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Resumen de la tesis d¢ REBECA VASQUEZ YEOMANS, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de DOCTOR EN CIENCIAS con orientacion en
ACUICULTURA. Ensenada, Baja California, México. Julio de 2006.

Agentes patégenos asociados a las mortalidades del ostién Japonés, Crassostrea gigas,
cultivado en el Noroeste de México.

Aprobado por:

Dr. Jorge Abelardo Céceres Martinez
Director de Tesis

La ostricultura en el Noroeste de México se desarrollé exitosamente, a partir de la
introducciéon del ostibn Japonés Crassostrea gigas, a la Bahia de San Quintin, Baja
California en 1973. Para 1980 el cultivo ya se habia extendido a los estados de Sonora,
Baja California Sur, Sinaloa y Nayarit. La produccion alcanzé su maximo nivel (3,282 Tm)
en 1995, Lamentablemente, en 1997 hubo mortalidades masivas que afectaron entre el 60%
y el 90% de los ostiones en toda la regién. La produccion disminuy6 a 735 Tm en 1999.
Desde entonces, las mortalidades han seguido ocurriendo sin que se haya determinado la
causa de las mismas. Ante tal situacion, el objetivo de ésta tesis fue conocer los agentes
patégenos asociados a las mortalidades del ostién C. gigas, cultivado en el Noroeste de
México. Para tal efecto, se realizaron recolectas de ostiones en diferentes estadios de
desarrollo en los estados de Baja California, Sonora y Sinaloa a partir del 2000 durante
episodios de mortalidades. Para la recolecta, se contdé con ayuda de productores y del
Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora. Se realizaron andlisis en fresco del
cuerpo blando de los ostiones, asi como analisis bacteriologicos, histopatologicos,
ultraestructurales por microscopia electronica de transmision (MET) y para la
identificaciéon de parasitos por medio de &cidos nucleicos (Reaccién en Cadena la
Polimerasa o PCR). Los resultados mostraron la presencia de diversos parésitos y
alteraciones histologicas que fueron clasificadas de acuerdo con su patogenicidad. Se
encontraron metazoarios con prevalencias promedio del 20% en tejido conectivo, glandula
digestiva y foliculos reproductivos. También se encontraron metacercarias y cercarias de
trematodos en diferentes tejidos del hospedero sin evidencias patologicas de importancia y
con prevalencias del 10%. En cuanto a protistas, se encontraron ciliados parecidos a
Ancistrocoma spp. en la glandula digestiva sin evidencia de alteraciones histopatologicas
relevantes y con prevalencias muy bajas (10%). Tambi¢n se encontraron Trichodina spp.
que fueron atin mas escasas. Hacia finales del estudio se encontré un protozoario en fase de
esporulacién parecido a Marteilia spp. (agente causal de la Marteiliosis, enfermedad letal
en Ostrea edulis y Saccostrea glomerata). Sin embargo, su morfologia a nivel histologico y
su identificacién molecular (PCR) no dieron resultados concluyentes. Por lo que se
denominé Protozoario Esporulado X (PEX) en tanto se define su identidad y su potencial
patogénico. Se aislaron bacterias del género Aeromonas no reconocidas como patégenas



para C. gigas, ademés de una colonia no identificada de lento crecimiento. Los analisis en
fresco e histopatolégicos revelaron la presencia de erosiones branquiales de leves a severas
en ostiones juveniles y adultos con prevalencias cercanas al 100% en toda la zona de
estudio. Las alteraciones a nivel histopatologico, tales como, infiltracién hemocitaria,
picnosis y zonas necréticas sugieren una posible relacion con las mortalidades observadas.
El analisis por MET del tejido branquial erosionado, demostré la presencia de virus
identificados como Herpesvirus. El analisis por PCR de tejidos erosionados y normales en
semilla y juveniles resulté positivo al Herpesvirus del ostién (OsHV). El Herpesvirus del
ostion es un agente patdgeno de C. gigas y de otros bivalvos que causa mortalidades
importantes en semilla y juveniles y esta considerado por la legislacién sanitaria nacional
como sujeto a certificacién. Si bien su asociacion con las erosiones branquiales no es clara,
su presencia y patogenicidad lo asocian con episodios de mortalidad de C. gigas, al menos
en semilla y juveniles y requiere de control sanitario. El agente patgeno o condiciones
ambientales asociadas a las erosiones branquiales descritas atin deben ser determinados. Se
confirmé la presencia de lesiones histolégicas asociadas a virus de la hipertrofia
gametocitica viral, agente patégeno no considerado como causante de mortalidades
masivas, lo que coincidié con su escasa prevalencia en este estudio. La carga parasitaria
encontrada, amplia los registros conocidos de parasitos del ostion Japonés en México y
presenta a otro que podria ser una variedad o una forma atipica de Marteilia sp o aun otra
especie denominada PEX, en tanto se define o corrobora su identidad. También es posible
asociar al herpesvirus y las erosiones branquiales con las mortalidades masivas ocurridas
en el Noroeste de México y contribuir al entendimiento de estos episodios de mortalidad
desde el punto de vista parasitolégico. Finalmente se hacen algunas sugerencias sanitarias a
los productores y autoridades sanitarias. Indudablemente la posible sinergia entre la carga
parasitaria y las condiciones ambientales debe ser motivo de estudios posteriores.

Palabras Claves: Crassostrea gigas, mortalidad, patogenos, herpesvirus del ostion, carga
parasitaria.
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Oyster farming in Northwest, México, was successfully developed before the introduction
of the Japanese oyster Crassostrea gigas in Bahia San Quintin Baja California in 1973. In
the 80’s the culture of Japanese oysters was spread in the states of Baja California, Sonora,
Sinaloa and Nayarit, his maximum production (3,282 metric tons) were reached in 1995.
Unfortunately, in 1997, mass mortalities occurred affecting between 60% and 90% of the
production. For 1999, the production decreased to 735 metric tons. These mortalities had
continued up to date without knowing the causal factors. Then, the objective of this thesis
was to determine the pathogen agents associate to the mortalities found in the Northwest of
Mexico. Then, since 2000, different developmental stages of oysters were collected during
the mortality period from the states of Baja California, Sonora and Sinaloa. This task was
supported by the producers and Comité de Sanidad Acuicola from Sonora. After
collection, gross examination of fresh flesh was carried out. Different analysis such as
bacteriological and histopathological analysis was performed. Beside gross examination, a
fine examination using transmittance electron microscopy (TEM) was performed. Specific
molecular analyses using the polymerase chain reaction (PCR) were performed to detect
the pathogens. The results showed presence of different parasites and histological
abnormalities, which were classified according to their pathogenic effect. Metazoaries,
supposedly copepods and acarus, (20% average prevalence) were found causing moderated
lesions in connective tissue, digestive tract and reproductive follicles. Also, it was found
metacercaries and cercaries of trematodes (punctual prevalence of 10%) in different tissues
of the host without evidence of important pathological abnormalities. Protists (ciliates
Ancistrocoma-like) were found in the digestive tract without relevant evidences of
histophatological alterations and with low prevalence (10%). The Trichodinas spp. were
the lest. At the end of this study, it was found a protozoan in apparent phase of sporulation
similar to Marteilia sp. This organism is the causal agent of the Marteiliosis, which is the
disease that causes mortalities on Ostrea edulis y Saccostrea glomerata. However, its



morphological and molecular identification as Marteilia sp were not conclusive. Thus, this
parasite was called Sporulated Protozoary X (PEX) until its identification and
pathogenicity be determined. Bacteria from genus Aeromonas were isolated. These
bacteria are not recognized as pathogens for C. gigas. A non-identified colony containing
bacteria of slow growth was also isolated. The gross examination and histopathological
analyses showed the presence of gill erosions from slight to severe in juveniles and adults
with a prevalence near to 100% in all the study area. The histopathological alterations such
as hemocitary infiltration, picnosis, and necrotic zones indicated a possible relationship
with the mortalities observed. The analyses of eroded gill tissue by TEM showed presence
of Herpesvirus. This virus was corroborated by PCR. Samples from normal or erosioned
tissue belonging to seed and juvenile oysters were positive for oyster Herpesvirus (OsHV).
This virus is and pathogen agent of C. gigas and other bivalves, which cause important
mortalities in seed and juveniles and it is considered by the national sanitary legislation as
an organism subject to certification. Although its association to gill erosions is not clear,
its presence and recognized pathogenicity can be associated to mortalities of seed and
juveniles of C. gigas. Thus, a sanitary control is required. The pathogen agent or
environmental conditions associated to the gill erosions described above need to be
determined. Lesions associated to the virus causing the gametocytic hypertrophy were
corroborated by histological examination. This virus is not considered the pathogen agent
causing the massive mortalities, which agree with its scarce and low prevalence. The
results about the parasite load increased the known register of parasites of the Japanese
oyster in México and included an atypical description of Marteilia sp. or a different
parasite (PEX). This study allows us to associate OsHV-1, and gill erosions with mass
mortalities occurring in Northwest of México. Also, this study contributes to understand
the oyster mortalities since the point of view of the parasitological. Finally, this study
gives sanitary suggestions, which can contribute to the enhancement of the oyster industry
in México. Future studies should address the possible synergy between the parasite load
and the environmental conditions
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I INTRODUCCION

Segin las estadisticas de la FAO (2004), continia creciendo la contribucion de la
acuicultura al suministro mundial de pescado, crusticeos y moluscos, ya que aumentd del
3.9 por ciento de la produccion total en peso en 1970 al 29.9 por ciento en 2002. Este
crecimiento se ha reflejado en la generacion de alimentos de alto valor nutritivo, empleos,
insumos para la industria alimentaria, divisas y ha promovido la proteccién y conservacion
de especies en peligro de extincion (Funge-Smith y Phillips, 2001 y Swick y Cremer,
2001). Ademas, sigue siendo més rapido que el logrado en cualquier otro sector de
produccién de alimentos de origen animal, de acuerdo a la FAO (2004), donde mencionan
que a nivel mundial, la tasa media de crecimiento de este sector ha sido del 8.9 por ciento
al afio desde 1970, mientras que, durante el mismo periodo, la pesca de captura ha crecido
solamente a razén del 1.2 por ciento y los sistemas de produccion de carne de cria en tierra,
un 2.8 por ciento. De los grupos de especies que se cultivan, los peces contribuyen con el

56.96%, seguido de los moluscos con el 22.93%.

Con relacién a los moluscos, la produccién mundial alcanzé un méximo de casi 12
millones de toneladas métricas en 2002, y se ha mantenido estable. De esta produccion la
aportacién més significativa estd dada por el ostion del Pacifico Crassostrea gigas (4.2

millones de toneladas) (De Silva, 2001; Pedini y Shehadeh, 1997 y FAO, 2004).

A continuacién se mencionardn las generalidades de esta especie con relacion a su

distribucion geografica, biologia y una breve descripcion de la historia de su cultivo.

L.1. Crassostrea gigas

El ostion del Pacifico es originario de Asia y se distribuye desde la Isla de Sakhalin
(Karafuto) hacia el sur de Japon, Corea, China y el suroeste de Asia. Pertenece al Phylum
Mollusca, Clase Pelecypoda, Orden Pseudolamellibranchia y Familia Ostreidae. Es un
organismo filtroalimentador y morfologicamente tiene valvas desiguales, unidas por una

charnela, de forma extremadamente variable (Fig. 1), dependiendo entre otros factores, del



sustrato donde se desarrolla; la concha es de coloraciéon blanca con manchas color purpura
y los adultos miden desde 8 hasta 30 cm de longitud. Habita en aguas someras y protegidas,

sobre fondos rocosos o lodosos.

Generalmente se considera como hermafrodita protdndrico, esto es, cambia de sexo. Los
juveniles son machos funcionales durante su primer desove, mientras que la mitad de ellos
permanecen como machos para su segundo desove. Los adultos funcionan como machos y
hembras por separado en cualquier estacién reproductiva, pero puede presentarse un
cambio de sexo de macho a hembra en un cierto punto de su vida. La madurez sexual se
alcanza durante el primer afio y tienen fecundacién externa. La gametogénesis inicia en
invierno y la mayor proporcién de ostiones maduros se alcanza en mayo y junio. El desove
ocurre durante todo ese periodo pero los principales se presentan en mayo y junio, cuando
la temperatura del agua tiene entre 19.5 °C y 24 °C (Pauley et al., 1988), continuando hasta
noviembre. El periodo de reposo se tiene desde octubre hasta noviembre (Caceres-Martinez

et al. 2003a).

Figura 1. Ostién japonés, Crassostrea gigas cultivado en Bahia Falsa, B. C., México,
donde se observa la variabilidad morfolégica de esta especie.

El ostion del Pacifico desova anualmente cuando la temperatura del agua es de

aproximadamente 19.5 °C y su desove es sincronico. Los ostiones son altamente prolificos,



una hembra en promedio puede producir de 50 a 100 millones de évulos en un solo desove.
Los cigotos son esféricos y miden de 45 a 62 pm de didmetro. Si las condiciones
ambientales son favorables, en 48 horas se forma la larva veliger, la cual es plancténica y
permanece aproximadamente tres semanas en esa fase si la temperatura estd a 20°C o mas
(Imai, 1982). Cuando la larva alcanza una longitud aproximada de 0.30 mm se asienta a un
sustrato. En este punto, el ostién ya no es plancténico y se le denomina como “semilla” o
juvenil (Fig. 2). Otros factores criticos para el asentamiento, aparte de la temperatura,

incluyen un sustrato adecuado, suficiente luz y un sustrato con superficies irregulares.

veliger

Hickman, 19938.

Figura 2. Ciclo de vida del Ostion Crassostrea gigas.

I.a metamorfosis de larva a juvenil estd acompafiada de una serie de cambios morfoldgicos

marcados, como la desaparicién del velo y el pie, asi como del misculo abductor anterior y



el desarrollo de un juego de branquias. Después del asentamiento, €l ostion juvenil es un
organismo sésil que crece hasta su talla adulta y muere en el 4rea de asentamiento, incapaz

de moverse de ese lugar.
1.2. Historia del cultivo del ostién Japonés.

El cultivo de ostién es una practica antigua que se remonta hasta el Imperio Romano en el
Siglo I d.C. (Pillay, 1997). A principios del Siglo XVII los japoneses utilizaban rocas y
ramas que permitian la adherencia de los ostiones y posteriormente los trasladaban a aguas
seleccionadas para su engorda. A finales de ese mismo siglo, se desarrollé en Hiroshima,
Japon, el cultivo del ostion utilizando una técnica conocida como “hibitate”, que consistid
en emplear estacas de bambi ancladas verticalmente en el fondo del mar para la fijacion de
las larvas; de esta manera se tenia una mayor superficie de adhesion y los ostiones ya

fijados se protegian de los depredadores bentonicos.

Esta técnica se utiliz6 por mas de 300 afios, manteniendo una produccién estable de
ostiones (Bardach et al., 1986 e Imai, 1982). Sin embargo, ¢l desarrollo mds importante del
cultivo ha ocurrido en los Gltimos 70 afios, a partir de la introduccion de la técnica de
cultivos suspendidos, que permitieron elevar la produccion y mejorar la utilizacion y
manejo de las 4reas de engorda (Imai, 1982). Gradualmente, este nuevo sistema de cultivo
se empezé a implementar en varias partes de Japon y contribuy6 al progreso de esta
industria. Por otro lado, la presién en las pesquerias de la ostra olimpia (Osireola
conchaphila) en Estados Unidos y de la ostra plana (Ostrea edulis) en Europa, facilitaron la

introduccién del ostion japonés, Crassostrea gigas, a esas regiones del mundo.

En 1919, ostiones producidos en la Prefectura Miyagi en Japén fueron introducidos a la
Bahia Samish en Estados Unidos. Aunque los ostiones adultos murieron, la semilla que
venia adherida a la concha de los mismos sobrevivio y en 1921, después de un seguimiento
riguroso del cultivo y de subsecuentes siembras, se estableci6 uno de los primeros cultivos
de ostién en América (Lindsay y Simons, 1997). Posteriormente, en 1928, se importd

semilla de ostion de Japon que se introdujo en la Bahia Tomales y de ahi hasta la Bahia de



San Francisco, ambas en California, EUA. La compra de semilla a Japén fue formalizada
en 1939, hasta que cesé debido a la II Guerra Mundial, para luego reactivarse en los afios

50 (Shaw, 1997).

Si bien en Europa se tiene una tradicién de siglos en el cultivo de ostion, sustentada
principalmente por la ostra plana, nativa del 4rea, y en menor escala por el ostion portugués
Crassostrea angulata; 1a explotacién indiscriminada de los bancos naturales y la presencia
de epizootias (Bonamiasis y la enfermedad del virus de la necrosis branquial), dieron como
consecuencia la introduccién de Crassostrea gigas a fin de reactivar la industria ostricola
(Dijkema, 1997; Edwards, 1997; Goulletquer y Heral, 1997; Kristensen, 1997; Seaman y
Ruth, 1997 y Strand y Velstad, 1997).

