escasos, por ejemplo, Kubota et al. (2007) encontraron que este 

gen se expresaba en testículo y ovario en gallinas durante la embriogénesis. El papel que la 

MSTN pueda tener en la gónada de la almeja adulta N. subnodosus se desconoce. 

Recientemente se ha encontrado que son las células de tipo muscular en el útero (células 

miometriales) las que expresan el gen de la MSTN en ratas y que la expresión del gen está 

en función del ciclo estral y responde a cambios en esteroides (Ciarmela et al., 2009). En 

pectínidos, la gónada contiene tejido de tipo muscular disperso en la misma (datos no 

publicados, Llera, R. y A. M. Ibarra), y es posible que este tenga una función de regulación 

en su tamaño o masa en respuesta o asociación al desove y reabsorción.   

En resumen, los resultados obtenidos en el análisis de la expresión de la nsMSTN 

indican que existe una asociación entre una baja expresión de este gen y un mayor 

crecimiento observado en los organismos triploides, ya que fue en estos en donde se 

observó una menor expresión en comparación con los diploides para todas las edades y 

tejidos evaluados. Con estos resultados, particularmente la mayor expresión observada en 

los organismos diploides que en los triploides, y el mayor crecimiento en los triploides que 

diploides, se comprueba la función reportada para la MSTN en vertebrados: de regulador 

negativo del crecimiento (Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; McPherron y Lee, 

1997; Gill et al., 2008), lo cual ha sido comprobado previamente sólo por medio del 

silenciamiento de este gen en diferentes especies de vertebrados (Acosta et al., 2005; Sato 

et al., 2005; Magee et al., 2006). Por otro lado, se abre una nueva pregunta, ya que se 

desconoce qué controla o reduce la expresión de la nsMSTN en triploides, los cuales 
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cuentan con una dosis génica mayor que los diploides, pero la expresión de la nsMSTN fue 

consistentemente menor en estos. Una explicación para esta menor expresión de la MSTN 

en triploides es que este gen, por su característica de ser fuertemente regulado, depende 

para su expresión de una serie de elementos regulatorios o de control a su vez, y si alguno 

de esos no es compensado para la dosis extra en triploides, tal efecto pueda ser transmitido 

en la cadena regulatoria (Birchler et al., 2007) impactando sobre la menor expresión de la 

nsMSTN observada en triploides. Finalmente, es importante mencionar que la alta variación 

inter-individual (Tichopard et al., 2009; Vandesompele et al., 2009; Kitchen et al., 2010) 

en expresión génica podría ser reducida al utilizar pools de individuos cuando el objetivo es 

conocer diferencias entre tratamientos, por ejemplo ploidías, etapas consecutivas del 

crecimiento/desarrollo y tejidos, identificando aquellos genes de referencia que presenten la 

mayor estabilidad y evaluando el impacto de condiciones ambientales variables 

(temperatura y disponibilidad de alimento) en la estabilidad de la expresión génica de 

dichos genes de referencia. (Bustin et al., 2009; Tichopard et al., 2009; Vandesompele et 

al., 2009; Artico et al., 2010; Bustin et al., 2010; De Santis et al., 2010; Mallona et al., 

2010) 

 

 

8.3. Hipertrofia sin hiperplasia, atrofia muscular, y componentes bioquímicos en 
músculo  

En el presente trabajo, adicionalmente a que los organismos triploides presentaron menores 

niveles de expresión de la nsMSTN que los diploides, se pudo comprobar la existencia de 

hipertrofia celular en los organismos triploides tanto en el mes de Jun-09 como en Ago-09 

(Fig. 22), incrementándose de un mes a otro, contrario a lo observado en los diploides, para 

los cuales ocurrió una disminución del tamaño de las fibras musculares de Jun-09 a Ago-

09. La hipertrofia en células musculares de organismos triploides había sido previamente 

observada por Johnston et al. (1999) en S. salar y en A. ventricosus por Palacios et al. 

(2004) sin observar diferencias entre ploidías en el número de fibras musculares. Por otro 

lado, Suresh y Sheehan (1998), no encuentran diferencias significativas en el tamaño y 

número de fibras musculares entre diploides y triploides de Onchorynchus mykiss, pero 
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mencionan que en los triploides se pudo observar una disminución en el número de fibras 

musculares del 10%. En N. subnodosus tanto el incremento en tamaño de las fibras en 

triploides como el decremento en diploides entre Jun-09 y Ago-09 fueron acompañados por 

un decremento en el número de fibras musculares en los triploides, indicando que ocurrió 

una atrofia muscular (Fig. 24). Esto es corroborado cuando se considera el área del músculo 

total (Fig. 25), y el valor estimado del número de fibras musculares en relación al área 

muscular (Fig. 26), ya que en el mes de Jun-09 los triploides presentaron un músculo 

ligeramente hipertrófico evidenciado por una tendencia a presentar una mayor área 

muscular en comparación con los diploides, lo cual fue probablemente causado por 

presentar un mayor tamaño de fibras que los diploides ya que el número de fibras 

musculares fue igual en ambas ploidías. Sin embargo, durante el mes de Ago-09, a pesar de 

observarse un incremento adicional en el tamaño de las fibras musculares en los triploides, 

la atrofia muscular fue de mayor grado que en los diploides debido principalmente al 

considerable decremento en el número de fibras musculares en los triploides en contraste 

con los diploides, evidenciado principalmente por el decremento en área de músculo. 