En México, Crassostrea gigas se introdujo en 1973, en la Bahia de San Quintin, Baja
California a una escala piloto, como resultado del plan de creacién de los distritos de
Acuacultura promovidos por la Direccién de Acuacultura del Departamento de Pesca.
Entre 1972-1975 se llevaron a cabo diversos estudios encaminados a promover el cultivo a
nivel comercial. Estudios hidrolégicos (Chavez de Nishikawa y Alvarez, 1974),
fisicoquimicos (Alvarez-Borrego y Alvarez-Borrego, 1982 y Alvarez-Borrego et al., 1975)
y de productividad primaria (Lara-Lara y Alvarez-Borrego, 1975), asi como las
investigaciones sobre la produccién de larvas de ostion en condiciones de laboratorio (Islas
et al., 1978) y la rentabilidad del cultivo mediante la utilizacién de canastas y balsas (Tslas
y Ferrer, 1980), demostraron el potencial acuicola de la Bahia y permitieron consolidar el
cultivo de ostién. Posteriormente, en 1976 se llevaron a cabo los primeros cultivos
experimentales en la Bahia de La Paz, Baja California Sur y para principios de 1980, el
cultivo de ostion se amplié de manera importante en el noroeste del pais, abarcando los

estados de Sonora y Nayarit (Mazén-Sudstegui, 1996).

Actualmente, para el primer trimestre del 2005 la produccion de ostion en el litoral del
pacifico fue de 1,007 T, lo que representa una derrama economica de $3,450,000.00
délares (CONAPESCA, 2005). El cultivo del ostion Japonés tiene una larga historia que, a

través de diferentes épocas, ha aportado importantes beneficios socio-econémicos en los



paises donde se ha introducido. Sin embargo, una de las limitantes para continuar su
desarrollo es la presencia de mortalidades masivas algunas de las cuales se han asociado a

enfermedades.
I.3. Mortalidades masivas y enfermedades

Desde el siglo antepasado, tanto en las poblaciones naturales de ostién, como en las
cultivadas, se han producido una serie de mortalidades inusuales y recurrentes que han
provocado reducciones significativas en la produccion de Japon, Europa y Norte América.

En algunas areas, las mortalidades alcanzaron al 95% de la poblacion (Sinderman, 1990).

Aunque las mortalidades se dan de manera natural, las practicas de cultivo incrementan la
posibilidad de ocurrencia, ya que se agrupan poblaciones densas en areas pequefias; se
transfieren lotes de ostiones libremente, sin certificacion sanitaria, permitiendo la
introduccién de patdgenos; se modifican las 4reas de produccién y se cultivan en zonas
costeras aledafias a campos agricolas donde los fertilizantes y pesticidas eventualmente

llegan al mar (Lauckner, 1983).

Se presume que algunas de las principales mortalidades de Crassostrea gigas y otros
ostreidos registradas desde el siglo pasado las han causado agentes infecciosos como los
virus, bacterias, hongos, protozoos y metazoos (Tabla I); sin embargo, la causa de estas

mortalidades permanece como de origen desconocido.

Como se menciond, muchos paises han desarrollado su ostricultura con la introduccién de
Crassostrea gigas, ya sea sustituyendo a sus especies nativas o porque se carece de las
técnicas de produccion de estas especies. Estas actividades han traido consigo la
transferencia de patogenos, que aunada a la presencia de los patdgenos locales, al
inadecuado manejo en las granjas de cultivo, a los factores ambientales y a una mala

calidad de agua, causan los brotes de enfermedades.



-Tabla I. Principales mortalidades masivas de ostiéon (Crassostrea spp. y Ostrea spp.)

registradas a nivel mundial, distribucion geografica y posible causa.

Afio Especie Area geografica Causa de la mortalidad
1900- Crassostrea Canada (golfo de St. Enfermedad de 1a Bahia de
1957 virginica Lawrence) Malpeque, desconocida
1915 Crassostrea gigas Japon (Bahia Desconocida
Kanasawa)
1919- Ostrea edulis Europa Desconocida
1923
1927- C. gigas Japon (Peninsula de  Desconocida
1937 Miura)
1930 O.edulis, Europa Enfermedad de la concha,
C. angulata Ostracoblabe implexa
1940- C. virginica Estados Unidos Apicomplexa Perkinsus marinus
presente (Golfo de México)
1945- C. gigas Japon (Bahia de Desconocida (probablemente por
1955 Hiroshima) causa de infeccion bacteriana)
1957- C. virginica Estados Unidos Haplosporidio Haplosporidium
presente (costa del Atlantico) nelsoni, H. costale
1961 C. gigas Japén (Bahia Desconocida (probablemente
Matsushima) factores ambientales y
fisiolégicos)
1963- C. gigas Estados Unidos Desconocida (probablemente
1969 (Costa del Pacifico) infeccion bacteriana)
1967- C. angulata, Francia Enfermedad de las branquias,
1977 C.gigas iridovirus
(posteriomente)
1968- Saccostrea Australia Paramyixea Marteilia sydneyi
Presente ~ glomerata
1968- O.edulis Europa Paramyixea Marteilia refringens
presente
1970- C. gigas Francia Infeccion Hemocitica Viral,
1973 iridovirus
1979- O. edulis Europa Ascetospora Bonamia ostreae
presente
1993 C. gigas Estados Unidos Desconocida




Las enfermedades ocasionan pérdidas significativas en la produccién acuicola, lo que
limita su desarrollo socioeconémico. Ejemplo de ello lo tenemos en el cultivo del ostion
ameticano (Crassostrea virginica), que en Louisiana (EUA) se colapsé en 1940 a causa de
una enfermedad letal conocida como “Enfermedad del Dermo” ocasionada por Perkinsus

marinus, cuyas pérdidas en la produccion fueron cercanas al 90%.

La Organizacién Mundial de Salud Animal (antes conocida como Oficina Internacional de
Epizootias, OIE), organismo intergubernamental creado en 1924 para garantizar la sanidad
animal en el 4mbito mundial, considera cinco enfermedades en el ostion (Ostrea spp.,
Crassostrea spp. y Saccostrea glomerata) sujetas a declaracién obligatoria, debido a su
importancia socioecondmica o de salud publica y que tienen repercusiones en el comercio
internacional de animales acuaticos. Estas enfermedades son: Bonamiosis (Bonamia
ostreae, Bomamia exitiosa), Haplosporidiosis (Haplosporidium nelsoni), Marteiliosis
(Marteilia refringens), Microcitosis (Mikrocytos mackini) y Perkinsosis (Perkinsus

marinus, P. olseni)

No hay que obviar el hecho de que, en muchas ocasiones, las enfermedades que no se
informan a la OIE tienen un mayor impacto negativo en la produccion acuicola (OIE, 2005
y Subashinge et al., 2001). Como ejemplo se tienen las mortalidades masivas que se
presentaron entre 1996 y 1997 en los cultivos de la ostra perlera (Pinctada fucata

martensii) en Japon, a causa de un agente viral aun no descrito (Miyasaki et al., 1999).

En nuestro pais, la normatividad sanitaria para el caso del ostién, se basa principalmente en
la reglamentacién decretada a nivel mundial. En este sentido, las normas NOM-010-PESC-
1993 y NOM-011-PESC-1994 establecen los requisitos sanitarios, aplicacion de
cuarentenas y prevencién de enfermedades para la importacion de organismos acuaticos

vivos destinados para la acuacultura.

Para los efectos de las normas antes mencionadas, se definen como “Enfermedades
Certificables” aquellas de alto riesgo, contenidas en las regulaciones internacionales que se

mencionaron antes, principalmente las que no tienen tratamiento actual conocido o que son



de muy dificil control y que incluyen: Enfermedad del velo del ostion (EVO), enfermedad

viral del tipo Herpes y enfermedad viral de las branquias causada por Iridovirus.

La normatividad internacional y nacional mencionadas regulan la importacion y
exportacion de organismos acuaticos con la finalidad de evitar el riesgo de propagacion de

parasitos y enfermedades.
1.4. Mortalidades inusuales de Crassostrea gigas en el Noroeste de México

Durante 1997 se presentaron mortalidades inusuales en los cultivos del ostion japonés
Crassostrea gigas de la zona central de la costa del estado de Sonora. Posteriormente se
presentaron en Baja California Sur y finalmente en Baja California. En los tres estados se
alcanzaron porcentajes del 95% del total de la produccion. En 1998, las mortalidades se
repitieron, afectando a ostiones de todas las tallas y desde entonces, han sido recurrentes
afio con afio, aunque no tan elevadas (Héctor Gonzalez, com. pers.). Para octubre del 2004,
en el estado de Sonora se volvieron a presentar mortalidades en los cultivos de ostion, con
la misma intensidad que en 1997, lo que puso nuevamente en alerta al sector ostricola de

toda la region noroeste.

En su inicio, debido al impacto de estas mortalidades en los cultivos, se realizaron tres
reuniones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas y académicos para tratar de
determinar las causas y la forma de controlarlas. Las reuniones se realizaron en Sonora,
Baja California y Baja California Sur. Como resultado de estas reuniones se sugirieron
como posibles causas: a) altas temperaturas y condiciones ambientales inusuales
producidas por el fenémeno de “El Nifio” en 1997 y 1998; b) toxinas en el ambiente
producidas por microalgas; ¢) contaminacién; d) disponibilidad y calidad del alimento, y ¢)

patégenos o alguna accién conjunta de uno o mas de estos factores (Caceres et al., 2000).

Los anélisis que se han llevado a cabo hasta el momento, no han podido asociar estas
mortalidades con ninguna enfermedad conocida y sélo se mencionan, algunas alteraciones

en los tejidos, posiblemente relacionadas con condiciones de estrés (Foro Regional, 2000).
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La presente tesis realizada en el Laboratorio de Biologia y Patologia de Moluscos del
Departamento de Acuicultura del C.I.C.E.S.E. estd encaminada a buscar los agentes
patogenos del ostion Crassostrea gigas en la region Noroeste de México y su posible

asociacion con las mortalidades ocurridas.
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II. OBJETIVOS

II.1. Objetivo general

Identificar los agentes patdgenos que se encuentran en el ostion japonés, Crassostrea gigas,

cultivado en el Noroeste de México y su posible asociacion con los eventos de mortalidad.

IL.1.1. Objetivos particulares

1) Determinar la carga parasitaria del ostion Japonés en la Bahia de San Quintin y otras

localidades del Noroeste de México durante los eventos de mortalidad.

2) Determinar los dafios histoldgicos asociados con la presencia de los patogenos

encontrados durante los eventos de mortalidad a que se refiere el primer objetivo.

3) Asociar los agentes patogenos encontrados con los eventos de mortalidad.
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. MATERIALES Y METODOS

IL1. Areas de estudio
IIL1.1. Baja California

La Bahia de San Quintin y Laguna Manuela, se consideraron las dos zonas mas
importantes del cultivo de ostién, por la cantidad de empresas establecidas y por su

volumen de produccion.

La Bahia de San Quintin es una laguna costera localizada en la costa del Pacifico de Baja
California, entre los 30° 24’ y los 30° 30° de latitud N y los 115° 57* a 116° 01” de longitud
W (Fig. 3) (Lara-Lara et al., 1975). Esta formada por dos brazos: Bahia San Quintin con
otientacion hacia el este, con una longitud aproximada de 11 km y una profundidad de 13
metros en el canal principal, y Bahia Falsa, al oeste, con una longitud de 7 km y una
profundidad méxima, en el canal principal, de 7 metros; es en este brazo donde se localizan
los cultivos comerciales del ostién japonés (Lara-Lara et al., 1975). El efecto de la marea y
la circulacién inducida por el viento son los dos factores principales que controlan la
hidrodinidmica de la Bahia de San Quintin (Lara-Lara et al., 1975). La temperatura del agua
fluctua entre los 18 y 20°C, para el verano, y de 12 a 15°C en invierno (Alvarez-Borrego y
Alvarez-Borrego, 1982). En la Bahia se han establecido 21 empresas y su produccion es la

més importante del Estado (Héctor Gonzélez, com. pers.).

Laguna Manuela se encuentra entre las coordenadas 28° 12’ y 28° 17 de latitud Norte y
114° 06’ y 114° 07’ de longitud W, con una extension aproximada de 600 ha (Fig. 3). Con
un clima muy seco, la temperatura media anual superior a los 22°C, siendo 18°C la del mes
maés frio. Se caracteriza por presentar dos estaciones de lluvia, separadas por una corta
temporada seca en el verano y otra larga en la mitad fria del afio (noviembre a abril)
(Contreras, 1985). En esta laguna se encuentran dos empresas que s¢ han establecido ahi

entre otras cosas, por las condiciones pristinas de sus aguas.
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Figura. 3. Ubicacién de las zonas de muestreo en Bahia San Quintin y Laguna Manuela en
Baja California.

II1.1.2. Sonora

Este estado ha sido uno de los mas afectados por las mortalidades del ostién y se sitia entre
los 32° 29' y 26° 14' en su latitud Norte y entre los 108° 26" y 105° 02' en su latitud Oeste.
Limita al Norte con Estados Unidos de Norteamérica, al Sur con el Estado de Sinaloa, al
Este con Chihuahua y al Oeste con el Golfo de California y Baja California (Contreras,
1985).
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Debido a la extensiéon del Estado y diversidad de cuerpos lagunares, se.consideraron tres
zonas para este estudio, de acuerdo con la divisién que establecié el Comité de Sanidad
Acuicola del Estado de Sonora (COSAES), para atender a los productores en materia

sanitaria (Fig. 4):

Zona Norte (ZN), que comprende a los municipios de Puerto Pefiasco y Caborca, que
abarca un drea de marismas hipersalinas, ya que no tiene un aporte de agua dulce. Las

temperaturas en invierno son de 5 °C en invierno y en verano de 37 °C.

Zona Centro (ZC), comprende el municipio de Hermosillo, se caracteriza por ser una zona
costera de sedimento arenoso y lodo. Las temperaturas fluctian entre 19 °C en invierno y

39 °C en verano.

Zona Sur (ZS), con los municipios de San Ignacio Rio Muerto y Huatabampo, donde se
localiza el Estero de Agiabampo, laguna litoral con un cuerpo principal central que se
comunica con el Golfo de California a través de una boca y dos barras arenosas. En
términos generales es una laguna somera, aunque en algunas zonas del canal principal
alcanza profundidades de hasta 13 m. La temperatura anual es de 30°C, con la maxima de

35°C durante el verano y la minima de 10 °C en el invierno
IIT. 1.3 Laguna de la Palmita, Sinaloa

Se consider6 la Laguna de la Palmita en el Estado de Sinaloa, en donde el cultivo de ostién
es relativamente mds reciente y donde también se han registrado mortalidades. La laguna se
localiza entre los 25° 02 de latitud S y los 107° 37 y los 108° 04’ de longitud W,
pertenece al sistema lagunario “Bahfa de Altata Ensenada de Pabellones”, en el Municipio
de Navolato, Sinaloa (Fig. 5). La laguna tiene una profundidad promedio de 2.5 m durante
la marea baja y una salinidad que fluctia de 28 a 36 %o, con intervalos de temperatura de

18 a 25 °C (Contreras, 1985).
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Figura 4. Mapa de localizacion de las zonas de muestreo en el Estado de Sonora.
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Figura 5. Mapa de localizacion de la Bahia de Altata en el Estado de Sinaloa.
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IIL.2. Recoleccion de muestras

‘Durante este estudio se revisaron un total de 3028 ostiones. La recoleccion de organismos,
en las diferentes zonas estudiadas (Tabla II) se llevd a cabo durante los episodios de
mortalidad por el personal del COSAES y los productores, de acuerdo a las instrucciones

de recolecta (Apéndice I).
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En general para cada localidad se obtuvieron aproximadamente 10 organismos de talla
comercial y dependiendo del sistema de cultivo empleado en la zona, la recolecta se hizo
directamente en la sarta, en el costal o en la canasta. Dependiendo del estadio de vida

afectado por la mortalidad, se recolectaron organismos desde larvas, juveniles y adultos

(Fig. 2).

Los organismos recolectados en Bahia Falsa, B. C., se enviaron al Laboratorio de Biologia
y Patologia de Organismos Acuadticos del Departamento de Acuicultura del CICESE para
su andlisis. En el caso del Estado de Sonora, la recoleccion se hizo en colaboracion con el
COSAES vy las muestras se enviaron al Laboratorio de Patologia del Instituto de Sanidad
Acuicola, A. C. y para el caso del Estado de Sinaloa, el ostricultor contacto6 al Laboratorio

de Patologia del Instituto de Sanidad Acuicola, A. C.

Para el andlisis de la “semilla”, se obtuvieron muestras de dos laboratorios de produccion
de moluscos ubicados en Baja California y Sonora. El primero, corresponde a la empresa
MaxMar Mariscos, S. A. de C. V., localizada en Ensenada, B. C., y el segundo, al Instituto

de Acuacultura del Estado de Sonora, en Bahia de Kino, Sonora.
III.3. Técnicas de diagnéstico
IIL.3.1. Andlisis clinicos

Una vez en el laboratorio, los ostiones vivos se lavaron para eliminar los organismos
asociados, se midieron con una cinta métrica para registrar la talla y se abrieron para la
revision macroscopica del cuerpo blando, incluyendo las branquias. Se hicieron
observaciones de la apariencia de los tejidos en fresco, considerando su estructura,
coloracién, consistencia y olor, Se anot6 el grado de deterioro de las branquias de acuerdo
con la escala propuesta por Comps (1988) y modificada por Céceres-Martinez y Vasquez-
Yeomans (2003): branquia normal (BrN), branquia completa con margen dorsal apical
continuo sin mostrar deformacién; branquia ligeramente erosionada (BrLE), inflamacion

branquial media con ligeras erosiones en el margen dorsal apical de la branquia y; branquia
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erosionada o BrE, severa inflamacién branquial con hendiduras profundas en el margen de
la branquia, ademas de tejido necrosado (Figs. 6 y 7). Se estim6 la prevalencia (P) como el
porcentaje de los ejemplares afectados en la muestra y la intensidad (I) como el grado de

erosion estimado seglin la escala antes descrita.

Figura. 6. A) Lamelas branquiales de Crassostrea gigas sano, la coloracién y apariencia
del animal denotan su condicién saludable y el borde ventral de las lamelas es uniforme o
“normal (BrN). B) Lamelas branquiales erosionadas (BrE) en un ejemplar afectado, la
consistencia de las demibranquias es flacida. C) Acercamiento de lamelas branquiales
erosionadas mostrando las hendiduras o borde aserrado en la identacién marginal.

Las semillas provenientes de los laboratorios de produccion fueron analizadas bajo el

microscopio estereoscopico. Se revisé la movilidad, estructura del cilio y velo.

Las secciones del tejido branquial con erosiones se almacenaron a -20°C o se preservaron
en etanol al 96%, para su analisis con técnicas moleculares. En algunos casos, se realizaron
frotis de tejido branquial y de glandula digestiva que se observaron al microscopio 6ptico

para la buisqueda de parésitos y su posible aislamiento.
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Figura 7. Esquema del ostion Crassostrea gigas, después de quitar la valva derecha,
mostrando los ejes dorsal y ventral, manto izquierdo y manto derecho recogido para
mostrar las branquias. También se muestra una de las lamelas de una demibranquia para
ubicar la zona de la erosién branquial en el eje ventral (modificado de Brun et al., 1999).

IIL.3.2. Andlisis histopatologico

Después del analisis clinico, cada ostién se fij6 individualmente con liquido Davidson, en
una relacion de volumen de 1:5 (ver apéndice II). La fijacién fue por 24 horas (Shaw y
Battle, 1957), para posteriormente cortar una seccién transversal del cuerpo blando de
aproximadamente 5 mm. El corte incluy6 el manto, glandula digestiva, rifiones, gonada y

branquias (Fig. 8).

Los tejidos se colocaron en un casete histologico y se depositaron en un frasco de 1 litro
con una soluciéon Davidson conservante, mientras se iniciaba con la deshidratacion e
inclusién en parafina (ver apéndice III). Para la deshidratacién, los casetes con los tejidos
se colocaron en un procesador automatico de tejidos, con cambios graduales de etanol

(70% hasta alcohol absoluto) y se incluyeron en parafina utilizando un incluidor.
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Figura 8. Corte transversal del ostion donde se muestran sus 6rganos internos.

Los cortes histoldgicos se hicieron en un microtomo (marca American Optical) a 5
micrometros de espesor y se colocaron en portaobjetos, que se tifieron con la técnica de

hematoxilina-eosina-floxina (Shaw y Battle, 1957) (ver apéndice IV).

Las laminillas histologicas se revisaron bajo un microscopio Optico (marca Carl Zeiss),
para la blisqueda de parasitos, células polimérficas y cuerpos de inclusién, asi como los
dafios asociados por la presencia de dichos parasitos. La revision de las muestras se hizo
con los objetivos de 20x, 40x y 100x, de forma sistematica realizando un barrido en forma

de zigzag longitudinal a la posicién del corte.
II1.3.3. Andlisis por Microscopia Electronica de Transmision

De las muestras seleccionadas a partir de los analisis clinicos llevados a cabo en el 2000, en

la localidad de Bahia San Quintin (Bahia Falsa, B. C.), se obtuvieron pequefias secciones



24

del tejido branquial, de aproximadamente 1 mm?’, que abarcaron secciones de la branquia
erosionada. El tejido se colocé en tubos para microcentrifuga de 1.6 ml y se fijaron
inmediatamente en glutaraldehido al 2.5%, preparado en cacodilato de sodio 0.2 M

(solucién amortiguadora, pH 7.2) por un tiempo de 3 horas a 4°C.

Después de la fijacion, los tejidos se lavaron con 1.5 ml de la solucién amortiguadora de
cacodilato de sodio 0.2 M (pH 7.2), por 10 a 12 horas, manteniendo la temperatura a 4°C; y
posteriormente se procedio a la postfijacion con tetradxido de osmio al 2% en cacodilato de

sodio 0.2 M, de 2 a 3 horas a la misma temperatura.

Los tejidos se deshidrataron en etanol, con cambios graduales del 70% hasta el 100% y
6xido de propileno y se incluyeron en resina Epon. Los cortes, de 90 nm, se tifieron con
acetato de uranilo al 5% por 30 minutos y se observaron en un microscopio electrénico de
transmisién a 75 kV. La deshidratacion, los cortes en ultramicrotomo y la observacion al
microscopio, se llevaron a cabo por el personal técnico del Instituto de Investigaciones

Marinas en Vigo, Espaiia.
II1.3.4. Andlisis bacteriologico

Los andlisis histologicos preliminares y los de Microscopia Electronica de Transmisién
(MET) de tejido branquial erosionado, mostraron ocasionalmente la presencia de bacterias,
por tal motivo se hizo un estudio dirigido a identificar las bacterias asociadas a las
erosiones branquiales, durante un episodio de mortalidad, mismo que ocurrié en julio de
2002, en la localidad de Bahia Falsa, B. C. Se recolectaron 70 ostiones juveniles, con una
talla promedio de 4.5 ¢cm, de los cuales, se eligieron 10 para el andlisis, por estar vivos y

presentar las erosiones branquiales.

Una vez en el laboratorio, los ostiones se lavaron para eliminar los organismos asociados,
se midieron con una cinta métrica para registrar la talla y se lavaron nuevamente con agua
de mar estéril. Bajo condiciones asépticas se abrieron y se obtuvieron 5 gramos de tejido de

las branquias erosionadas.
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El tejido se homogeneiz6, agregando 1 ml de agua de mar estéril, en un mortero de
porcelana estéril. Se colocéd 1 ml del homogeneizado en un tubo de ensaye con 9 ml de
agua de mar filtrada y esterilizada en autoclave (dilucién 1:10) y de ahi se hicieron
subsecuentes diluciones (1:100, 1:1000 y 1:10000). Se sembraron 10 pL de la ultima
dilucién en placas con medio de cultivo Zobell (Gibco) y se incubaron a 26 °C por 48

horas.

Las colonias bacterianas que se desarrollaron en esta primera inoculacion se aislaron por el
método de estria en diferentes placas con medio Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS)
y Agar Marino; el aislamiento se continué hasta obtener un solo tipo de colonia, basandose
en una revision macroscopica que incluyé la morfologia colonial, coloracion, tipo de

crecimiento y la consistencia de la colonia (Bergey’s Manual, 1993).

La caracterizacion fenotipica se realizé con pruebas convencionales (morfologia colonial,
tincion de Gram y movilidad, crecimiento en medio selectivo, sensibilidad al agente
vibriostatico 0/129 y crecimiento a las salinidades 3%o y 6%o) y para la caracterizacion
bioquimica con las pruebas de citrocromo oxidasa y catalasa, fermentacion de la glucosa y
el sistema de identificacién rapida API20NE (BioM¢érieux) siguiendo las instrucciones del

fabricante, modificando la solucion de dilucién con agua de mar estéril.

Una vez que las bacterias se aislaron e identificaron se preservaron a -20°C siguiendo la

metodologia propuesta por Sambrook y Russell (2001).

II1.3.5. Deteccidn del Herpesvirus por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

En un segundo anélisis mas detallado del tejido branquial, utilizando MET, se observo la
presencia de un virus tipo Herpes en los ostiones revisados para el andlisis bacteriolégico
(Vasquez-Yeomans ef al., 2004a). A partir de este resultado se procedi6 con la deteccion

del virus a nivel molecular.
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I1L.3.5.1. Extraccién y purificacién de ADN genémico a partir de tejido branquial.

Se utilizaron las muestras de tejido branquial recolectadas del 2000 al 2004 y que fueron
previamente preservadas a -20°C o en etanol al 96%; para el 2005 el tejido branquial estuvo
fresco. En todos los casos se pesaron exactamente 100 mg de tejido en una balanza

analitica (marca Oahus Adventure con resolucion de = 1 mg).

El tejido se homogeneiz6 manualmente en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.6 mL
utilizando un pistilo estéril. Posteriormente se agregaron 500 pL de amortiguador Tris-
EDTA pH 8.0 estéril, 100 pg de proteinasa K (10 mg/mL) y se incub6 30 minutos a 37°C.
Después de ese tiempo, se agregd 500 pL del reactivo comercial DNAzol® siguiendo el
protocolo del fabricante (Research Molecular Center), con la modificacion de
Chomezynski et al. (1997) donde se agregaron 240 pg de ribonucleasa pancredtica A (60
mg/mL). El tubo se dejo incubando 10 minutos a 37°C. Después de ese tiempo se
centrifugd 10 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente en una microcentrifuga (Eppendorf

5317C), para precipitar el tejido degradado.

Se transfirieron 800 pL del sobrenadante a un tubo estéril y se agregaron 400 pL de
cloroformo 99%, se mezcld por 20 segundos y se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm. Se
transfirieron, cuidadosamente, 600 pL del sobrenadante a otro tubo estéril y se agregé 800
L de isopropanol 99.9% (-20°C) que se mezcl6 por inversién y se dejo 12 horas en el
congelador para precipitar el ADN. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugé por 10

min a 14,000 rpm.

El sobrenadante se eliminé por decantaciéon y el ADN precipitado se lavoé dos veces con
500 pL de etanol al 70%. Después se centrifugé por 10 min a 14,000 rpm y de nueva
cuenta el sobrenadante se eliminé por decantacién. E1 ADN precipitado se secé en una
estufa a 37°C para eliminar restos de etanol, por un tiempo no mayor a 20 minutos.
Posteriormente, el ADN se resuspendié en 100 pL. de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0

estéril.
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El ADN gen6mico se detecté por medio de la técnica de electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1.0%. Se mezclaron 5 uL del ADN resuspendido con 1 pL de colorantes de
carga 5X (xilencianol y azul de bromofenol en Ficoll). Como referencia se utilizé un

marcador de peso molecular de 0.1 a 2 Kpb (Invitrogen) a una concentracion de 1 pg/pl.

A la cdmara de electroforesis se le agregé suficiente amortiguador TBE 1X para cubrir el
gel y se aplicaron 100 voltios por espacio de una hora. Una vez realizada la electroforesis,
se tifi6 el gel utilizando una soluciéon de bromuro de etidio (1 pg/ml) por un tiempo de 5
minutos. Después de ese tiempo, se enjuagd el gel con agua destilada y se detectd bajo

iluminacion ultravioleta (Bromuro de etidio: Aecitacion = 302 nm, Aemisisn = 590 nm).

La concentracién de ADN se determind utilizando un espectrofotémetro UV a 260 nm.
Cada dilucién se realizé por duplicado, se tomé 1 uL de ADN mas 49 ul de agua grado
biologia molecular. El rendimiento del método fue de 5 - 25 ng de ADN genémico total por

cada mg de tejido branquial (Azepns0 ~ 1.86 —2.03).
II1.3.5.2. Preparacion de la Reaccion de PCR.

Se utilizaron los oligonucledtidos C2 (5’-CTC-TTT-ACC-ATG-AAG-ATA-CCC-ACC-3’)
y C6 (5’-GTG-CAC-GGC-TTA-CCA-TTT-TT-3), los cuales amplifican un fragmento de
730 pb. Ambos oligonucle6tidos hibridan en una regién del genoma que codifica para dos
proteinas de funcién desconocida. Las mezclas de PCR fueron de 25 pL utilizando todos
los componentes de Hoffman-La Roche. Las concentraciones de los componentes fueron
las Siguientes: dNTP 50 uM, 100 ng de cada primer, MgCly 2.5 mM y 2.5 U de Tag DNA
polimerasa (Renault et al., 2000). La reaccion de PCR se realizé en un termociclador

Apollo (marca Continental Lab Products).

Las condiciones de amplificacion estan descritas en el articulo de Renault ef al. (2000) con
una modificacion en la temperatura de alineamiento, y resumiendo fueron las siguientes:
Desnaturalizacién inicial a 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1 min., 55 °C por 1

min. y 72 °C por 1 min.; extension final de 72°C por 5 min.
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IIL.3.6. Deteccion del Protozoario Esporulado X (PEX) por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Durante los 0ltimos muestreos del 2004, se empezaron a detectar por histologia algunos
protozoarios en la glandula digestiva y en las branquias que por sus caracteristicas
morfolégicas, presentaban cierta similitud con Marteilia spp., pero también ciertas
diferencias (liberacion de esporas o microcélulas), se denomind Protozoario Esporulado X
o PEX en tanto se confirmaba su identidad por anélisis de acidos nucleicos por medio de la

técnica de PCR y usando los iniciadores recomendados por la OIE.

ITL.3.6.1. Extraccion y Purificacién de ADN genémico a partir de tejido de glindula
digestiva, branquia y extractos semi-purificados.

La extraccion de ADN se hizo a partir de un frotis en fresco de tejido branquial y de la
glandula digestiva. El procedimiento de extraccién es el mismo que se describié para el
tejido branquial, aunque antes de precipitar el ADN con Isopropanol se agregé 1 ul de
glicogeno (1 uL por cada mL de fase acuosa) con la finalidad de obtener la mayor cantidad
posible de ADN. Por otro lado, los semipurificados se consiguieron a partir de diferentes

técnicas, mismas que se mencionan en la Tabla III.

La concentracion de ADN genémico total para la glandula digestiva y del PEX semi-
purificado se determiné utilizando un espectrofotometro UV a 260 nm. Cada dilucion se
realizé por duplicado, se tom6 1 pL de ADN mads 49 uL de agua grado biologia molecular.
Para glandula digestiva, el rendimiento del método fue de 30 a 50 ng de ADN genomico
total por cada mg de tejido (Aagonso ~ 1.89 — 2.04). Para el semi-purificado del PEX el
rendimiento fue de 4.0 a 1.5 ng de ADN gendmico total por cada mg de PEX (Azsor280 ~
1.69 —2.38).

II1.3.6.2. Preparacion de la Reacciéon de PCR.

Se utilizaron los oligonucledtidos ITS1-4 (5'-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3) e
ITS1-5 (5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3"), los cuales amplifican un fragmento
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de 411 pb. Las reacciones para PCR fueron de 25 pL utilizando todos los componentes de
Hoffman-La Roche. Las concentraciones de los componentes fueron las siguientes: ANTP
50 uM, 100 ng de cada primer, MgCl, 2.0 mM y 1 U de Tag DNA polimerasa (Le Roux ef
al., 1999). La reaccion de PCR se realizé en el termociclador Apollo (marca Continental

Lab Products).

Tabla III. Condiciones de semi-purificacion del Protozoario Esporulado X (PEX).

Tejido Método Tiempo
Branquia Centrifugado a 8,000 rpm. 3 minutos
Glandula digestiva Centrifugado a 8,000 rpm. 3 minutos
Branquia Filtrado a 25 pm. Centrifugado a 5,000 rpm. 3 minutos
Glandula digestiva Filtrado a 25 pm. Centrifugado a 5,000 rpm. 3 minutos
Branquia Macerado en mortero. Centrifugado a 5,000 rpm. 3 minutos
Glandula digestiva Macerado en mortero. Centrifugado a 5,000 rpm. 3 minutos
Branquia Tejido sin macerar. Centrifugado a 5,000 rpm. 3 minutos
Branquia Macerado en mortero y observado bajo el

microscopio de epifluorescencia.
Branquia Tejido retenido en el filtro de 25 pm.
Glandula digestiva Tejido retenido en el filtro de 25 pm.

Las condiciones de amplificacion estén descritas en el articulo de Le Roux et al. (1999) y
resumiendo fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos
de 94 °C por 1 min., 55 °C por 1 min. y 72 °C por 1 min.; extension final de 72°C por 10

min.

En todas las reacciones realizadas se incluyé un control positivo (ADN gendmico de
mejillon Mytilus galloprovincialis extraido del tejido de glandula digestiva infectado con
Marteilia refringens y donado por el Dr. Antonio Figueras del IIM de Espafia) y un control

negativo consistente en agua estéril.
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Los productos de PCR se detectaron por medio de la técnica de electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1.0%. Se aplico una carga de 100 voltios por 1 h y el gel fue tefiido con
una solucién de bromuro de etidio (1 pg/ml). Como referencia se utilizé el marcador de

peso molecular de 0.1 a 2 Kpb (Invitrogen) a una concentracion de 1 pg/pL.
I11.3.7. Andlisis estadistico.

En los casos en que fue posible, por la naturaleza de los datos, se hizo una comparacién

estadistica, se realizaron analisis no paramétricos de Kruskal-Wallis y Dunkan (Zar, 1984).
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IV. RESULTADOS

IV.1. Analisis clinicos

Las tallas de los organismos revisados se agruparon por rangos. En Baja California, las
tallas fueron de 3.3 cm hasta 17.5 cm, en Sonora las tallas fueron de 3.0 a 13.7 cm,
mientras que en Sinaloa el intervalo fue de 4.6 cm a 11.8 cm. Con relacién a los
laboratorios de produccion de semilla de ostion, las tallas fueron de 250 micrémetros a 6

mm (larvas y semilla) para Baja California y de 0.5 cm a 3.0 cm (semilla) en Sonora.

En general, para las tres areas estudiadas (Baja California, Sonora y Sinaloa), las erosiones
branquiales (Figs. 6 y 7) se encontraron en ostiones de todas las tallas en el intervalo de 5.1
a 7.0 cm se localizaron las prevalencias mas altas (83% en Baja California y 100% en
Sonora). También, en los ostiones de esa talla se tienen los porcentajes mas elevados de
branquias erosionadas (BrE), 42% y 70% para Baja California y Sonora, respectivamente
(Figs. 10A y 10B). La semilla proveniente de los laboratorios de produccion no mostr6

anormalidades aparentes.