La atrofia observada, o pérdida de fibras musculares en ambas ploidías, fue 

aparentemente compensada en los triploides con un incremento en el tamaño de las fibras, 

mientras que en los diploides el tamaño de las fibras musculares decreció. Sin embargo, 

aunque los diploides no presentaron una disminución significativa en el área muscular 

como los triploides, sí presentaron una pérdida significativa en el peso del músculo aductor 

en comparación a los triploides (Fig. 27). El no crecimiento y pérdida de fibras musculares 

en triploides y la pérdida de peso muscular en diploides observada en el mes de Ago-09, 

pudo ser una consecuencia de un estado catabólico en los organismos evaluados en Ago-09 

en el presente estudio, principalmente por el uso de proteínas. Las proteínas son 

acumuladas durante el crecimiento, y cuando otros componentes bioquímicos como los 

carbohidratos y lípidos ya han sido utilizados (Barber y Blake, 1991), las proteínas son 

utilizadas para obtención de energía. En N. subnodosus Arellano-Martínez et al. (2004) 

mencionan que son las proteínas los componentes bioquímicos que se utilizan durante el 

desove o bien cuando las condiciones ambientales son deficientes, provocando la 

disminución del tamaño o peso muscular, tal como sucedió con los organismos diploides en 
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el presente estudio. Los resultados observados en el presente trabajo, particularmente los 

asociados con las condiciones ambientales estresantes encontradas durante el mes de Ago-

09, indican que la disminución del número de fibras musculares y área/peso muscular de 

los individuos de ambas ploidías fue posiblemente producto de la utilización de proteínas.  

Por otro lado, la atrofia observada a partir de la comparación entre ploidías para el 

número total de fibras por área muscular que fue aparentemente mayor en los triploides que 

en los diploides, no afectó en la misma magnitud el peso del músculo aductor (Fig. 27), ni 

el índice muscular (Fig. 28), ya que en los resultados se vio reflejada aún una ventaja en 

peso e índice muscular de los triploides sobre los diploides. La disminución del tamaño o 

atrofia del músculo aductor de los pectínidos diploides durante la gametogénesis (Barber y 

Blake, 1981; Epp et al., 1988, Pazos et al., 1997), así como la ventaja de tamaño muscular 

de los organismos triploides sobre los diploides durante el mismo periodo reproductivo 

(Ruíz-Verdugo et al., 2001b; Ramírez-Arce, 2009), ya habían sido reportadas. Sin 

embargo, el mayor peso del músculo aductor de los triploides que los diploides observado 

en el presente trabajo, el cual ocurrió a pesar de paralelamente observarse una atrofia o 

pérdida de fibras musculares de mayor grado que en los diploides no ha sido previamente 

reportado. Ruíz-Verdugo et al. (2001b) encontraron que las diferencias en peso muscular 

entre diploides y triploides no estuvieron dadas por diferencias en contenido de agua por lo 

que es posible que en el presente trabajo tampoco lo estuvieron. Otra causa posible del 

mayor peso en los triploides puede ser por un alto contenido de lípidos, sin embargo no se 

observó un incremento significativo en lípidos entre Jun-09 y Ago-09. Por otro lado, otra 

causa pudo haber sido la presencia de una hipertrofia e hiperplasia sarcoplásmica. La 

hipertrofia sarcoplásmica es caracterizada por el crecimiento del sarcoplasma y de proteínas 

no contráctiles como la actina (Zatsiorsky y Kraemer, 2006), resultando en que las fibras 

musculares además de ser más anchas como se estableció en el presente trabajo, fuesen 

también más largas, lo cual podría explicar el mayor peso presentado por lo triploides en el 

mes de Ago-09 a pesar de que estos presentaron una menor área muscular que en Jun-09. 

Adicionalmente, un incremento en el número de fibras o hiperplasia en un plano 

longitudinal, o a lo largo del músculo, puedo haber ocurrido. Estudios previos han evaluado 

la longitud del músculo indirectamente, midiendo la convexidad dada por ambas valvas. 
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Por ejemplo, Ruíz-Verdugo et al., (2000) encuentra que la convexidad de A. ventricosus fue 

de 22-24% mayor que la de los diploides y Ramírez-Arce (2009) observó diferencias 

significativas en convexidad entre diploides y triploides, en donde los triploides tuvieron 

una convexidad 8% mayor que los diploides, indicando una mayor longitud del músculo 

aductor en ambos casos. Dados los presentes resultados, la evaluación del número y el 

largo de los sarcómeros será necesaria a futuro para corroborar si los triploides presentan 

más fibras musculares longitudinalmente, y de mayor longitud que los diploides.   

Adicionalmente a las características en número y tamaño de fibras musculares, en este 

trabajo se evaluaron dos componentes bioquímicos en músculo por técnicas histoquímicas 

y análisis de imágenes, lípidos y carbohidratos. Los resultados parecen no ser congruentes 

con la observada atrofia muscular particularmente en el mes de Ago-09, ya que fue durante 

este mes que se observó un ligero incremento en lípidos en triploides que resultaron 

diferencias significativas con los diploides y un incremento sustancial y significativo en 

carbohidratos en ambas ploidías (específicamente en glucógeno, que es lo que la técnica 

utilizada evalúa). Debido a que en el presente estudio se combinaron tanto la gametogénesis 

y el desove en diploides, como incrementos en la temperatura a la cual los organismos 

estuvieron sometidos, particularmente entre Jun-09 y Ago-09, así como la menor 

concentración de alimento disponible en el medio, un decremento en componentes 

bioquímicos en músculo en diploides sería esperado como ha sido observado previamente. 

En otros moluscos como C. gigas se ha observado que cuando estos son sometidos a altas 

temperaturas (de 8-15º C a 30ºC) la concentración de carbohidratos disminuye, y una 

mayor concentración de glucógeno ocurre en triploides que en diploides (Shpigel et al., 

1992). Kong et al. (2007) encuentran que el contenido de glucógeno en organismos 

triploides de C. gigas es mayor que en los diploides durante el periodo de gametogénesis. 

En pectínidos, Ruíz-Verdugo et al. (2001b) observaron diferencias en carbohidratos en 

músculo de diploides y triploides de la almeja A. ventricosus, con los triploides presentando 

una mayor concentración de este componente durante el mes en que los diploides 

desovaron, observando también un decremento significante de los carbohidratos en ambas 

ploidías pero con una tendencia a menor concentración en músculo de diploides, 

coincidiendo con el mes de octubre y con condiciones de temperatura elevada debido a la 
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presencia de El Niño durante esas evaluaciones. Por otro lado, Racotta et al. (2008) no 

encontraron diferencias significativas en carbohidratos del músculo aductor entre diploides 

y triploides de N. subnodosus cuando estos fueron crecidos en el mismo sitio. Los 

carbohidratos únicamente variaron estacionalmente, observándose un incremento en los 

mismos en músculo aductor en paralelo a la gametogénesis, y una disminución drástica en 

ambas ploidías a partir del mes que los diploides desovaron, lo cual fue acompañado de un 

decremento sustancial en peso del músculo aductor (Maldonado-Amparo et al., 2004). Los 

resultados en el presente trabajo fueron similares a los observados por Racotta et al. (2008) 

en el hecho de no encontrar diferencias significativas entre diploides y triploides para 

carbohidratos en músculo. Sin embargo, difieren en el hecho de que los carbohidratos 

incrementaron más que decrecer en Ago-09, justo después del desove y cuando el peso del 

músculo no incrementó en triploides y decreció en diploides. 

Al igual que los carbohidratos, los lípidos en músculo mostraron una tendencia a 

incrementar de Jun-09 a Ago-09, aunque tal incremento no alcanzó significancia 

estadística. Las diferencias principales fueron dadas por una mayor concentración de 

lípidos en triploides que diploides particularmente en Ago-09. Las diferencias en lípidos en 

músculo entre ploidías no serían esperadas si durante la gametogénesis los lípidos 

derivados de la glándula digestiva son utilizados primero que aquellos presentes en otros 

tejidos, como el músculo (Napolitano y Ackman, 1993). Este resultado es sorprendente ya 

que estudios previos entre diploides y triploides no han encontrado diferencias entre 

cantidad total o tipo de lípidos en músculo entre ploidías (Arjona et al., 2008). Por otro 

lado, Racotta et al. (2008), cuando analizan tanto la fracción polar como la neutral de 

lípidos en el músculo aductor de N. subnodosus, encuentran diferencias significativas entre 

diploides y triploides únicamente para DHA (ácido docosahexaenoico) en la fracción de 

lípidos polares, con los triploides presentando una mayor concentración que los diploides.   

Los resultados obtenidos de la evaluación de los componentes bioquímicos en el 

presente trabajo, contrastantes con lo esperado son interesantes, ya que como fue 

mencionado en la introducción, posteriormente a la identificación del gen de la MSTN 

como un regulador del crecimiento y causante de la hipertrofia muscular en individuos 
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mutantes con nula o baja expresión del mismo, este gen ha sido identificado como un gen 

con importantes efectos metabólicos y fisiológicos. Por ejemplo, McPherron y Lee (2002) 

observan que una nula o baja expresión de la MSTN (por ejemplo, en mutantes) inhibe la 

acumulación de grasas, y una elevada expresión de la MSTN promueve su acumulación. 

Esto podría explicar el incremento en lípidos del músculo de Jun-09 a Ago-09 tanto en 

diploides como triploides, ya que fue en esos meses cuando la MSTN incrementó 

significantemente su expresión en ambas ploidías. Aún mas, en vertebrados, existe tejido 

adiposo intermuscular con adipocitos localizados entre fascículos musculares, el cual se ha 

demostrado que es inducido por la MSTN (Artaza et al., 2005); la MSTN actúa sobre células 

satelitales en músculo para su diferenciación en adipocitos, los cuales expresan genes 

específicos de adipocitos y acumulan lípidos (Feldman et al., 2006). Aun más, la presencia 

de adipocitos maduros en músculo ha sido asociada con condiciones patológicas o de estrés 

(Vettor et al., 2009). Sin embargo, en pectínidos no existen estudios que identifiquen la 

posible presencia de células tipo adipositos en músculo y debido a que la identificación de 

tejido adiposo interfibras es lograda principalmente utilizando otras técnicas que las 

utilizadas de histoquímica en el presente, tal identificación y estudio tendrá que ser 

realizado a futuro. 