1IV.1.1. Baja California.

El 34% de los ostiones revisados mostraron branquias ligeramente erosionadas (BrLE),
caracterizadas por un tenue engrosamiento en la zona apical. En el mes de agosto de 2002,
en la localidad de Laguna Manuela, todos los ostiones analizados tenian las branquias
normales, con sus margenes continuos y sin deformaciones. Por otro lado, en la localidad
de Bahia San Quinti, para ese mismo afio (julio), se detecté el mayor grado de erosion
branquial. No se observaron pustulas, ampollas u otras deformidades diferentes a las

erosiones.
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Figura. 10. Prevalencia e Intensidad de las erosiones branquiales por intervalo de tallas

(cm) en los ostiones de A) Baja California y B) Sonora.
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IV.1.2. Sonora.

Durante el periodo estudiado, las erosiones branquiales se encontraron en el 81% de los
ostiones revisados, con prevalencias desde 40 hasta el 100% y con diferencias
significativas en los meses (Kruskal-Wallis H=56.7, 10 g.1. P= <0.001). En enero y febrero
aumenta la prevalencia, disminuye en marzo y se incrementa nuevamente en abril, donde

permanece mas o menos estable a partir del mes de mayo, alcanzando su maximo en agosto
(Fig. 11).
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Figura. 11. Prevalencia e Intensidad de las erosiones branquiales en los ostiones revisados

durante el periodo estudiado en el estado de Sonora. Con las flechas se indican episodios de
mortalidad.

Con respecto a la intensidad, el porcentaje de ostiones con branquias ligeramente
erosionadas (BrLE) alcanzaron su méximo (100%) en los meses de abril y mayo,

disminuyendo de junio hasta agosto, con un minimo en el mes de noviembre (33%). Lo
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- contrario ocurrié con los ostiones con branquias erosionadas (B1E), éstos no se observaron
en los meses de abril y mayo, alcanzando sus valores maés altos de intensidad en
noviembre. En general, con prevalencias superiores al 80%, los ostiones mostraron

erosiones severas en las branquias (BrE) y coincidieron con la estacién de verano-otofio
(Fig. 11).

De las diferentes zonas del estado en la zona norte se presentan las prevalencias mas altas y
constantes, entre el 98% y el 100% desde junio hasta noviembre (Fig. 12) y de igual
manera, es en esta zona donde los organismos presentaron el mayor dafio en las branquias,
con erosiones muy profundas, engrosadas en el borde apical y con tejido necrosado (Fig. 6
¥ 7). En algunos casos, las lamelas branquiales tenfan una coloracion negruzeca en su parte

distal, con una consistencia flacida, por lo que se rasgaron facilmente.

Zona Norte

Prevalencia %

Intensidad%

W &

Figura 12. Prevalencia e Intensidad de las erosiones branquiales en la Zona Norte del
estado de Sonora, durante el periodo de estudio.

En la zona sur del Estado se encontraron los ostiones menos afectados por dafios en las

branquias, con aproximadamente el 70% del total de organismos con erosiones ligeras. Sin
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embargo, estas erosiones fueron constantes con prevalencias del 90 al 100%, desde mayo a

noviembre (Fig. 13).
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Figura 13. Prevalencia e Intensidad de las erosiones branquiales en la Zona Sur del estado
de Sonora, durante el periodo de estudio.

Por otro lado, la zona centro mostr6 las minimas prevalencias en marzo y abril con 10% y
32%, respectivamente (Fig. 14), pero con mayor grado de erosion branquial que en la zona
sur. En este caso, la mayoria de los organismos mostraron inflamacion branquial Ligera
(BrLE) y no se observaron pustulas, ampollas u otras deformidades diferentes a las

erosiones.

Si bien las graficas 12 a la 14 muestran la tendencia descrita anteriormente, el analisis
estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis mostrd que las diferencias entre zonas no son

significativas (H=1.04, 2 g.1., P=0.59).
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Figura 14. Prevalencia e Intensidad de las erosiones branquiales en la Zona Centro del
estado de Sonora, durante el periodo de estudio.

IV.1.3. Sinaloa.

Para el area de cultivo de la Laguna de la Palmita, todos los ostiones revisados, tanto
adultos (talla promedio de 11.3 cm) como juveniles (talla promedio de 4.5 cm), tenfan
erosiones branquiales con una prevalencia del 53 al 60%. En los ostiones adultos el 100%
de intensidad correspondié a branquias ligeramente erosionadas (BrLE), mientras que en
los juveniles, se encontré un 67% de intensidad en branquias ligeramente erosionadas

(BrLE) y un 13% de intensidad de branquias erosionadas (BrE).

En la zona del Conchalito, se tuvo una prevalencia del 74% de ostiones con branquias
erosionadas, de éstos el 88% tuvieron branquias ligeramente erosionadas (BrLE) y el 13%

restante branquias erosionadas (BrE).



38

IV.2. Analisis histopatologico

En un ostién sano la identacién marginal y el canal marginal son uniformes y se
corresponden con la figura 6a del andlisis en fresco. A su vez, a nivel histologico, la
estructura de los filamentos es uniforme con terminales alargadas, también uniformes, que
forman la identacion marginal, se observa abundante secrecién de mucus
(mucopolisacaridos) por los mucositos (Mc) en el epitelio apical y las camaras de agua
(Ca) son amplias (Fig. 15A). En el tejido de una demibranquia ligeramente erosionada
(BrLE) se observa un acortamiento de los filamentos centrales y una torsién hacia el centro
del resto de los filamentos que macroscopicamente cotresponde a una hendidura de la
erosion (Fig. 6). También se aprecia una fusion de las terminales del filamento y una
acumulacién de hemocitos en los filamentos erosionados donde se hace evidente una
inflamacién, perdiéndose la arquitectura normal del tejido y ademds destruccion celular

(necrosis) (Fig. 15D).

Con un mayor aumento, en un ostion sano (Fig. 15C), se observan las terminales del
filamento alargadas, separadas entre si y uniformes, hay una cantidad normal de hemocitos
y las camaras de agua son amplias. Contrario a esto, en un ostién con demibranquias
ligeramente erosionadas (BrLE) (Fig. 15D), se observa acortamiento de las terminales
apicales del filamento, fusién de las mismas y disminucién o pérdida de las camaras de
agua. A mayor aumento, es evidente la fusion de las terminales de los filamentos (Fig.
15F), inflamacién del epitelio por la acumulacién de hemocitos, con la consiguiente
pérdida de la estructura original (Fig. 15E), que en un ostién sano, se caracteriza por poseer

un epitelio apical delgado con células mucosas y cilios en buen estado.
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Figura 15. A) Comparacién histolégica de lamelas branquiales de Crassosirea gigas sano
(A, C, E) y afectado por erosion branquial ligera (BrLE) (B, D, E). A) Vista general de 8
filamentos (f) con cédmaras de agua amplias (Ca) y terminaciones normales (identacion
marginal) que macroscopicamente corresponden a un borde dorsal uniforme. B) Vista
general de 9 filamentos, se aprecia la torcion de los mismos hacia el centro y el
acortamiento en los filamentos centrales (3, 4, 5), se muestra una infiltracién de hemocitos
(Ih). Estos cambios corresponden macroscopicamente a un borde ligeramente erosionado.
En C y D con mayor aumento, en C se aprecian los filamentos delgados, una acumulacién
ligera de hemocitos y las camaras de agua (Ca) amplias. En D, hay un acortamiento y
engrosamiento de las terminales del filamento 4, en el 3 hay una acumulacién y fusion de
las terminales asi como infiltracién de hemocitos (Th) que es mas aguda en 2 y en 1 se ha
perdido la estructura de la zona apical del filamento y hay necrosis. E) se observan las
terminales de los filamentos (Tf) normales con mucositos (Mc) y estructura normal. F) ya
hay fusién y engrosamiento de las terminales de los filamentos, caracteristicos de una
erosion ligera (BrLE). Cortes a 5 pm. Tincion HE.
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En un ejemplar con branquias erosionadas, los cambios son mas conspicuos, se observa
una inflamacion severa y la destruccion del tejido (necrosis), los filamentos se fusionan por
completo y se van acortando por la pérdida de tejido. Hay vacuolarizacion y se observan

abundantes células con niicleos picnéticos (Figs. 16A-D).

Figura. 16. Lamelas dorsales branquiales erosionadas de Crassostrea gigas. A) Vista
panoramica en donde se han fusionado los filamentos (F) 1, 2, 3 y 4, las terminales de los
filamentos 5, 6 y 7 estan en proceso de degeneracion. En B se observa la infiltracion de
hemocitos (Ih) y destruccién de la estructura normal del borde branquial (Necrosis). La
imagen en C muestra la infiltracién de hemocitos (inflamacién) y la obstruccion del seno
hemolinfatico de los filamentos (Sh), asi como picnosis nuclear (P) y figuras mitdticas. En
D se aprecia el borde del filamento totalmente inflamado y degenerado con abundantes
vacuolas (V). Cortes a 5 um. Tincién HE.

En un corte transversal de una demibranquia erosionada se observa la fusion de las plicas,
la pérdida de las camaras de agua (Ca) y tubos de agua (Ta) y la pérdida de la estructura del
tejido (Fig. 17).
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Figura 17. Corte transversal de un filamento erosionado en donde se aprecian las plicas
normales (Pn) y plicas fusionadas (Pf) en la zona apical donde también hay una fuerte
infiltracién de hemocitos y deformacién del tejido, las juntas interlaminares (Ji) estan
deformadas. Los tubos de agua (Ta) en la zona afectada han desaparecido o se han
reducido, Mientras que en la zona normal, los tubos de agua son amplios y normales (Tan)
y las juntas interlaminares se ven normales (Ji). Corte a 5 pm. Tincion HE.

IV.3. Anilisis histolégico de otras lesiones en las branquias.

En un organismo se observaron focos de desatrollo bacteriano en el seno de la hemolinfa
del filamento de la plica (Fig. 18). El desarrollo bacteriano fue importante pero no se
observd activacion de los mecanismos de defensa del ostion (infiltracion hemocitaria).
Tampoco se observaron erosiones externas de la plica o el filamento aunque las paredes del

seno de hemolinfa se ven destruidas.
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Figura 18. Bacterias en Crassostrea gigas. A) Foco de un desarrollo de bacterias en el seno
de la hemolinfa (Sh) del filamento de la plica (P) en la demibranquia (vista transversal). B)
Ampliacién del foco de desarrollo de bacterias donde se aprecia la destruccién del tejido
(Dt) pero no se aprecia reaccion del hospedero. C) Acercamiento de bacterias con reaccién
de tincion granulosa (B). No se aprecia erosion branquial. Corte a 5 pm. Tincion HE.

IV.4. Carga parasitaria.
1V.4.1 Hipertrofia gameftocitica viral.

El andlisis del tejido gonadal permitié detectar caracteristicas celulares que indican
hipertrofia gametocitica, es decir, células reproductivas hipertrofiadas asociadas a una

reaccion hemocitaria por parte del hospedero (Fig. 19 A-D).
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Figura 19. Tejido gonadal de Crassostrea gigas adulto infectado con HGV. A) Imagen
panordmica de la génada de una hembra madura en donde se aprecia un ovocito
hipertrofiado (Oi) y una reaccién hemocitaria a su alrededor, el resto de los ovocitos
maduros se observan en buen estado. B) Acercamiento del ovocito hipertrofiado y rodeado
por hemocitos (He), en el ovocito se aprecia acumulacién de cromatina (Cr),
presumiblemente asociada a la presencia del papilomavirus C) Imagen panoramica de la
gonada de un macho en proceso de reabsorcion, en donde se aprecia un espermatocito
hipertrofiado (Ei). D) Acercamiento del espermatocito hipertrofiado en donde también se
aprecia una reaccién hemocitaria. Las espermétidas (E) en el foliculo estin proceso de
reabsorcidn. Corte a Spm. Tincién HE.

IV4.2. Protozoos.

Se encontraron tricodinas en los canales de agua de las branquias, en el epitelio marginal y
en el epitelio del manto, sin evidencias de alteraciones en los tejidos (Fig. 20 A-B).
También se encontraron ciliados tipo Ancistrocoma en el limen de los diverticulos
digestivos y entre las células epiteliales columnares ciliadas, comprimiéndolas hacia los
Jados, no se observo reaccion hemocitaria por parte del hospedero (Fig. 21 A-B). A partir
de noviembre de 2004 se detecté un protozoario parecido a Marteilia sp., en una fase de

esporulacién. Este protozoario libera microcélulas o esporas individuales en el lumen del
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estomago -e intestino; se aloja principalmente en las células epiteliales de la glandula
digestiva, en donde se asocia con secreciones de mucopolisacdridos e hiperplasia del tejido.
En las branquias y el manto, se observaron células con abundantes secreciones de
mucopolisacaridos asi como formas esporuladas del parasito. Sin embargo, como se vera
mas adelante, la identificacion con pruebas de ADN no ha sido concluyente y hace falta
secuenciar su ADN para corroborar su identidad; adicionalmente, la presencia de
microcélulas también lo diferencian de Marteilia sp. o representan una forma atipica de

este parésito (Fig. 22).

Figura 20. A) Imagen panordmica de un filamento branquial de Crassostrea gigas en donde
se aprecian tricodinas (T) dentro de los tubos de agua. B) Tricodinas adheridas a células
epiteliales del manto. Cortes a 5um. Tincion HE.

Figura 21. Ciliados tipo Ancistrocoma en el tubo digestivo de Crassostrea gigas. A)
ciliado en el lumen del diverticulo digestivo. B) ciliado entre las células epiteliales del
epitelio columnar de un diverticulo digestivo en donde se aprecia la compresion de las
células adyacentes. Corte a Spm. Tincién HE.
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Figura 22. A) Protozoario esporulado X (PEX) en intestino de Crassostrea gigas adulto en
donde se aprecia entre las células epiteliales columnares ciliadas una estructura ovoide con
unas 30 microcélulas o esporas, que podrian representar una forma atipica de Marteilia sp.
B) Ducto digestivo donde se aprecian cuatro estructuras tipo esporonte parecidas a
Marteilia sp. entre las células epiteliales columnares. Corte a 5pm. Tincion HE.

IV.4.3. Metazoos.

Se encontraron diversos metazoos encapsulados en el tejido conectivo del ostién Japonés
(Tabla IV y Fig. 23), el grado de destruccién de estos organismos por los fagocitos del
hospedero impidieron su identificacion. S6lo se observaron restos de estructuras quitinosas
propias de los crustaceos, presumiblemente copépodos y acaros. En algunos casos, la
presencia del metazoo result6 en una inflamacion severa y en la destruccion del tejido (Fig.
23C). En otros, los metazoos se introdujeron en el tracto digestivo o en los foliculos

reproductivos, obstruyendo dichos tejidos (Fig. 23B).
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Tabla IV. Carga parasitaria del ostion Japonés Crassostrea gigas cultivado en las
diferentes localidades estudiadas. Se indica el tejido afectado y la severidad del dafio.

Aio Origen Parasito Tejido afectado Daiio
Feb-2005 Baja California Trematodos Manto. Moderado
Tricodinas Branquias. Nulo
Sonora Metazoo Intestino, glandula digestiva ~ Moderado
Mar-2005  Baja California Trematodos Manto. Moderado
Tricodinas Branquia Nulo
Sonora Metazoos Glandula digestiva, intestino ~ Moderado
Abr-2005 Sonora Trematodo Intestino Moderado
Metazoo Gléandula digestiva Moderado
Ancistrocoma Glandula digestiva Nulo
May-2005  Sonora Metazoo Intestino Moderado
Gusano helminto ~ Estomago Moderado
Jun-2005 Sonora Metazoo Glandula digestiva, intestino  Moderado
Ago-2005  Sonora Metazoo Glandula digestiva, intestino ~ Moderado
Tricodinas Branquia Nulo
Ancistrocoma Glandula digestiva Nulo

Nov-2005  Sonora Metazoo Glandula digestiva, intestino ~ Moderado
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IV.4.4. Trematodos

Se detectaron gusanos helmintos de la Clase Trematoda, principalmente como
metacercarias enquistadas (Fig. 24 A-D) con las ventosas caracteristicas que los distinguen
de la planarias. No se observ6 una reaccion hemocitaria en torno a los quistes aunque estos
pudiesen estar inmersos en el tejido conectivo aledafio a las branquias o a la glindula
digestiva. Tampoco se observo una respuesta de los mecanismos de defensa del hospedero
en los casos en que los quistes estuvieron obstruyendo un seno linfatico (Fig. 24 B). En un
caso se observé una metacercaria libre en el lumen del intestino de un ostion, sin que ésta

estuviese adherida al epitelio o se apreciara otro tipo de reaccién o dafio (Fig. 24 E).