Otra característica de organismos mutantes para el gen de la MSTN, adicionalmente al 

incremento en tamaño muscular y a una reducción en lípidos musculares, es que la falta de 

esta proteína en mutantes se ha asociado con un incremento en la sensibilidad a la insulina 

y con un concomitante incremento en utilización de la glucosa, que se ha propuesto resulta 

en la menor concentración de triglicéridos o lípidos en adipocitos de músculo en 

organismos no expresando la MSTN (Guo et al., 2009). Recientemente Chen et al. (2010) 

demostraron que la MSTN regula el consumo o almacenamiento de glucosa en los miotubos 

actuando sobre la expresión de genes relacionados con el metabolismo de la misma. Estos 

autores mencionan que el incremento de la MSTN activa la vía AMPK, la cual está 

estrechamente relacionada con el transporte de glucosa para restaurar el almacenamiento de 

energía en la célula en condiciones de estrés (Hayashi et al., 2000). Esto nos permite 

proponer que el elevado incremento en la expresión de la nsMSTN observada en el mes de 
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Ago-09 en el presente estudio tanto en diploides como triploides, pudo inducir una elevada 

acumulación de glucógeno observada en dicho mes tanto en diploides como triploides. 

Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que el papel que tiene la 

MSTN no se restringe a la regulación del crecimiento muscular per se en la almeja N. 

subnodosus, sino que también está relacionado con el control de genes asociados al 

almacenamiento y la utilización de las reservas energéticas, particularmente bajo 

condiciones de estrés. En este trabajo únicamente se evaluó el músculo aductor para 

componentes bioquímicos, y el papel que la MSTN pudiese tener en la regulación de 

componentes bioquímicos en otros órganos, como la glándula digestiva y la gónada, deberá 

ser evaluado a futuro en relación a cambios en la expresión de la MSTN en los mismos, así 

como bajo condiciones normales y de estrés nutricional y/o térmico. 
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9. CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES 

9.1. Conclusiones 

o Existe una menor expresión de la nsMSTN en todos los tejidos de los organismos 

triploides de N. subnodosus en comparación con los diploides, incluyendo el 

músculo aductor, lo cual se asoció con el crecimiento diferencial de estas ploidías a 

lo largo de los meses evaluados.   

o El gen de la MSTN en N. subnodosus se expresa en todos los tejidos de la almeja tal 

como se ha reportado en otras especies de invertebrados, pero la expresión 

observada en otros tejidos que el músculo aductor fue mayor que lo reportado 

previamente en pectínidos, particularmente en glándula digestiva y gónada bajo las 

condiciones ambientales en que se encontraban las almejas del presente estudio.  

o Incrementos en la expresión de la MSTN se asocian directamente con condiciones 

de estrés y una atrofia muscular en N. subnodosus, evidenciada por la pérdida de 

fibras musculares y un decremento en tamaño del músculo. 

o Los resultados indican que el crecimiento del tejido muscular y los componentes de 

reserva almacenados en el mismo podrían estar regulados mediante vías metabólicas 

en las cuales está involucrada directamente la MSTN. 
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9.2. Recomendaciones 

o Evaluar la longitud del músculo aductor para corroborar si los triploides presentan 

fibras musculares de mayor longitud que los diploides. 

o Validar múltiples genes de referencia en esta especie, tanto en diferentes tejidos 

como bajo diferentes condiciones ambientales/fisiológicas/metabólicas. 

o Futuros estudios será necesario utilizar las guías MIQE propuestas recientemente 

(Bustin et al., 2009; Bustin et al., 2010) para la evaluación de la expresión génica a 

partir de ARN. 

o Validar la cuantificación de componentes bioquímicos por píxeles utilizando 

técnicas bioquímicas ya estandarizadas.  

o Cuantificar la concentración de proteínas presentes en músculo aductor para 

entender los procesos de hipertrofia/atrofia.  

o Cuantificar la expresión de la MSTN en paralelo a la concentración de componentes 

bioquímicos en otros órganos o tejidos que el músculo aductor, y en condiciones 

normales y de estrés.  

o Realizar análisis de expresión génica cuantitativa para otros genes con una función 

conocida en el crecimiento, como por ejemplo los receptores tipo activina, y el 

factor de crecimiento tipo insulina así como su receptor, con fines de comprender si 

estos otros genes presentan similarmente una expresión diferencial entre ploidías 

que pudiese explicar la regulación negativa de la MSTN observada en triploides. 
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1.- Calentar a 60 ºC 450 ml de H2O DEPC  
2.- Disolver 20 g de paraformaldehído en los 450 ml de H2O DEPC caliente, cubrir y mantener 
a 60 ºC en agitación (no permitir que suba a más de 70 ºC).    
3.- Adicionar 1 gota de NaOH 2N por cada 100 ml (la solución aclarará en unos minutos). 
4.- Remover del calor y adicionar 50 ml de PBS 10X.  
5.- Ajustar el pH a 7.2 adicionando HCl. El volumen final deberá ser de 500 ml.  
6.- Filtrar y colocar en hielo. Mantenerlo protegido de la luz.  
7.- Usar inmediatamente o almacenar a -20 ºC hasta su uso. 
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1.- Disolver en 800 ml de H2O DEPC los siguientes reactivos: 
 

 80g de NaCl 
 2.0g de KCl 
 14.4g de Na2HPO4 
 2.4g de KH2PO4 

2.- Ajustar el pH a 7.4.  
3.- Aforar el volumen a 1 L con H2O DEPC 
4.- Esterilizar por autoclave.  
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1.- Agregar 800 µl de TriPure en un tubo de 1.6 ml. 
2.- Colocar en el TriPure ~50 mg de tejido previamente lavado en H2O DEPC para eliminar el 
exceso de RNAlater en el que se preservó.  
3.- Homogenizar la muestra con un macerador mecánico previamente esterilizado 
4.- Incubar 5 min 
5.- Centrifugar a 12,000 rpm por 10 min a 4º C 
6.- Adicionar 160 µl cloroformo a cada muestra y agitar hasta obtener un color rosado (~ 15 s). 
7.- Incubar las muestras por 15 min a temperatura ambiente 
8.- Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min. 
9.- Recuperar el sobrenadante y transferir a un tubo de 1.6 ml. 
10a.- Adicionar 250 µl de isopropanol, invertir el tubo varias veces e incubar a temperatura 
ambiente por 15 min. 
10b.- Adicionar 500 µl de etanol absoluto, invertir el tubo varias veces e incubar a -20º C toda 
la noche.  
11.- Precipitar el ARN centrifugando a 12,000 rpm por 10 min a 8º C y descartar el 
sobrenadante.  
12.- Adicionar 740 µl de etanol al 70% y lavar el pellet pipeteando suavemente.  
13.- Centrifugar a 7,500 rpm por 5 min a 4º C y descartar el sobrenadante quitando el exceso de 
etanol con la pipeta y colocando los tubos en hielo.  
14.- Resuspender el ARN en 50 µl de H20 DEPC. 
15.- Almacenar a -20º C.  
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1.- Mezclar 5 µl de ARN digerido con DNAsa y 1 µl de oligo (dT) en un tubo limpio de 1.6 ml 
y colocar en hielo. 
2.- Incubar a 70º C por 5 min.  
3.- Poner en hielo por 2 min. 
4.- Añadir 14 µl de la siguiente reacción a cada tubo: 
                   H2O DEPC                 3.0 µl 
                   MgCl2                   4.5 µl 
                   dNTP´s                  1.0 µl 
                   RNAsin  0.5 µl 
                   Enzima RT  1.0 µl  
                    Total    14 µl 
 
5.- Incubar a 42 º C por 1 h.  
6.- Desactivar la enzima a 70º C por 10 min. 
7.- Almacenar a -20º C. 

11. ANEXOS
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a) Ligación con TOPO-TA Cloning. 
1.- Preparar la siguiente reacción: 

Salt solution   1.0 µl 
Vector   1.0 µl 
Producto de PCR   4.0 µl 
Total                   6.0 µl 

2.- Mezclar suavemente. 
3.- Incubar por 5 min a temperatura ambiente. 
4.- Poner en hielo los tubos e incubar por 30 min. 
5.- Almacenar a -20º C toda la noche. 
 
b) Ligación con pGEM-T Easy Vector. 
1.- Preparar la siguiente reacción: 

Buffer 2x ligation   10.0 µl 
pGEM-T Vector    1.0 µl 
Fragmento purificado   8.0 µl 
DNA ligasa (T4)    1.0 µl      
Total    20.0 µl 
 

2.- Incubar por 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4º C. 
3.- Almacenar a -20º C. 
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a) Transformación 
1.- Preparar 1 día antes cajas Petri con medio LB-Agar con ampicilina y almacenarlas a 4º C 
(25 g de LB y 15 g de Agar para 1 L; 2.4 µl de ampicilina por 1 ml de LB; 20 ml por caja) 
2.- Poner las cajas a 37º C al iniciar la transformación. 
3.- Descongelar las bacterias en hielo. 
4.- Mezclar 2 µl de ligación en 1 vial de células competentes. 
5.- Incubar en hielo por 30 min. 
6.- Dar choque térmico a 42º C por 20 s. 
7.- Poner en hielo por 2 min. 
8.- Adicionar en 250 µl de medio SOC a temperatura ambiente. 
9.- Incubar con rotación a 37º C por 2 h, colocando los tubos de manera horizontal. 
13.- Inocular 3 cajas Petri con LB-ampicilina de cada transformación: 
  Caja 1: con 10µl, caja 2: con 30µl y caja 3: con 50µl 
14.- Incubar toda la noche a 37º C. 
 
b) Levantamiento de colonias 
1.- Preparar 1 día antes cajas Petri con medio LB-Agar con ampicilina y almacenarlas a 4º C 
(25 g de LB y 15 g de Agar para 1 L; 2.4 µl de ampicilina por 1 ml de LB; 20 ml por caja). 
2.- Poner las cajas a 37º C, 30 min antes de iniciar el levantamiento de colonias. 
3.- Levantar las colonias más aisladas con un palillo de madera, pasar a caja Petri con LB-
ampicilina nueva (debidamente numerada) y poner el palillo en tubo con reacción para PCR 
(uno por colonia).  
4.- Marcar las colonias levantadas en caja Petri. 
5.- Incubar a 37º C toda la noche.  
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1.- Preparar la siguiente reacción: 
                   H2O estéril  7.1 µl 
                   Buffer H 10x  1.0 µl 
                   BSA   0.1 µl 
                   Eco R I                  0.8 µl 
                   Total    9.0 µl 
2.- Distribuir 9 µl de la mezcla en cada tubo 
3.- Agregar 1µl de ADN (minipreps). 
4.- Incubar a 37º C por 2 h. 
5.- Correr gel de agarosa al 1% para observar que colonia tiene el inserto deseado. 
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1.- Poner los tubos con los 50 µl de ARN en hielo.  
2.- Agregar 15 µl de la siguiente reacción a cada tubo: 