Figura 23. Diferentes metazoos en Crassostrea gigas. A) Copépodo insertado en tejido
branquial, en donde ha provocado una ruptura y una severa infiltracién hemocitaria. B)
Crustéceo dentro de un foliculo reproductivo. El foliculo esta distendido y hay una reaccién
hemocitaria a su alrededor. El crusticeo estd degradandose. C) Vista panordmica de un
presunto 4caro (a) en tejido branquial en donde se observa una fuerte reaccién hemocitaria
y destruccion del tejido. D) Detalle de los restos del presunto &caro, en proceso de
degradacion por los hemocitos que lo encapsulan. Corte a Spm. Tincion HE.
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Figura 24. A) Estadio larval de un trematodo en el lumen del estomago de Crassostrea
gigas. B) Acercamiento de la imagen anterior en donde se aprecia las ventosas
caracteristicas (v). C) Quiste de metacercaria de trematodo en tejido conectivo de la base
de la branquia. D) Detalle del quiste en donde se aprecia la pared del mismo con las
ventosas caracteristicas (v), no se aprecia reaccién de los mecanismos de defensa del
hospedero. E) Quiste de trematodo en el borde de un seno linfético, tampoco se aprecia
reacciéon hemocitaria. Cortes a S5um. Tincién HE.
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IV.5. Andlisis bacterioldgico

Del aislamiento de bacterias realizado en los ostiones estudiados, durante el episodio de
mortalidad que se presenté en julio de 2002 en Bahia San Quintin, se obtuvieron tres
colonias. Las tres colonias mostraron forma de bacilo corto con extremos curvos, con un
tamafio aproximado de 2pum y fueron Gram negativas. Todas las colonias fueron positivas a
la prueba de la citocromo oxidasa, no asi para la catalasa, donde las colonias (a) y (b)

fueron positivas y la (c), negativa.

Utilizando el Kit de identificacién rapida API20NE, dos de las colonias fueron
identificadas como Aeromonas spp. La tercera colonia no se pudo caracterizar por no
contar con el suficiente inéculo para las pruebas. Los resultados de la caracterizacion

fisiolégica, para las colonias (a) y (b) se resumen en la Tabla V.

Las colonias identificadas como Aeromonas spp. crecieron en medio TCBS, resultaron
positivas para la produccién de 4cido a partir de la utilizacién de la sacarosa. Por otro lado,
no fueron sensibles al agente vibriostatico 0/129, presentaron movilidad y ademés
crecieron en medios preparados con NaCl al 3 y 6% (Véasquez-Yeomans et al. 2004b,

Apéndice V).
IV.6. Microscopia electrénica de transmisién

El resultado del andlisis de microscopia electronica de transmision de tejido branquial
erosionado de ostiones adultos recolectados en Bahia Falsa, Baja California en el 2000,

confirmo la presencia de un virus (Fig. 25).
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Tabla V. Caracterizacion fisiologica de las colonias bacterianas (a y b) identificadas como
Aeromonas spp. de acuerdo al kit de identificacién rapida API20NE.

Prueba Resultado
Utilizaci6n de:
Citrato Negativo
Glucosa Positivo
Manitol Positivo
Sorbitol Negativo
Ramnosa Negativo
Sacarosa Positivo
Melibiosa Positivo
Arnigdalina Positivo
Arabinosa Negativo
Enzimas:
Hidrolisina ONPG
Arginina dihidrolasa Positivo
Lisina descarboxilasa Negativo
Ornitina descarboxilasa Negativo
Ureasa Negativo
Triptéfano desaminasa Negativo
Gelatinasa Positivo
Movilidad Positivo
Produccion de:
H,S Negativo
Indol Positivo
Acetoina (Voges Proskauer) Negativo
Oxidacion de la glucosa Positivo

Fermentacion de la glucosa Positivo
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Figura 25. A) Particulas virales en una extension del niicleo (Nu) o en una vacuola (V) de
la célula infectada en el édpice del tejido branquial erosionado de Crassostrea gigas. B)
Acercamiento de las particulas virales en donde se aprecia la nucleocapside (NC) y el
niicleo (N), el arreglo de los capsémeros es hexagonal-pleomdérfico. Esta morfologia es
caracteristica de Herpes virus. Escala 200 nm.

Las particulas virales tienen un didmetro aproximado de 60 a 100 nm. La Nucleocapside
esta rodeada por una cubierta de material globular, que esta distribuido asimétricamente. La
envoltura que rodea a las nucleocapsides fue impermeable a la tincion. Frecuentemente se
encontraron particulas virales incompletas, que corresponde a las cépsides sin envoltura,
algunas tuvieron un tamafio varjable y una pared muy delgada. El niicleo de los viriones es
ahuecado y fibroso envolviendo a la molécula de ADN de doble cadena. No se encontraron

particulas virales en los niicleos de la célula, ni viriones en el citoplasma.

La anterior descripcion confirma la presencia de herpesvirus en los ostiones cultivados en

Baja California (Véasquez-Yeomans ef al., 2004a; Apéndice VI).

IV.7. Deteccion del herpesvirus por medio de la Reaccién em Cadena de la

Polimerasa (PCR)

Se detectd al herpesvirus con la técnica de PCR en tejido de branquias almacenadas en

congelacion (-20°C) del muestreo de julio del 2002, se detecto al herpesvirus con la técnica
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de PCR en la Bahia de San Quintin (Tabla IT). Este muestreo coincidié con un episodio de

mortalidad de ostiones de talla juvenil.

En las muestras de branquias almacenadas en etanol al 96% no se pudo obtener ADN,

principalmente por encontrarse degradado.

Para el afio 2005, se detectd de nuevo al herpesvirus en ostiones juveniles del Estero La
Cina y Bahia Kino en Sonora, en la semilla de ostién de la Laguna de la Palmita en Sinaloa

y en la semilla de Bahia San Quintin en Baja California (Fig. 26).

Figura 26. Deteccion del Herpesvirus del Ostion (OsHV-1) por medio de PCR en
Crassosirea gigas de los estados de Baja California, Sonora y Sinaloa. Carril 1) Marcador
de peso molecular de 0.1 a 2 Kpb (Invitrogen); 2) Control positivo (ADN genémico viral,
1 ng por reaccién; 3) Control negativo (agua grado biologia molecular estéril); 4) Muestra
positiva de ostién juvenil de Bahia San Quintin, B. C. (2002); 5) Muestra positiva de
ostién juvenil de Bahia Kino, Son. (2005); 6) Muestra positiva de ostién juvenil de Estero
La Cina, Son. (2005); 7) Muestra positiva de semilla de ostién del Estero La Palmita, Sin.
(2005); 8) Muestra positiva de semilla de ostion de Bahia San Quintin, B. C. (2005).

Este virus corresponde al mismo que se encontrd en los cultivos de semilla y juveniles de

ostién en Francia desde 1992 y que se denominé Herpesvirus-1 del ostion (OsHV-1).
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Como se mencion6. en la metodologia, la sensibilidad de esta técnica mostré que la
concentracién minima de ADN gendmico para obtener un producto de PCR detectable por

electroforesis fue de 12.6 pg/uL.

IV.8. Deteccién del Protozoario esporulade X (PEX) por medic de Ia Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR).

Dado el parecido del PEX con el protozoario Marteilia sp. se probd la técnica de PCR,
utilizando los iniciadores ITS1-4 e ITSI-5 (Le Roux ef al., 2001) disefiados para éste
tltimo y que son referidos por la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE).

Con estos iniciadores no se detectd la presencia de este protozoario en muesiras de ADN

purificado de glandula digestiva de ostién.
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V. DISCUSION

Con el presente estudio se tiene una evaluacion general de la carga parasitaria del ostién
Japonés cultivado en el Noroeste de México durante la ocurrencia de episodios de
mortalidades masivas. Las caracteristicas de los parésitos encontrados y su interaceion
conocida con el hospedero han permitido hacer una valoracién de la posible asociacion de
los mismos con estos episodios. En este sentido, se discute la relacidn que existe entre cada
grupo de parésitos encontrados y la alteracién histopatologica relacionada y su posible
participacién como agentes causales de mortalidades. De esta forma, se les puede catalogar

por su patogenicidad potencial (capacidad para inducir mortalidades en su hospedero).

Los protistas ciliados parecidos a Ancistrocoma, son comunes en los moluscos bivalvos
como Crassostrea gigas, Crassostrea angulata y Mytilus spp. Estos ciliados también se
“conocen como ciliados del tracto digestivo de los ostiones. La especie més comun es
Stegotricha enterikos, aunque hay diferentes especies, la mayoria no identificadas. Pueden
ser encontrados en ostiones del género Crassostrea y Ostrea y se han encontrado en ambas
costas de Norteamérica. Viven en el lumen de la glandula digestiva incluyendo tibulos y
ductos (Cheng, 1967, Bower ef al., 1994 y Céceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2001).
Pauley ef al. (1967) describieron cierta respuesta de los mecanismos de defensa del
hospedero y sugieren que en infecciones intensas pueden afectar al hospedero bajo
condiciones ambientales adversas. Sin embargo, no se han descrito patologfas especificas
asociadas a su presencia, tal como ocurri6 en este estudio (Fig. 20) y no se han asociado a
eventos de mortalidades masivas, ademas tampoco son consideradas por la OIE como

infecciones meritorias de certificacion (OIE, 2005).

Con relacién al PEX y su parecido con Marteilia spp. es importante sefialar que dentro de
los protistas existen diferentes grupos de importancia crucial para los moluscos, entre ellos
Paramyixea (Anderson y Lester, 1992) al que pertenece el género Marteilia. Este género,
contiene a Marteilia refringens y Marteilia sydney, que se han considerado responsables de
los mayores episodios de mortalidades masivas de Osirea edulis en Europa y de

Saccosstrea glomerata en Australia, por lo que han incluido por la Organizacién Mundial
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de Salud Animal (OIE) como agentes causales de enfermedades de notificacién obligatoria
(OIE, 2005). El ostién del Pacifico Crassostrea gigas se ha considerado como una especie
més resistente a la Marteiliosis y por lo que se han seleccionado para reemplazar a O.
edulis en las zonas afectadas por la mortalidad en Francia. El no tener resultados
concluyentes del anélisis por PCR para Marteilia spp. y de la carencia de la secuenciacion
correspondiente, nos hacen sospecha:f, basado en la revision histopatoldgica, que se trata de
una variedad ain no descrita o una forma atipica de Marteilia spp. El haberlo encontrado
persistentemente y asociado a dafios titulares, obligan a identificarlo y estudiarlo
detalladamente para definir su potencial patogénico. De hecho, al no conocer sus estadios
de desarrollo, para una cuantificacion relativa que hubiera permitido evaluar su prevalencia
e intensidad, se decidi6 establecer su presencia o ausencia. Las muestras histologicas

permitiran su analisis detallado posteriormente.

Las tricodinas (Trichodina spp.) se han registrado en Europa, Estados Unidos y en general
en la cuenca del Pacifico. Estos ciliados se adhieren al manto, palpos labiales o branquias.
La mayoria de estas infestaciones son inocuas a baja intensidad, sin embargo, infestaciones
severas de tricodinas en el ostion Portugués Crassostrea angulata, en Francia, se asociaron
con erosiones de los filamentos branquiales. Posteriormente, en Francia, se concluy6 que
las tricodinas fueron invasores secundarios en ostiones infectados por el iridovirus, agente
causal de la necrosis branquial en el ostion Portugués (Besse, 1968; Comps, 1988 y Bower
et al., 1994). Adicionalmente, Caceres-Martinez y Véasquez-Yeomans (2003) encontraron
una asociacion similar entre la presencia de branquias erosionadas y la prevalencia e
intensidad de Tricodinas en C. gigas cultivado en Bahia Falsa, Baja California. En este
estudio no se encontré esta asociacion, ya que las tricodinas sélo se observaron en una sola
ocasion (Tabla IV) y a pesar de que las erosiones branquiales fueron persistentes y con

intensidades importantes durante el mismo, tampoco hubo evidencias de un iridovirus.

La presencia de metazoos que obstruyeron el tracto digestivo o los foliculos reproductivos
en Crassostrea spp. y otras especies de moluscos bivalvos, asi como el hecho de que
algunos pueden perforar los tejidos internos del hospedero, induciendo procesos de

encapsulacion ha sido bien documentado (Caceres-Martinez et al., 1996; Caceres-Martinez
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y Vésquez-Yeomans, 1997; Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 1999; Caceres-
Martinez et al., 2000; Cole y Savage, 1951; Dinamani y Gordon, 1974; Dare, 1981 y Do y
Kajihara, 1986;). Enire estos metazoos encontramos copépodos tales como Mytilicola
intestinalis, M. orientalis, Pseudomyicola spinosus, Modiolicola gracilis, dcaros como
Hyadesia sp. y Copidognathus. La asociacion de la presencia de este tipo de organismos
con los dafios en sus hospederos v su relacion con: episodios de mortalidades masivas han
sido inciertos y mas bien se han asociado con una disminucion en el indice de condicion,
un crecimiento pobre y la interrupcién del proceso reproductivo, pero sélo en casos muy
puntuales y no exentos de controversia, se han asociado con ciertas mortalidades; por
ejemplo, en 1995 se asocié una mortalidad masiva de almejas areneras a la presencia de un
copépodo Mycoloideo, sin que esto haya sido demostrado (Ho, 1995). En este trabajo, la
ocurrencia de metazoos en el ostion Japonés fue muy baja y si bien el dafio en el tejido a
nivel individual puede parecer intenso (Figura 23), su escasa presencia y los estudios sobre
su dudoso papel como agentes causales de mortalidades, hacen que estos hallazgos
dificilmenie se puedan considerar relevantes en las mortalidades del ostion Japoneés
ocurridas en e! Moroeste de México. La OIE no considera a este tipo de organismos como

importantes en el contexto de la certificacion sanitaria (OIE, 2005).

Con respscto 2 los trematcdos, es importante sefialar que la presencia de metacercarias en
los moluszos bivalves, es relativamente comun; entre ellos encontramos miembros de las
familias Bucephalidze, Sanguinicolidae, Monorbhiidae, Psilostomatidae entre otras y tienen
efectos patologicos en sus hospedzros (Lauckner, 1983 y Bower ef al., 1994). Su
distribucién es cosmopolita aunque a nivel de especies probablemente tienen una
distribucién definida. Su efecto en los hospederos estd determinado por la especie de
trematodo, de hecho, en éste estudio no se encontraron evidencias de activacion de los
mecanismos de defensa de Crassostrea gigas y su ocurrencia, fue muy puntual. Sin
embargo, hay que destacar que los trematodos como Proctoeces maculatus pueden
producir lo que se conoce como castracién por trematodos en los mejillones del genero
Mytilus (Feng, 1988 y Bower ef al., 1994). En Crassostrea gigas se ha encontrado a

Gymnophalloides tokiensis en Japén, con prevalencias de casi el 100% e intensidades
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promedio de hasta 400 metacercarias por, ostién, que causan una condicién desmejorada y
debilitan al hospedero (Lauckner, 1983). En términos sanitarios, siempre es mas
conveniente no contar con este tipo de parasitos evitando la introduccion de especies a
cultivar sin certificar, aunque, como en el caso anterior, la OIE tampoco considera a este
tipo de parasitos como un riesgo importante y en este estudio no hay evidencias de que este
tipo de parasitos tenga relacién directa con las mortalidades de la zona. Curiosamente estos
parasitos pueden inducir la formacion de perlas en Myrilus californianus (Caceres-Martinez

y Vasquez-Yeomans, 1999).

La hipertrofia gametocitica viral, también conocida como ovocistis es causada por un virus
tipo papillomavirus de la familia de los Papovaviridae. Se han encontrado en Crassostrea
virginica, Saccosirea commercialis, C. rhizophorae, Ostrea lurida y su presencia en C.
gigas no estaba atin confirmada (Farley 1978, 1985). En el 2001 se registr6 por primera vez
en Francia (Garcia ef al., 2006). En este estudio se confirmé la presencia de esta infeccion
a nivel histopatologico. El impacto que hasta ahora se ha registrado en el hospedero es que
causa hipertrofia de gametos individuales y del epitelio germinal, la respuesta del
hospedero no es muy severa, los registros de su prevalencia han sido bajos y no se ha
asociado con eventos de mortalidad importantes (Bower et al., 1994). Esta informacion
coincide con los resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, estudios reciente sobre
esta infeccion especulan sobre un posible potencial patogénico no considerado antes
(Garcia et al., 2006). Esta infeccion se ha registrado en la costa Atlantica de Canada, en las
costas Este y Oeste de EUA, en Francia, Corea y Japon (Bower ef al., 1994) y ahora en el

Noroeste de México.

Como se menciond anteriormente, las erosiones branquiales encontradas en Crassosirea
angulata cultivado en Francia en los afios 60’s, se asociaron con la presencia de un
iridovirus (Comps y Duthoit, 1976). En el verano de 1967, se presentaron mortalidades
inusuales en las poblaciones del ostién portugués Crassostrea angulata de la costa atlantica
de Francia. Estudios posteriores revelaron la existencia de lesiones en las branquias y
algunas veces en los palpos labiales. La aparicion sucesiva de este fenmeno se denomind,

convenientemente, la “enfermedad de las branquias” (Marteil, 1969). En abril y mayo de
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1969, Alderman y Gras (1969) registraron elevadas mortalidades en el ostion C. angulata,
importada de Portugal a Bretafia. Los sintomas que mostraron los ostiones coincidieron con
los encontrados en 1967: una alteracion progresiva del contorno de la branquia, donde se
obsrevé una hendidura, ademds de la presencia de una o més manchas amarillas;
posteriormente la lesion afectd a varias lamelas branquiales, destruyéndolas. Comps (1970)
realizé uno de los estudios mas completos para conocer la evolucion y la sintomatologia de
la “enfermedad de las branquias” observé la presencia de organismos polimorficos,
representados en forma de grandes células frecuentemente asociadas con pequefias células
muy cromofilas. Pero fue hasta 1976 cuando Comps y colaboradores, observaron en cortes
histologicos la presencia de un virus a nivel del tejido conjuntivo de la glandula digestiva
de C. angulata. Las células tenian una apariencia globosa con inclusiones muy densas en el
citoplasma y con finas granulaciones en la periferia. Las imagenes de la microscopia
electrénica mostraron una zona con particulas virales en la periferia, de forma hexagonal y
con un didmetro de 450 nm en promedio. Por las caracteristicas morfol6gicas mostradas y
en particular, por su modo de desarrollo, lo relacionaron intimamente con el grupo de los
iridovirus.

Estos resultados indicaron que las células gigantes polimérficas eran células infectadas por
este virus. A partir de entonces esta enfermedad se conoce como “Enfermedad de Necrosis
Branquial por Virus” o “GNV”, Posteriormente se encontré una sintomatologia similar en
C. gigas, aunque a esta especie se considerd mas resistente a la presencia de este virus
(Comps y Duthoit, 1976; Comps y Bonami, 1977). En México, a partir de la informacion
de la GNV y de estudios previos en la Bahia de San Quintin, Baja California iniciados en
1997 (Macias-Montes de Oca, 1998) con muestreos dirigidos a conocer la carga parasitaria
del ostion japonés cultivado en esa zona y que permitié continuar con estas investigaciones,
enfocandolas al estudio de las caracteristicas clinicas en los ostiones afectados por las
mortalidades tanto en Bahia San Quintin, como en otras localidades de los estados de

Sonora y Baja California Sur.

Nuevamente se encontraron las lesiones branquiales similares a las descritas para la GNV y

adicionalmente se observo la inflamacién, necrosis branquial en algunos casos y c€lulas
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con nicleos picndticos. También se observaron procesos de cicatrizacion en las zonas
apicales de las branquias afectadas. Su observacion por microscopfa electrénica de
transmisién mostré la presencia de bacterias asociadas al tejido infectado y un analisis
detallado de las imagenes demostré también la presencia de un virus tipo herpes dentro de

las células del tejido branquial inflamado (Véasquez-Yeomans ef al., 2004a).

Con relacion a las bacterias encontradas hay que mencionar que a través de los afios 60 y
hasta la actualidad, en los cultivos de ostién Japonés en diferentes partes del mundo, se han
presentado mortalidades masivas durante los meses de verano, cuando la temperatura del
agua excede los 20 °C (Friedman et al., 1991). La mayoria de los estudios enfocados a
determinar la causa de estas mortalidades refieren a las bacterias como los posibles agentes
causales. Entre las principales enfermedades ocasionadas por bacterias en Crassostrea
gigas destacan la vibriosis (Vibrio splendidus, Vibrio spp.), nocardiosis (Nocardia sp.,
bacteria actinomiceta) y la enfermedad del ligamento de la charnela en juveniles de ostion
(bacteria parecida a Cytophaga) (Friedman et al., 1991; Bower ef al., 1994; Lacoste et al.,
2001a). Los resultados que se esperaban de los aislamientos bacterianos y la posterior
identificacién de las cepas bacterianas encontradas en el presente estudio, eran la presencia
de algin tipo de bacteria patégena. Sin embargo, aunque los andlisis cualitativos de la flora
bacteriana en ostion han confirmado la presencia de bacterias del género Aeromonas
(Sugumar et al., 1998), las especies de este género no se han documentado como patégenas
para moluscos (McGladdery, 1999). Sin embargo, si hay registros de una elevada
patogenicidad de algunas de estas bacterias (deromonas salmonicida y Aeromonas
hidrophyla) en peces, ranas, tortugas y otros reptiles (Hubbard, 1981 y Austin, 1989). Por
otro lado, el lento crecimiento de la tercera colonia bacteriana impidi6 su identificacion por
la dificultad para obtener indculos suficientes para las pruebas bioquimicas. Es importante
sefialar que un método alternativo para la identificacion de bacterias, es el analisis
molecular (Houpikian y Raoult, 2002), lo que llevaria a conocer los antecedentes
patogénicos correspondientes. Sin embargo, en los muestreos subsecuentes no se
detectaron las bacterias asociadas a las lesiones de las branquias. Estos resultados apoyan la

hipétesis de que las particulas virales observadas (Vésquez-Yeomans et al., 2004a)
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estuvieron relacionadas con las mortalidades o que de alguna manera, actuan de manera

sinérgica con otros parasitos y/o el ambiente.

En este sentido, es fundamental considerar las caracteristicas mds sobresalientes de este
virus, resumiendo lo que hasta este momento se conoce sobre él y que coincide con los

resultados de este trabajo.

El herpesvirus del ostién (OsHV-1) es un virus de ADN, de morfologia icosaédrica y
envuelto. Las particulas virales pueden encontrarse en el nucleo y citoplasma de las células
infectadas. Las particulas nucleares tienen forma circular o poligonal con un didmetro de
70 nm. Las particulas citoplasmicas, de forma irregular, miden 90 nm y tienen una
envoltura formada de una membrana trilaminar (Nicolas et al., 1992). Esta descripcion
coincide con los resultados que se obtuvieron con los andlisis de microscopia electrénica de
las lesiones branquiales del 2000, donde las particulas virales presentan la morfologia
icosaédrica caracteristica de este grupo de virus (Cheng et al., 2002 y Vasquez-Yeomans y

Caceres-Martinez 2004a), aunque no se apreci6 la envoltura trilaminar.

La virogénesis se ha documentado en las larvas de Crassostrea gigas (Hine et al., 1992)
mientras que la patogénesis de este virus se demostré por transmision experimental de la

enfermedad a larvas axénicas de Crassostrea gigas (Le Deuff ef al., 1994).

Debido a que la infeccién se presenta en los estadios larvales tempranos, se sugiere que la
génesis de la enfermedad puede involucrar una transmision vertical de los progenitores
(Hine et al. 1992); sin embargo, la infeccion también puede ser horizontal, como lo

demostrd Le Deuff et al. (1994).

Buchanan y Richard (1982) concluyeron que los herpesvirus son capaces de permanecer en
estado latente en el hospedero durante toda su vida y pueden reactivarse muchos afios
después de la infeccién primaria; ademds, pueden causar enfermedad bajo condiciones de
cultivo y por el estrés inducido por altas temperaturas. Lo anterior concuerda con lo
mencionado por Le Deuff et al. (1996), quienes demostraron los efectos de la temperatura
sobre la expresion del herpesvirus en juveniles de C. gigas. Los resultados obtenidos en

este estudio para las zonas de Sonora y Baja California, donde se presentaron episodios de
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mortalidad importantes en los meses donde aumenta la temperatura (verano — otofio),

podrian atribuirse a la interaccién del virus y la temperatura sobre el hospedero.

Se han registrado infecciones por virus tipo herpes en los géneros Osirea, Crassostrea y
Tiostrea (Hine et al., 1998). Le Deuff y Renault (1999) y Le Deuff ef al., (2000)
mencionaron que las infecciones por herpesvirus en los bivalvos son ubicuas y estan
asociadas con niveles de mortalidad elevados. Ademas, Renault ef al. (2001) encontraron
herpesvirus en las larvas de la almeja Ruditapes philippinarum. Estudios posteriores
demostraron la transmisién viral interespecifica, donde un herpesvirus que infecta a R.
philippinarum se puede transmitir a C. gigas, y un herpesvirus que infecta a C. gigas se
puede transmitir a larvas de Crassostrea angulata, Crassostrea rivularis 'y Ostrea edulis.
No se sabe si esta transmisién se presenta en poblaciones silvestres o s6lo en criaderos. La
deteccion del virus tipo herpes en varias especies de bivalvos, acentia el riesgo que
representa el cultivar varias especies de bivalvos en una misma granja o transferirlos de una

localidad a otra (Arzul ef al., 2001a, b, c).

Los herpesvirus se han encontrado en las larvas, semillas y juveniles de bivalvos (Farley ez
al., 1972, Friedman et al. 2005; Nicolas et al., 1992 y Renault et al., 1994), en este estudio
también se detecté al OsHV por PCR en el estadio juvenil pero no en los adultos. En este
sentido, puede ser que la infeccién sea minima y que de acuerdo a las condiciones de la
PCR no se obtenga el suficiente ADN viral para poder ser detectado, o que durante el
proceso de extraccién y purificacién del ADN genémico éste haya sido descartado

(Saunders y Parkes, 1998).

Por otro lado, el herpesvirus también se ha encontrado en ejemplares adultos
aparentemente sanos (Arzul ef al., 2002), y si bien no se han descrito sintomas
macroscdpicos claros asociados a su presencia, el presente estudio documenta el primer
registro de su deteccién en tejido branquial erosionado de organismos adultos (Vasquez-

Yeomans y Caceres-Martinez 2004a).

El hecho de encontrar al OsHV en los ostiones adultos, enfatiza la importancia de conocer

el origen de los progenitores, particularmente en caso que la transmisién del virus sea
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vertical, como se asume por los estudios de Hine et al. (1992). Todos estos resultados
sugieren que después de la infeccion primaria, el virus es capaz de permanecer latente en su
hospedero sin inducir la enfermedad o mortalidad. Esta capacidad de persistir es comin en

todos los miembros de la familia Herpesviridae.

A pesar de que la deteccion de este herpesvirus es efectiva con el andlisis de microscopia
electronica, es una técnica costosa que no permite hacer un seguimiento rutinario de los
cultivos. A fin de subsanar este costo, se han desarrollado pruebas moleculares que
permiten diagnosticar gran cantidad de muestras, con resultados confiables, en un menor
tiempo y con mayor sensibilidad. Estas técnicas, principalmente la de PCR y de acuerdo
con los registros de Renault et al. (2000), se han detectado cantidades muy pequefias de
ADN viral (1 fg en 0.5 mg de tejido del hospedero). Por otro lado, Friedman ef al. (2005)
mencionan que para este tipo de anélisis son convenientes cantidades de ADN molde de 50
a 500 ng, ya que con cantidades mayores se inhibe la reaccion de la PCR. En este estudio
se utilizé ADN genémico (purificado de branquias) en concentraciones de 12.5 pg hasta
1200 ng, sin que se presentara una inhibicién de la reaccién, lo que indica que el método
utilizado para purificar y extraer ADN de tejido blanco, permite obtener ADN de buena
calidad (Saunders y Parkes, 1998) o que la infeccién sea tan severa que haya suficiente

cantidad de ADN viral.

Como se menciono, el herpesvirus se expresa en el hospedero bajo condiciones de estres,
especialmente debido a condiciones ambientales adversas, asociadas con la temperatura
(Hine y Thorne, 1997; Hine ef al., 1998 y Renault ef al., 1994) y que estan asociadas a
episodios de mortalidad. Estas condiciones térmicas adversas son propicias para la accion
negativa del herpesvirus y son méas extremas en las lagunas y bahias del estado de Sonora,
respecto a Baja California, Sinaloa y Baja California Sur (ver descripcién de la zona de
estudio), donde las mortalidades han sido relativamente menores. En Sonora, las
temperaturas en las zonas de cultivos son altas, principalmente en la parte norte y centro
del estado, donde se detect6 al herpesvirus. Lo mismo ocurrié en Bahia San Quintin en
Baja California, si bien la temperatura no es tan extrema, la deteccion del herpesvirus se

hizo posterior a un episodio de mortalidad en la semilla y donde el ostricultor relaciono la
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.mortalidad con un aumento de temperatura. Es posible que en el estado de Sinaloa, la
expresion del herpesvirus se hubiera desencadenado debido a los cambios bruscos de
salinidad, como consecuencia de las lluvias torrenciales reportadas por el productor, lo que
presumiblemente estresé a los ostiones y posteriormente se iniciaron los eventos de

mortalidad.

Se ha tratado de asociar al herpesvirus con los dafios observados a nivel histologico, en este
sentido la presencia de cuerpos de inclusién intranucleares (Cowdry tipo A) son
caracteristicos de muchas infecciones por herpesvirus, las cuales se han encontrado en
larvas y en juveniles de ostion (Hine ef al., 1992 y Renault et al., 1994). En este estudio no
se observaron estos cuerpos de inclusion y en su lugar, el andlisis histopatolégico revelo la
presencia de nucleos picnoticos, inflamacién del tejido branquial e infiltracién hemocitaria,
que podrian ser el resultado de una infeccién por herpesvirus que no fuera productiva

(Friedman et al., 2005).

Un nuevo estudio asocio los nticleos picnoticos encontrados en las lesiones branquiales con
el proceso de apoptosis (Mirella da Silva et al., 2006), ademas se observé una fuerte
infiltracion hemocitaria que esos autores no consideran normal. El proceso de apoptosis, 0
muette celular programada, es un proceso fisiolégico normal para reemplazar a las células
(White 1996). Sunila y LaBanca (2003) encontraron un gran nimero de hemocitos
" apoptoticos en el tejido conectivo de glandula digestiva y en el epitelio del intestino de
ostiones sanos y sugieren que es parte del proceso de renovacion de los hemocitos. La
presencia de estos niicleos picndticos y la infiltracién hemocitica, concuerda con nuestros

resultados, aunque no podemos asegurar la presencia de cuerpos apoptéticos.

No hay que olvidar que uno de los mecanismos de defensa que tiene los ostiones ante las
infecciones de los herpesvirus y de otros virus es el proceso de la apoptosis (Friedman ef
al., 2005 y Olicard et al., 2005a). Por otro lado, se han encontrado sustancias anti-virales
en la hemolinfa de ostiones adultos de Crassostrea gigas, lo que implica que los ostiones
adultos son mdas resistentes a las infecciones, que las larvas y juveniles y que estas
sustancias contribuyen a la sobrevivencia de los adultos cuando estin expuestos al

herpesvirus (Olicard ef al., 2005a, b).
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Los resultados mas relevantes de esta tesis y que merecen mayor atencion son la presencia
del herpesvirus, las erosiones branquiales y el protozoario esporulado parecido a Marteilia
sp. Evidentemente, la sinergia que puede haber con la carga parasitaria considerada de bajo
riesgo, no debe ser menospreciada y requiere de més estudios. En este mismo sentido, es
recomendable iniciar urgentemente estudios ambientales en la zona relacionados con la

carga parasitaria y las alteraciones descritas en este trabajo.

Tomando como base lo anterior a continuacién se presenta un modelo conceptual de la
entrada del herpesvirus a una zona de cultivo y los posibles resultados de su ingreso (Fig.
27). En este sentido se puede suponer que si los reproductores son portadores del
herpesvirus (aparentemente sanos), por medio de una transmisién vertical (verdadera o
falsa) ese virus pasa a la larva, lo que a su vez la hace portadora, pudiendo llegar hasta su
fase adulta. Ahora bien, en el momento que se presenta un desequilibrio ambiental,
principalmente por la temperatura (que también puede deberse a una baja disponibilidad de
alimento, contaminacién, salinidad o a la misma densidad de cultivo) el ostion se estresa y
aumenta su susceptibilidad, que puede verse acentuada por una baja variabilidad genética,
como lo demuestra Correa ef al. (2003) para la Bahia de San Quintin en Baja California.
Este estrés permite que el virus se reactive y entre a su fase de replicacion y como

consecuencia se presenten mortalidades.

Ahora bien, también se puede suponer que la larva obtenida de los reproductores no
contenga al virus, sin embargo, si el virus se encuentra en el ambiente y durante el ciclo de
produccion, se presentara un desequilibrio ambiental como el mencionado anteriormente, el
virus se puede transmitir horizontalmente. Hasta el momento, no se sabe si el virus puede

permanecer en el ambiente sin un hospedero.
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Figura 27. Modelo del ingreso del herpesvirus a una zona de cultivo y sus posibles
resultados.

Aun y cuando no se ha detectado la presencia del herpesvirus ampliamente en la Zona, su
sola presencia y el hecho confirmado de que ha sido letal para la semilla y los juveniles de
C. gigas en otras partes del mundo y que es considerado por la normatividad nacional como

sujeto a certificacién, se recomienda establecer las medidas que se sugieren a continuacion:

1) Solicitar un certificado sanitario a los laboratorios donde se adquiera la semilla de
ostién. Lo mismo debe solicitarse si se piensa adquirir juveniles o adultos. El
certificado debe estar respaldado por las autoridades sanitarias del pais donde se

adquieran los ostiones.

2) No realizar transferencias de lotes de ostion en cualquiera de sus fases de desarrollo

entre localidades diferentes sin tener un estudio sanitario donde se demuestre su
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4)

5)

6)

7)
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calidad sanitaria y se identifique el riesgo de traslado de alguna enfermedad no

registrada en la localidad receptora.

Capacitar al personal de la granja de cultivo respecto a las “medidas sanitarias
obligadas” para proteger la produccién. Por ejemplo, el mantenimiento de
instalaciones limpias, implementos de cultivo desinfectados, uso de maniluvios y
pediluvios, filtracién y desinfeccion del suministro de agua, deposito adecuado de
desechos (conchas, restos orgdnicos), supervision sanitaria, etc., de esta manera el

embate por infecciones virales se reduce considerablemente.

Promover el establecimiento de un laboratorio de produccion de semilla de ostién y

otros moluscos, certificados desde el punto de vista sanitario.

Vigilar la calidad genética de los ostiones que se pretende adquirir, buscando una

garantia respecto a una variabilidad genética adecuada.

Cosechar al ostion antes de que se presenten factores estresantes (mareas rojas,
eventos de El Nifio). Ademas, disminuir la densidad de cultivo y programar una

rotacién de cultivos.