                        H2O estéril   2.0 µl 
                  RQ1 Buffer 10x                 6.5 µl 
                  RNAsin                  0.5 µl 
                  RQ1 DNAsa                 6.0 µl 
                  Total    15 µl 
3.- Incubar a 37º C por 30 min. 
4.- Añadir 6.5 µl de LiCl. 4M a cada tubo. 
5.- Adicionar 65 µl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y agitar con vortex. 
6.- Centrifugar a máxima velocidad por 10 min a temperatura ambiente.  
7.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1.6 ml (~50 µl). 
8.- Agregar 2.5 vol de etanol absoluto (125 µl). 
9.- Precipitar a -20º C toda la noche.  
10.- Centrifugar a 12,000 rpm a 4º C por 15 min y descartar sobrenadante. 
11.- Adicionar 500 µl de etanol al 70%. 
12.- Centrifugar a 12,000 rpm a 4º C por 15 min. 
13.- Descartar el sobrenadante totalmente con pipeta. 
14.- Resuspender el pellet en 50µl de H2O DEPC.  
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a) Purificación de producto de PCR 
1a.- Juntar el producto de PCR en un tubo (~50 µl). 
2a.- Añadir 1 volumen de Membrane binding solution. 
 
b) Purificación de gel de agarosa al 1% 
1b.- Pesar tubo de 1.6 ml antes de cortar el gel.  
2b.- Cortar fragmento con navaja estéril.  
3b.- Añadir 10µl de membrana binding solution por cada 10 mg de gel. 
4b.- Incubar de 50-65º C por 10 min o hasta que se disuelva el gel por completo; agitar en 
vortex cada 2-3 min. 
Continuación de protocolos a) ó b): 
3.- Colocar una columna en un tubo colector por muestra. 
4.- Transferir el producto de PCR/gel de agarosa disuelto a la columna e incubar por 1 min.  
5.- Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min. 
6.- Descartar lavado. 
7.-Lavar con 700µl de membrane wash solution. 
8.- Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min y descartar lavado. 
9.- Lavar con 500 µl de membrane wash solution. 
10.- Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min y descartar lavado. 
11.- Colocar la columna en el tubo colector y centrifugar en seco por 1 min. 
12.- Transferir la columna a un tubo eppendorf limpio.  
13.- Añadir 25-50 µl de agua libre de nucleasas. 
14.- Incubar 1 min a temperatura ambiente. 
15.- Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min.  
16.- Retirar columna y almacenar a -20º C. 
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1.- Preparar la siguientes reacciones: 
                                                 Apa I                                        Pst I 
                                                (sentido)                  (antisentido) 
                  H2O estéril            35.5µl      35.5 µl 
                  Buffer 10x      5.0 µl        5.0 µl 
                  BSA       0.5 µl        0.5 µl 
                  Enzima       4.0 µl        4.0 µl 
                  Total       45.0 µl                                    45.0 µl 
2.- Agregar 5 µl del plásmido (del total de 50 µl de la digestión enzimática). 
3.- Incubar a 37º C por 3 h. 
4.- Correr gel de agarosa al 1% y cortar las bandas de cada digestión para su purificación.  
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a) Transformación 
1.- Preparar 1 día antes cajas Petri con medio LB-Agar con ampicilina y almacenarlas a 4º C 
(25 g de LB y 15 g de Agar para 1 L; 2.4 µl de ampicilina por 1 ml de LB; 20 ml por caja). 
2.- Poner las cajas a 37º C al iniciar la transformación. 
3.- Descongelar las bacterias en hielo. 
4.- Mezclar 5µl de ligación en 50 µl de bacterias. 
5.- Incubar en hielo por 30 min. 
6.- Dar choque térmico a 37º C por 20 s. 
7.- Poner en hielo por 2 min. 
8.- Incubar en 1.5 ml de medio SOC. 
9.- Transferir a un tubo para centrifuga. 
10.- Incubar a 37º C con agitación por 1 h. 
11.- Centrifugar a 8,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.  
12.- Descartar sobrenadante y resuspender el pellet en el residual (~50 µl). 
13.- Inocular dos cajas Petri con LB-ampicilina, las cuales previamente se agregaron 40µl de X-
Gal (16µl de X-Gal + 24 µl de dimetilformamida) y 7µl de IPTG 
  Caja 1: con 10µl y caja 2: con el sobrante (hasta 50 µl). 
14.- Incubar toda la noche a 37º C. 
 