Promover una relacién mds estrecha entre académicos y productores para que se
apoyen proyectos de investigacion sanitaria de forma directa. Entre estos proyectos
de investigacién se debe incluir la bisqueda de ejemplares resistentes a la

enfermedad.
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CONCLUSIONES

El herpesvirus del ostién OsHV-1, agente patégeno causante de mortalidades de
Crassostrea gigas fue detectado por Microscopia Electronica de Transmision y por

la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en el Noroeste de México.
Este hallazgo constituye el primer registro del OsHV-1 en México.

Se deben tomar medidas sanitarias para controlar la dispersion del OsHV-1 en
México, dado su caricter patogénico, ademas de ser considerado agente causal de

enfermedad certificable por la NOM-010.

El agente etiologico de las erosiones branquiales de C. gigas detectadas en este

trabajo atin debe ser confirmado.

Las bacterias estudiadas no estuvieron asociadas con los eventos de mortalidad en

la zona.

El Protozoario Esporulado X, por su parecido con Marteilia sp., debe ser

considerado con mucha atencidn en los estudios subsecuentes sobre este tema.

Se confirma la presencia de la Hipertrofia Gametocitica Viral por analisis

histopatologico en C. gigas cultivado en el Noroeste de México.

El resto de los parésitos encontrados en este trabajo, por el limitado potencial
patolégico no se pueden asociar directamente con los eventos de mortalidad en la

zona, aunque debe considerarse la posible sinergia entre ellos y el ambiente.
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Apéndice I. Requisitos para envio y recepcion de muestras.

Moluscos bivalvos vivos.

Estos deben ser colocados en una hielera de poliestireno que en el fondo contengan bolsas
de “Blue Ice”. Sobre el “Blue Ice” se coloca un separador de poliestireno (de esta manera
se evita que el molusco esté en contacto directo con la bolsa). Cada organismo se coloca en
una bolsa de plastico individual y el conjunto dentro de otra bolsa de plastico (grande y

gruesa).

Se tapa la hielera con cinta adhesiva y se envia al laboratorio con sus correspondientes
antecedentes sanitarios, es decir, la informacion concerniente a la localidad, observaciones
de las condiciones ambientales (temperatura, salinidad, marea, eventos particulares tales

como lluvias, descargas, etc.).

Es importante que no pase de 24 horas el envio de los organismos vivos hasta el

laboratorio.
Moluscos bivalvos fijados.

En este caso es necesario que se abra al molusco y con cuidado, tratando de no daiiar el
tejido blando (cuerpo del ostién), se coloque en un frasco de pléstico con solucién fijadora
Davison (anexo 1) en una relacién de volumen de 1:5. La fijacion del molusco debe ser
individual. La concha debe ser guardada aparte en una bolsita, etiquetada de acuerdo al
recipiente en donde se fijara el tejido blando correspondiente. Lo importante es evitar que
queden restos de concha o arena en el tejido a fijar. Los frascos deben ser colocados dentro
de una hielera de poliestireno, cerrada y sellada con cinta adhesiva. Es necesario, que como
en el caso anterior, se envie al laboratorio de anélisis con los antecedentes para el servicio

de diagnostico.
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Apéndice II. Preparacion de la solucién fijadora Davidson.

Solucién Fijadora Davidson (para preparar 1 litro)

Glicerina 100 ml
Formaldehido 37% 200 ml
Etanol 96% 300 ml
Agua de mar filtrada 300 ml
Acido Acético 100 ml

Es importante afiadir por orden cada una de las diferentes sustancias.
Agitar antes de usarse.

El tiempo de fijacion es de 24 a 48 horas (en una relacion de 1:5). Después de transcurrido
ese tiempo, y en caso de que no se continie inmediatamente con la deshidratacion, la
muestra debera colocarse en la solucion Davidson conservante (solucion que no contiene

acido acético) hasta su procesamiento.



Apéndice II1. Técnica de deshidratacién e inclusién en parafina.

Técnica de Inclusion en Parafina

Etanol 70% 1 hora

Etanol 96% - I 2 horas
Etanol 96% - 11 2 horas
Etanol 100% - I 2 horas
Etanol 100% - 11 2 horas
Etanol 100% - Benceno 3 horas
Benceno 1 2 horas
Benceno II 2 horas
Benceno — Parafina 3 horas
Parafina I 2 horas
Parafina II 2 horas

Total 23 horas

Incluir en Parafina.
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- Apéndice IV. Técnica de Tincion de Hematoxilina-Eosina.

La técnica de tincién de Hematoxilina-Eosina es probablemente la tincién histolégica mas
utilizada. Esta técnica permite demostrar claramente un enorme numero de diferentes

estructuras tisulares.

Esencialmente la hematoxilina tifie al nucleo de la célula de un color azul a negro, con un
buen detalle intranuclear; por otro lado, la eosina tifie al citoplasma celular y a la mayoria

de las fibras del tejido conectivo en variadas intensidades de rosa, naranja y rojo.

Desparafinacion e Hidratacion.

Xileno I 15 min. *
Xileno IT 15 min. *
Xileno III 15 min. *
Etanol 100% - I 5 min.
Etanol 100% - II 5 min.
Etanol 96% 5 min.
Etanol 10% 5 min.
- Agua destilada

* El Xileno se debe de mantener a una temperatura entre 30°C a 35°C.

Tincion Hematoxilina-Eosina.

Desparafinar las muestras hasta hidratar en agua.

Hematoxilina 15 min.
Etanol acido 5 seg.
Agua Amoniacal 5 seg.

Agua corriente 7 min.



Agua destilada

Etanol 96%

Eosina

Etanol 96% - 1

Etanol 96% - II
Etano] 100% - 1
Etanol 100% - II
Etanol 100% - Xileno
Xileno I

Xileno IT

Los tiempos pueden variar dependiendo de la especie.

Montar en resina sintética.

3 min.
3 min.
8 min.
25 seg.

3 min.

1% min.

3 min.
5 min.
5 min.

5 min.
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Apéndice V. Articulos cientificos derivados de esta tesis doctoral.
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HERPES-LIKE VIRUS ASSOCIATED WITH ERODED GILLS OF THE PACIFIC OYSTER
CRASSOSTREA GIGAS IN MEXICO

REBECA VASQUEZ-YEOMANS,"+ JORGE CACERES-MARTINEZ,"*} AND

ANTONIO FIGUERAS HUERTA?

'Laboratorio de Biologia y Patologia de Organismos Acudticos del Departamento de Acuicultura,
Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Apdo. Postal 2732, C.P.
22860, Ensenada Baja California, México and *Laboratorio Nacional de Referencia de enfermedades de
Moluscos del Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo. Eduardo Cabello #6, 36208, Vigo, Espafia

ABSTRACT Since 1997, high mortality episodes of cultured oysters have occurred in Bahfa Falsa, México. Studies on the possible
association of these mortalities with pathogens have showed some similar characteristics to those found in the Portuguese oyster
Crassostrea angulata and the Japanese oyster Crassostrea gigas infected by an iridoviridae-like particles in the lately 1960s. This
infection was named gill necroses virus infection (GNV). In a recent study, we could not find any virus using transmission electron
microscopy (TEM) in adult oysters with clinical and histologie signs similar to those described for GNV. However, new TEM images
showed the presence of viral particles in eroded gills of oysters, Morphologic characteristics, such as thin-walled icosahedric shape,
the presence of capsids in an extension of the nucleus or in a vacuole and size varying from 80 to 90 nm suggest that the viruses belong
to the Herpes viridae family. This virus could be involved in the mortality episodes in the Bay and it is different to those described

as causal agent of GNV.

KEY WORDS: Crassostrea gigas, herpes-like virus, mortality, gill erosion, oyster disease

INTRODUCTION

In a recent study on the possible association of high mortality
outbreaks of the Pacific oyster C. gigas cultured in Baja California
and other states of NW Mexico with a pathogenic agent (Céceres-
Martinez & Vasquez-Yeomans 2003), we found some clinical and
histopathologic evidence similar to those described for gill necro-
sis viral infection (GNV) recorded in the Portuguese oyster C.
angulata and to a lesser degree in the Pacific oyster cultured in
France, Great Britain, Spain, and Portugal between 1966 and 1967
{Marteil 1969, Comps 1988). Previously, we did not detect the
iridovirus-like the causal agent of GNV, using transmission elec-
tron microscopy (TEM), possibly because the sample process, the
status of the gill tissues of surviving oysters (wound repair), and or
difficulties in finding the viral agent in fixed tissues (Cdceres-
Martinez & Vasquez-Yeomans 2003). However, new TEM analy-
ses of more samples have detected herpes-like virus particles.

MATERIALS AND METHODS

A sampling carried out in November 2000, of 10 adult oysters
(Mean 89.3 + 7.7 mm shell length), from an area of the Bahia
Falsa, Baja California (116°00'W, 30°25’'N) where mortalities
were common, were reviewed and those showing highly eroded
gill tissues {Cédceres-Martinez & Vasquez-Yeomans 2003) were
selected for TEM examination. Small pieces of tissue were cut
from the eroded area of the gill and fixed in 3% glutaraldehyde in
0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.8, for 4 h at 4 °C. Fixed
tissues were washed for 12 hours at 4 °C in the same buffer and cut
into 1-mm? pieces. These pieces were then postfixed in buffered
1% 0sQ, for 4 hours at 4 °C, dehydrated through a graded series
of ethanols and embedded in epoxy resin. Sections (90 nm thick-
ness) were cut and stained with 5% uranyl acetate for 30 minutes,

*Corresponding author.

+Present address: Instituto de Sanidad Acufcola, A.C. Calle 9na y
Gastélum No. 468 Local 14, Zona Centro. C.P. 22800, Ensenada, Baja
California, México.

then observed with TEM operated at 75 kV in the Instituto de
Investigaciones Marinas from Vigo, Spain.

RESULTS AND DISCUSSION

Viral particles were found in all samples (n = 10) of eroded
gill analyzed in this study. The morphologic characteristics of the

Figure 1. Viral particles showing the pentagonal shape of the capsids
(large arrow), thin wall (small arrow), and core (C). Size variations are
also observed.
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Figure 2, Viral particles (large arrow) in an extension of the nucleus
or in a vacuole (small arrow) of the infected cell.

viral particles including capside shape, presence of a thin wall, size
range (Fig. 1), and presence in an extension of the nucleus or in a
vacuole of the infected cell (Fig. 2) suggest that they are closely
related to Herpes virus (virions enveloped, slightly pleomorphic,
spherical, 120-200 nm in diameter). Surface projections of enve-
lope distinct spikes were dispersed evenly over all the surface.

Nucleocapsid surrounded by the tegument that consists of
globular material, which is frequently asymmetrically distributed
and may be variable in amount. Nucleocapsids were sometimes
penetrated by stain (although the intact envelope was impermeable
to stain) 100-110 nm in diameter.

Nucleocapsids appeared to be angular and surface capsomer

VASQUEZ-YEOMANS ET AL.

arrangement obvious. There were 162 capsomers per nucleocapsid
(capsomeres hexagonal in cross-section with a hole running half-
way down the long axis). The core consisted of a fibrillar spool on
which the DNA is wrapped, and the ends of the fibers are anchored
to the underside of the capsid shell. Incomplete virus particles often
present, are capsids lacking the envelope. Virions contain one mol-
ecule of linear double stranded DNA (van Regenmortel et al. 2000).
Based on this description of the Herpes viruses, the particles shown in
Figures 1 and 2 can be described as herpes-like. There were no
particles in the main part of the nucleus and no virions in the cyto-
plasm. Some capsides were variable in size and thin-walled.

Herpes and herpes-like viruses have been recorded in turtles,
carps, ictalurids, frogs, and other aquatic organisms (Buchanan &
Richards 1982). In oysters there are several records of herpes or
herpes-like viruses around the world (Table 1), and these virus
infections in bivalves seem to be ubiquitous (Le Deuff & Renault
1999). All these herpes-like viruses have been described in larval
stages and young spat with the exception of adult Ostrea angasi in
Australia (Hine & Thorne 1997) and possibly adult Crassostrea
virginica in Maine USA (Farley et al. 1972). However, Farley et
al. did not mention the age or size of the infected oysters. Studies
on the development of molecular analysis to detect the herpes-like
virus in oyster larvae and juveniles have been carried out (Le
Deuff & Renault 1999, Renault et al, 2000, Renault & Arzul
2001). Interspecies transmission also has been studied (Arzul et al.
2001a, Arzul et al. 2001b). More recently, Arzul et al. (2002)
detected the herpes-like virus in a symptomatic C. gigas adult
using molecular techniques, including PCR and in situ hybridiza-
tion (ISH). These authors suggest that this virus may persist in its
host after primary infection, and a comparison between adult oys-
ters and infected spat indicated that the spat contain higher
amounts of virus DNA. They concluded that viral replication ap-
pears less common in adults than in spat. In contrast, our results
(Céceres-Martinez & Visquez-Yeomans 2003) and those shown in
this study, suggest the connection of a herpes-like virus in gill
tissue of adults C. gigas with clinical signs, histologic alterations,
and high mortality episodes. To our knowledge, this is the first
record of herpes-like viruses by TEM in adult oysters.

More research is being conducted to further characterize the
virus and to determine the influence of environmental factors on
the development of the disease in larvae, juveniles, and adults.

TABLE 1.

Herpes-like virus infection in oysters.

Name of
Host Growth Stage Tissue Mortality  the Disease Locality Reference
Crassostrea virginica Not mentioned, Haemocytes Unnamed Maine, USA Farley et al. 1972
possibly adult
Crassostrea gigas Larvae Connective and Unnamed Northern France Nicolas et al. 1992
mantle epithelium
Crassostrea gigas Larvae Entire larvae 60-100% Unnamed Auckland, Hine et al. 1992
5 New Zealand
Ostrea edulis Young spat Connective, around 90% Herpes-like Brittany, France Comps & Cochennec
(5 months old) digestive tubules infection 1993
Crassostred gigas Young spat (3-7 Connective in the 80-90% Unnamed France, Atlantic Renault er al. 1994
months old) gills, mantle and Coast
around digestive
tubules
Adults Unnamed Australia Hine and Thorne 1997

Ostrea angasi
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Experimental infections by cohabitation and by injection of a ho-
mogenate of eroded gill tissues from symptomatic oysters are be-
ing carried out to confirm the role of these herpes virus-like par-
ticles as the cause of these mortalities.
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Bacterias aisladas de las branquias del ostion japonés
Crassostrea gigas cultivado en Bahia Falsa, Baja California,
México
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Resumen. El ostién japonés, Crassostrea gigas, se cultiva en Bahia Falsa, Baja
California, desde finales de los afios setenta. En la actualidad existen 21 empresas
dedicadas a esta actividad. A partir de 1998 se comenzaron a registrar
mortalidades inusuales del ostién, alcanzando porcentajes mayores al 80% del
total de la produccién. Estos episodios de mortalidad se han mantenido de
forma més o menos regular y la hipétesis de un posible agente patégeno
involucrado, como un virus, una bacteria o ambos, permanece vigente. En el
presente trabajo se registran los resultados de un estudio de caracterizacién
fisiolégica y bioquimica de bacterias aisladas de tejido branquial de ostiones
recolectados durante un episodio de mortalidad en 2001. Se aislaron tres colonias
de bacterias, dos de las cuales crecieron en el medio selectivo Tcss formando
colonias amarillas que se identificaron como bacterias del género Aeromonas. La
tercera cepa aislada no se pudo cultivar ni identificar. Las especies de Aeromonas
no se documentan como patégenas para moluscos, pero sf para peces y reptiles,
Por otro lado, la identificacién de la colonia de bacterias de dificil crecimiento
en medios empleados en este estudio, debe realizarse mediante métodos
moleculares,

Palabras clave: Crassostrea gigas, Aevomonas sp., mortalidad, cultivo.

Abstract., Since the late 70s, the Japanese oyster, Crassostrea gigas, has been cul-
tured in Bahfa Falsa, Baja California, Mexico. Nowadays, there are 21 culture
companies involved in this activity. In 1998, unusual mortality episodes of oys-
ters began to occur, reaching up to 80% of the production. These mortality
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episodes have been recurred up to date and, the hypothesis of a possible patho-
gen involved, such as a virus, bacteria or both, remains open. This work shows
the results of a study on the physiological and biochemical characterization of
isolated bacteria from gill tissue of oysters recollected during a mortality epi-
sode in 2001, Three colonies were isolated, two of them grew in ‘rcis selective
medium, forming yellow colonies, which were identified as belonging to the
genus Aeromonas. The third colony could not be cultured or identified. There
are not records on the pathogenicity of Aeromonas spp. in mollusks; however,
they have been reported as pathogenic for fishes and reptiles, Identification of
the not cultured bacteria must be carry out by molecular methods.

Key words: Crassostrea gigas, Aeromonas sp., mortality, culture

Introduccién

El ostién japonés Crassostrea gigas es ampliamente cultivado alrededor del mundo.
Esta especie ha sido introducida de su regién de origen en Japén, a pafses como
Australia, Francia, Holanda, Espafia, Portugal, Tailandia, Estados Unidos y Reino
Unido (Bardach et al. 1982; Edwards 1997). En 1973, C. gigas se introdujo en
varias lagunas costeras de los estados de Sonora, Baja California Sur y Baja Cali-
fornia, incluyendo Bahia Falsa, Baja California, México. En la actualidad, el cultivo
de ostién en Baja California y en otros estados del noroeste de nuestro pais estd
bien establecido, la produccién anual es de unas 1 622 toneladas métricas anuales
con un valor de 2.4 millones de délares estadounidenses, y aproximadamente
1800 empleos sostienen esta actividad (Anuario Estadistico de Pesca, 2001) A partir
de 1997, se comenzaron a detectar alarmantes episodios de mortalidad masiva de
ostién, incluyendo semilla, juveniles y adultos en los estados de Sonora y Baja
California Sur. En abril de 1998, ocurrieron episodios similares de mortalidad en
Bahfa Falsa, Baja California. La alarma del sector se hizo patente y se realizaron
tres reuniones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas y académicos
para tratar de determinar las causas de estas mortalidades y la forma de controlarlas.
Las reuniones se realizaron en Sonora, Baja California y Baja California Sur, se
determiné que entre las posibles causas asociadas con esas mortalidades estaban
agentes patégenos (Caceres-Martinez 2000).