b) Levantamiento de colonias 
1.-Preparar LB con ampicilina fresco (2.4µl de ampicilina por 1 ml de LB). 
2.- Distribuir en tubos Falcon 2 ml de LB-ampicilina por cada tubo. 
3.- Levantar las colonias más aisladas con un palillo de madera y colocarlo en un tubo Falcon 
(uno por colonia).  
4.- Marcar las colonias levantadas en caja Petri. 
4.- Incubar a 37º C con agitación a 240 rpm toda la noche.  
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1.- Transferir 1.5 ml de cultivo bacteriano a un tubo eppendorf. 
2.- Centrifugar 1 min a máxima velocidad y eliminar el sobrenadante totalmente. 
3.- Agregar 100 µl de Cell resuspension solution (50 mM Tris-HCl pH 8.0; 10 mM de EDTA 
pH 8.0; 80 µg de RNAsa) y resuspender el pellet. 
4.- Agregar 100µl de buffer de lisis 200 mM NaOH y SDS 1% (preparar en el momento a partir 
de soluciones 400 mM NaOH y SDS 2%; medio volumen de cada una). 
5.- Agregar 120 µl de buffer de neutralización (Acetato de potasio 3M pH 5.5; ajustar pH con 
ácido acético) y mezclar por 3 min. 
6.- Centrifugar por 1 min a máxima velocidad y transferir sobrenadante a un tubo nuevo. 
7.- Agregar 200 µl de isopropanol y mezclar. 
8.- Centrifugar por 1 min a máxima velocidad y descartar sobrenadante. 
9.- Agregar 500 µl de etanol al 70% mezclar. 
10.- Centrifugar por 1 min a máxima velocidad y descartar sobrenadante, volver a centrifugar y 
eliminar sobrenadante con punta. 
11.- Agregar 25 µl de H2O estéril y resuspender el pellet. 
12.- Realizar digestión enzimática.  
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1.- Mezclar 10 µl de plásmido linearizado con 3 µl de H2O DEPC para cada sonda y poner en 
hielo. 
2.- Preparar las siguientes reacciones:  
            SP6 (Apa I)   T7 (Pst I) 
                                                           (sentido)   (antisentido) 
                  10x NTP lab mix (7)   2.0 µl      2.0 µl 
                  10x transcription buffer         2.0 µl      2.0 µl 
                  RNAse inhibitor (10)   1.0 µl      1.0 µl 
                  RNApol SP6 (11)    2.0 µl       --- 
                  RNApol T7  (12)      ---       2.0 µl 
                  Total      7.0 µl       7.0 µl 
3.- Mezclar y centrifugar brevemente. 
4.- Incubar por 2 h a temperatura ambiente. 
5.- Agregar 2 µl de DNAsa I (vial 9 del kit) e incubar 15 min a temperatura ambiente.  
6.- Agregar 2 µl de EDTA 0.2M, pH 8.0 para detener la reacción.  
7.- Almacenar a -20º C. 
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1.- Enjuagar las laminillas con H2O Milli-Q. 
2.- Sumergir por completo las laminillas en la solución de lavado por 30 min (sacar y sumergir 
varias veces). 
                  Solución de lavado para 30 laminillas 
                  NaOH  33 g 
                  H2O Milli-Q 133 ml 
                  Etanol 95% 200 ml 
 
3.- Enjuagar las laminillas con H2O Milli-Q varias veces. 
4.- Sumergir por completo las laminillas en la solución de Poly-L-lisina por 30 min (secando 
previamente el H2O de las laminillas).  
Solución de poly-L-lisina para 30 laminillas 
                 H2O Milli-Q 250 ml  
                 PBS 1X (filtrado)   35 ml 
                 Poly-L-lisina   60 ml 
Nota: La Poly-L-lisina se agrega hasta el momento que se va a utilizar la solución. 
 
5.- Enjuagar las laminillas con H2O Milli-Q una vez para quitar el excedente. 
6.- Enjuagar las laminillas con Etanol al 100% una vez. 
7.- Poner a secar en un horno o estufa a 50 ºC toda la noche y almacenar no mas de 14 días 
antes de su uso.  
 
*La solución de Poly-L-lisina puede ser almacenada en plástico y reutilizada hasta 6 veces 
agregando 2-3 ml de nueva Poly-L-lisina por cada uso.  
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Buffer de ácido maleico-NaCl (500 ml) 
1.-Disolver 0.1 M de ácido maleico en 200 ml de H2O destilada y ajustar pH a 7.5.  
2.- Disolver en ácido maleico 0.15 M de NaCl y ajustar pH a 7.5. 
3.- Aforar a 500 ml y esterilizar.  
Blocking solution 10x (10 ml) 
1.- Disolver 1 g de Blocking Reagent en 10 ml de ácido maleico-NaCl 
2.- Esterilizar y congelar en alícuotas de 1 ml.  
Proteinasa K (20mg/ml) 
1.- Agregar 5 ml de H2O DEPC a 100 mg de Proteinasa K y congelar en alícuotas de 1 ml.  
Buffer SSC 20x (500 ml). 
1.- Disolver 1.5 M de NaCl y 0.26 M de Citrato de Sodio (C6 H5 Na3) en H2O ultrapura. 
2.- Ajustar pH a 7.0.  
3.- Aforar a 500 ml y esterilizar.  
Buffer de detección  
1.- Disolver 0.1 M de Tris-HCl y 0.1 M de NaCl en 250 ml de H2O ultrapura.  
2.- Ajustar pH a 9.5 y esterilizar.  
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Paraformaldehído 4% 
1.- Disolver 1.6 g de Paraformaldehído en 40 ml de PBS 1x DEPC. 
2.- Calentar a 65º C con agitación hasta disolverse por completo.  
Proteinasa K (10 µg/ml). 
1.- Disolver 0.5 µl de Proteinasa K (20 mg/ml ) en 999.5 µl de PBS 1x DEPC. 
Buffer de lavado 1 (SSC 2x/0.1% SDS) 
1.- Mezclar 25 ml de SSC 20x con 2.5 ml de SDS 10%. 
2.- Aforar a 250 ml con H2O ultrapura estéril.  
Buffer de lavado 2 (SSC 0.5/0.1% SDS) 
1.- Mezclar 6.5 ml de SSC 20x con 2.5 ml de SDS 10%. 
2.- Aforar a 250 ml con H2O ultrapura estéril.  
Buffer de lavado 3 (Buffer de ácido maleico/ 0.3%Tween 20) 
1.- Mezclar 470.56 ml de buffer de ácido maleico con 1.44 ml de Tween 20 
2.- Aforar a 480 ml con H2O ultrapura estéril. 
Blocking solution 1x 
1.- Diluir 1:10 en buffer de ácido maleico.  
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1.- Desparafinar e hidratar las laminillas 
                  xilol 1 -  10 min 
                  xilol 2 -  10 min 
                  etanol 100% -         5 min (1) 
                  etanol 95% -   5 min 
                  etanol 80% -    5 min 
                  etanol 50% -   5 min 
                  H2O DEPC -   5 min 
                  PBS DEPC -           5 min 
2.- Drenar el líquido y colocar en cámara húmeda (humedecer con SSC 2x). 
3.- Agregar 100 µl de proteinasa K (10 µg/ml) en PBS a cada laminilla y cubrir con parafilm. 
4.- Incubar 15 min a 37º C.  
5.- Lavar en PBS 1x durante 5 min a temperatura ambiente.  
6.- Colocar las laminillas en Paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 min a temperatura 
ambiente.  
7.- Lavar en PBS 1x nuevo por 5 min, dos veces.  
8.- Lavar en H2O DEPC y deshidratar las laminillas.  
                  H2O DEPC -   5 min  
                  etanol 50% -   5 min 
                  etanol 80% -    5 min 
                  etanol 95% -   5 min 
                  etanol 100% -         5 min (2) 
9.- Dejar secar al aire libre durante 20 min.  
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10.- Agregar ~65 µl de solución de hibridación en un tubo estéril por cada laminilla a hibridar 
(1 tubo para sonda sentido y 1 tubo para sonda antisentido). 
11.- Adicionar 5 µl de cada sonda en cada tubo (T7=antisentido y SP6=sentido) y mezclar 
pipeteando varias veces.  
12.- Agregar 70 µl de sonda a cada laminilla debidamente marcada y cubrir con parafilm.  
13.- Incubar toda la noche a 42º C en cámara humedecida con SSC 2x.  
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1.- Lavar 2 veces con buffer de lavado 1 (SSC 2x/0.1 SDS) por 5 min a temperatura ambiente.  
2.- Lavar 2 veces con buffer de lavado 2 (SSC 0.5x/0.1 SDS) a 42º C por 5 min.  
3.- Lavar con buffer de lavado 3 (Buffer de ácido maleico/Tween 20 0.3%) a temperatura 
ambiente por 5 min. 
4.- Drenar el líquido de las laminillas y colocarlas en cámara humedecida con SSC 2x.  
5.- Añadir 100 µl de Blocking solution 1x y cubrir con parafilm. 
6.- Incubar 30 min a temperatura ambiente. 
7.- Drenar el líquido y añadir 100 µl de solución anti-dig 1:100 (1µl de anti-dig diluido en 99 µl 
de blocking solution 1x) y cubrir con parafilm.  
8.- Incubar 30 min a temperatura ambiente.  
9.- Lavar 2 veces en buffer de lavado 3 por 5 min. 
10.- Drenar el líquido de las laminillas y colocarlas en cámara húmeda 
11.- Equilibrar con 100 µl de buffer de detección (Tris-HCl, pH 9.5) e incubar por 10 min a 
temperatura ambiente.  
12.- Preparar la solución de revelado: 3µl NBT/BCIP en 150 µl de buffer de detección y 
mezclar. 
13.- Drenar las laminillas y colocarlas en cámara húmeda 
14.- Agregar 150 µl de la solución de revelado a cada laminilla. 
15.- Incubar por 15 min en oscuridad.  
16.- Enjuagar las laminillas con H2O ultrapura estéril 2 veces. 
17.- Teñir las laminillas por 30 s con Eosina-Fucsina 
18.- Sumergir 10 veces las laminillas en etanol al 96% (4 diferentes soluciones) 
19.- Sumergir 10 veces las laminillas en etanol al 100% (4 diferentes soluciones). 
20.- Sumergir 10 veces las laminillas en xilol (3 diferentes soluciones).  
21.- Montar. 

XX 

E
xt

ra
cc

ió
n

 d
e 

A
R

N
 c

on
 e

l k
it

 S
V

 T
ot

al
 R

N
A

 I
so

la
ti

on
 

Sy
st

em
 (

P
ro

m
eg

a)
. 

1.- Eliminar el RNAlater de la muestra 
2.- Añadir 500 µl de SV RNA lysis buffer y homogenizar. 
3.- Transferir 200 µl  de lisado a un tubo de microcentrífuga (el lisado adicional debe ser 
almacenado a -20ºC. 
4.- Añadir 350 µl de SV RNA dilution buffer. Mezclar por inversión 3 o 4 veces e incubar a -
70ºC  por 3 min. 
5.- Centrifugar 10 min a máxima velocidad. 
6.- Transferir el sobrenadante a un tubo para microcentrífuga limpio, sin tocar el pellet. 
7.- Añadir 200 µl de etanol al 95% y mezclar por inversión 3 o 4 veces.  
8.- Transferir la mezcla a la columna y centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 
9.- Descartar el líquido del tubo colector, añadir 600 µl de SV RNA wash solution a la columna 
y centrifugar a máxima velocidad por 1 min. 
10.- Vaciar el tubo colector y añadir 250 µl de SV RNA wash solution a la columna y 
centrifugar a máxima velocidad por 2 min. 
11.- Remover la tapa de la columna. 
12.- Poner la columna en un tubo 1.6 ml y añadir 30 µl de H2O libre de nucleasas, cubriendo 
toda la membrana de la columna, centrifugar a temperatura ambiente por 1 min a máxima 
velocidad. 
14.- Añadir 20 µl de H2O tratada con DEPC, cubriendo toda la membrana de la columna, 
centrifugar a temperatura ambiente por 1 min a máxima velocidad.  
15.- Descartar la columna, tapar el tubo con el ARN y almacenar a -70ºC. 
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