En estudios histopatolégicos llevados a cabo entre 1996 y 1998 en las zonas de
cultivo del ostién japonés en Bahia Falsa, B. C., se encontraron en las branquias
células polimorficas gigantes (Céceres-Martinez 2000), mismas que estdn asociadas
a la presencia de un iridovirus conocido como GNV (Gill Necrosis Virus o Virus de
la Necrosis Branquial) (Comps 1988). Posteriores andlisis histopatolégicos de las
branquias del ostidn, iniciados en el verano de 2000, mostraron la sintomatologfa
causada por el GNV, pero sin observar la presencia de células polimérficas asociadas
al virus. Adicionalmente, analisis clinicos llevados a cabo en laboratorio y campo
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mostraron en las branquias sintomas externos parecidos a los causados por el GNV
(Céceres-Martinez & Vasquez-Yeomans 2003); sin embargo, el estudio de estos
tejidos usando microscopia electrénica no demostr la presencia del iridovirus
GNYV, pero si presencia de bacterias tipo bacilos y de virus parecidos al herpes
(Vasquez-Yeomans et al. 2004).

Estos resultados sugieren que tanto el virus parecido a herpes como las bacterias
tipo bacilos que se encontraron, o ambos, podrian tener relacién con los episodios
de mortalidad observados. Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue aislar
e identificar bacterias de tejido branquial del ostién japonés, C. gigas, recolectados
durante un episodio de mortalidad en la Bahia Falsa, B. C.

Materiales y métodos

Bahia Falsa est4 formada por un brazo de la bahia de San Quintin localizada en
la costa del Pacifico de Baja California, entre 30° 24’ N a 30° 30’ Ny 115° 57" O
a 116° 01' O (Fig. 1) (Lara-Lara & Alvarez-Borrego 1975). La bahia tiene una
longitud de 7 km y una profundidad méaxima, en el canal principal, de 7 m; en
toda la bahfa se localizan los cultivos comerciales del ostién japonés

Fig. 1. Mapa de la Bahia Falsa en donde se seiiala el punto de recolecta de ostién. La zona
sombreada corresponde a la zona de cultivo.
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(Alvarez-Borrego et al. 1975). De una muestra de 70 ostiones adultos (longitud
promedio de 89.3 = 7.7 mm) que se recolectaron en el drea de cultivo, conocida
como Ostiones Guerrero de Bahia Falsa (Fig. I), para su andlisis en el Laboratorio
de Biologfa y Patologia de Organismos Acuéticos del C.I.C.E.S.E. durante un
episodio de mortalidad, sélo 10 llegaron vivos.

De estos ostiones, y bajo condiciones asépticas, se obtuvieron 5 g de tejido
branquial, el cual se homogeneizé con un mortero de porcelana previamente
esterilizado. El homogeneizado se colocé en un tubo de ensayo con 9 ml de agua
de mar filtrada y esterilizada en autoclave y se hicieron subsecuentes diluciones
(10" a 10, Se sembraron 10 ul de la dilucién 10 en placas con medio de cultivo
Zobell (Gibco). Estas se incubaron a 26 °C por 24 horas. Las colonias dominantes
se aislaron, una parte en medio TCBS y otras en medio agar marino.

La caracterizacién fenotipica se realiz6 por pruebas fisiolégicas estandar
(tincién de Gram, reaccién de la oxidasa, morfologfa y movilidad, crecimiento
en TCBS, fermentacién de la glucosa, sensibilidad al agente vibriostatico 0/129 y
crecimiento a las salinidades 3% y 6%) y pruebas bioquimicas utilizando el API
20E (BioMérieux) siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando la
solucién de dilucién con agua de mar estéril. Las bacterias aisladas e identificadas
se preservaron a —=70°C.

Resultados

Se obtuvieron tres colonias de los aislamientos realizados de las branquias de los
ostiones estudiados. Los resultados de la caracterizacién fisiolégica y bioquimica
de las bacterias aisladas se resumen en el Cuadro 1. Dos de las cepas crecieron en
el medio selectivo TCBS formando colonias amarillas y se identificaron como
bacterias del género Aeromonas. La tercera cepa aislada no se pudo identificar debido
a su crecimiento muy lento, que no permitié obtener suficiente inéculo para su
caracterizacion bioquimica con las pruebas del API 20E.

Discusion

Durante los afios sesenta y hasta la actualidad, en los cultivos de ostién japonés en
diferentes partes del mundo, se han presentado mortalidades masivas durante los
meses de verano, cuando la temperatura del agua excede los 20 °C (Friedman ¢¢ al.
1991). La mayoria de los estudios enfocados a determinar la causa de estas
mortalidades refieren a las bacterias como los posibles agentes causales. Entre las
principales enfermedades ocasionadas por bacterias en Crassostrea gigas destacan
la vibriosis (Vibrio splendidus, Vibrio spp.); nocardiosis (Nocardia sp., bacteria
actinomiceta) y la enfermedad del ligamento de la charnela en juveniles de ostién
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Cuadro 1. Caracterizacién fenotipica de las bacterias del género Aeromonas

Prueba Resultado
Gram -
Movilidad +
Crecimiento en TCBS +

Sensibilidad 0/129
Crecimiento NaCI 3%
Crecimiento NaCl 6%
Utilizacién de:

Citrato

Glucosa

Manitol

Sorbitol

Ramnosa

Sacarosa

Melibiosa

Arnygdalina

Arabinosa =
Enzimas:

Hidrolisina ONPG

Arginina dihidrolasa +

Lisina descarboxilasa -

Omitina descarboxilasa -

Ureasa -

Triptéfano desaminasa -

Gelatinasa +

Citocromo oxidasa
Produccién de:

H,S

Indol

Acetoina (Voges-Proskauer)

Oxidacién de la glucosa

Fermentacién de la glucosa

I+ + + + !

+ 4+ !

+

+ !

+ +

(bacteria parecida a Cytophaga) (Friedman et al. 1991, Bower el al. 1994; Lacoste et
al. 2001).

Los resultados que se esperaban de los aislamientos y posterior identificacién
de las cepas bacterianas encontradas en cl presente estudio, eran la presencia de
algtin tipo de bacteria patgena como las ya mencionadas. Sin embargo, las colonias
que se encontraron fueron del género Aeromonas y, aunque analisis cualitativos de
la flora bacteriana en ostién han confirmado la presencia de bacterias del género
Aeromonas (Sugumar et al. 1998), este género no se documenta como patégeno
para moluscos (McGladdery 1999). Sin embargo, si hay registros de una elevada
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patogenicidad de algunas de estas bacterias como A. salmonicida y A. hydrophila en
peces, ranas, tortugas y otros reptiles (Hubbard 1981, Austin 1988).

Por otro lado, el lento crecimiento de la tercera colonia bacteriana, y por tanto
la dificultad para obtener inéculos suficientes para las pruebas bioquimicas impidié
su identificacién y la posibilidad de determinar su posible patogenicidad. Es
importante sefialar que un método alternativo para identificaciéon de bacterias en
estos casos es a través de andlisis molecular (Houpikian & Raoult 2002), lo que nos
llevaria a conocer si ese tipo de bacterias pudieran ser identificadas como posibles
patégenas. Si se descartan las bacterias encontradas como posibles agentes causales
directos de las mortalidades en la bahia es probable que las particulas virales
parecidas a herpes (Vasquez-Yeomans et al. 2004) s lo sean, o que de alguna manera
actiien de manera sinérgica con las bacterias. En cualquier caso, son necesarios
mayores estudios a partir de la informacién aqui encontrada que permitan dilucidar
el papel de estas bacterias y virus en las branquias del ostién japonés de la zona de
estudio.
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_EROSION BRANQUIAL EN EL
OSTION JAPONES CRASSOSTREA GIGAS Y
SU RELACION CON EPISODIOS DE MORTALIDAD
MASIVA EN EL NW DE MEXICO

Dr. Jorge Céceres Martinez y Rebeca Vasquez Yeomans
Centro de Investigacién Cientifica y Educacidn
Superior de Ensenada

El Cultivo del Ostién Japonés en el

Noroeste de México

El ostién japonés Crassostrea gigas es ampliamente culti-
vado alrededor del mundo. Esta especie ha sido introduci-
da de su region de origen en Japdn, a paises como Austra-
lia, Francia, Holanda, Espafia, Portugal, Tailandia, Estados
Unidos y Reino Unido.

En México, Crassostrea gigas se introdujo en 1973, en la
Bahia de San Quintin, Baja California a una escala piloto,
como resultado del plan de creacion de los distritos de
Acuacultura promovidos por la Direccion de Acuacultura
del Departamento de Pesca (Figura 1). Posteriormente, en
1976 se llevaron a cabo los primeros cultivos experimen-
tales en Baja Califernia Sur en la Bahia de La Paz y para
principios de 1980, el cultivo de ostién se amplié de ma-
nera importante en el noroeste del pais, abarcando los
estados de Sonora y Nayarit.

En la actualidad, el cultivo de ostién en Baja California y
en otros estados del Noroeste de nuestro pais esta bien
establecido, la produccién anual es de unas 1,622 tonela-
das métricas anuales con un valor de 2.4 millones de déla-
res americanos, aproximadamente 1,800 empleos sostie-
nen esta actividad.

A pesar de que se llegd a producir semilla de astién en la
Bahia Falsa en los afios 80 y se produce actualmente en
Sonora, la dependencia de semilla proveniente de Estados
Unidos, es continua.

Las expectativas de crecimiento de esta actividad, aunque
promisorias, se han visto afectadas por la desorganizacion
del sector, el cierre de las exportaciones del producto a
Estados unides debido a multiples problemas de cardcter
administrativo, comercial, de certificacion sanitaria, etc. y
por la aparicién de mortalidades masivas del ostidn en la
region.

onés Crassostrea
México

Mortalidades Masivas de Ostion Japonés en el No-
roeste de México

A partir de 1997, se comenzaron a detectar alarmantes
episodios de mortalidad masiva de ostidn, incluyendo se-
milla, juveniles y adultos en los estados de Sonora y Baja
California Sur. Para Abril de 1998, episodios similares de
mortalidad acurrieron en la Bahia Falsa, Baja California. La
alarma del sector se hizo patente y se realizaron tres reu-
niones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas
y académicos para tratar de determinar las causas de es-
tas mortalidades y la forma de controlarias.

Las reuniones se realizaron en Sonora (Foro Regional so-
bre la Problemdtica del Cultivo de Moluscos Bivalvos en el
Noroeste de México, 2000), Baja California (Primera Reu-
nién del Comité Regional del Programa de Moluscos Bival-
vos en la Region Pacifico Norte, 2000) y Baja California
Sur (Tercera Reunién Regional sobre la Problematica del
Cultivo de Moluscos Bivalvos en el Noroeste de México,
2000), donde se determind que entre las posibles causas
asociadas con esas mortalidades estaban:

1. Aumento de temperaturas y condiciones ambientales
propiciadas par el fendmeno de "El Nifio" en 1997 y 1998.

2. Presencia de toxinas en el ambiente producidas por
microalgas u otros organismaos marinos.

3. Contaminacion.

4,Cantidad y calidad de alimento disponible (fitoplanctan).

5. Patogenos, o la sinergia producida por la interaccién de
dos 0 mas de los factores antes mencionados. Aunque no
ha sido posible lograr un financiamiento para un estudio
integral en la zona, diversos laboratorios han realizado
estudios sobre genética, capacidad de carga de la zona de
cultivo, fitoplancton, etc.

Actualmente, se contindan reportando episodios de morta-
lidades inusuales en la region pero su duracién y exten-
sidén han sido de menor escala.

Primeros estudios sobre el posible papel de un
agente patégeno como causante de las mortalidades
de ostion en la zona

Aqui presentamos los resultados de 6 afios de trabajo en-
focados a determinar el posible papel de un agente paté-
geno como causante de dichas mortalidades. Este estudio
se realizd en varios puntos de la Bahia Falsa, Baja Califor-
nia, México de julio de 1997 a la fecha. Adicionalmente se
analizaron muestras de ostiones provenientes de Baja
California Sur y Sonora. Los primeros estudios histopatolo-
gicos mostraron una inflamacién del tejido branquial
(Figura 2) cuya prevalencia e intensidad fueron en aumen-
to del inicio hacia finales de la primera fase del estudio en
1998, justo tres meses después de que los primeros epi-
sodios de mortalidad masiva se registraron en la Bahia
Falsa.

En dos casos se detectd la presencia de células gigantes
polimérficas conteniendo granulos baséfilos, nucleos hi-
pertréficos y hemocitos diseminados alrededor de la lesion
(Fig. 3). Simultdneamente, se observé la presencia de un
protozoario del género Trichodina sp. (tricodinas) alrede-
dor de las branquias y la cavidad del manto (Fig. 4), su
abundancia fue en aumento del inicio al final de la primera
etapa del estudio coincidiendo con el incremento en la
inflamacion del tejido branquial. Estos resultados, que se
presentaron en las reuniones de trabajo para determinar
las causas de los episodios de mortalidad que se han men-




Figura 2. Inflama-
cién de los filamen-
tos branguiales en

Crassostrea gigas,

con la presencia de
hemocitos (h) vy al-
gunas celulas gigan-
tes polimarficas (gc)

2000), en foros nacionales e internacionales (Caceres-
Martinez y Vazquez-Yeomans, 2002; Caceres-Martinez et
al., 2002) y en revistas cientificas (Caceres-Martinez y
Vézquez-Yeomans, 2003) mostraron tener cierta similitud
con aquellos obtenidos cuando se estudiaron las mortali-
dades masivas del ostion Portugués Crassostrea angulata
ocurridas en Europa en los afios 60 cuando se determing,
indirectamente, que fueron provocadas por un virus, y a
esta enfermedad se le denomind “Maladie des Bran-
chies” (Marteil, 1969) o “Gill Necrosis Virus” como poste-
riormente se le identificd (Comps, 1988).

El Origen de la Necrosis Branquial por Virus (GNV)
En noviembre de 1966, se observaron los primeros sinto-
mas de esta enfermedad en una poblacién del ostion por-
tugués Crassostrea angulata de La Tremblade, Francia
(Marteil, 1969), para 1967 la epizootia se habia extendido
en la zona ostricola de toda Francia. Posteriormente, se
detect6 en Gran Bretafia, Espafia y Portugal y entre el 70
y 80% de los ostiones de dreas afectadas, mastraban ne-
crosis en las branquias y en los palpos labiales (Marteil,
1969; Comps, 1988). Los estudios de ejemplares mori-
bundos mastraron a nivel clinico las erosiones en las bran-
quias, acompafiadas en los casos mas severos, de perfora-
ciones y pustulas amarillentas e identaciones en forma de
*“w* an el borde superior de las branquias y, en otros ca-
sos, la casi total desaparicidn de la misma.

A nivel histopatolégico, se encontraron inflamaciones y
necrosis branquial, presencia de células polimorficas gi-
gantes vy tricodinas; de hecho se llegd a pensar que las
tricodinas pudiesen ser la causa de las mortalidades de-
tectadas en el ostion portugués,

Figura 3. Células gi-
gantes polimorficas
(gc) e inclusiones ba-

sofilas (bi) en el tejido
branquial de Crassos-
trea gigas

También se pensd que
las células polimérficas pudiesen ser un protozoario pard-
sito; sin embargo, estudios posteriores descartaron a las
tricodinas como agente causal de
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Figura 4.
Tricodinas
en tejido
branquial de
Crassostrea
gigas

las mortalidades y se determind mediante estudios de
ultraestructura celular que las células polimorficas en las
branquias del ostién, eran células infectadas por un virus.
Los investigadores denominaron a esta enfermedad como
“maladie des branchies” o “gill necrosis viral infection
{GNV infection)”, que en nuestro idioma seria necrasis
branquial causada por infeccion viral. El nombre proviene
justamente, de la necrosis branquial caracteristica y de Ia
presencia del virus.

También se demastrdé que las tricadinas eran invasores
secundarios del tejide infectado. Se encontrd que esta
enfermedad también podia afectar al ostién Japonés Cra-
sosstrea gigas cultivado en la region de Marennes-Oléron,
Francia; sin embargo, en esta especie no se apreciaron ni
las perforaciones en branquias y palpos ni las manchas
amarillentas (Marteil, 1969; Comps, 1988), concluyéndose
que su efecto no era tan devastador. Un virus similar se
detecté en branquias de Crassostrea gigas importadas a
Francia desde Japén, Corea y Canada entre 1966 y 1969;
sin embargo, no se reportdé ninguna comparacion con el
virus causante de la GNV y desde entonces no se han re-
portado agentes similares en branquias del ostion Japonés
adulto (McGladdery, 1999). Se cree que después de 1968,
el virus de la GNV permanece en estado enzodtico en po-
blaciones naturales del ostién Portugués en el rio Sado,
Partugal y en Cédiz, Espafia (Comps y Masso, 1978), pero
el estatus actual de la enfermedad no se conoce
(McGladdery, 1999). La posicién taxonémica precisa del
virus de la GNV es aun incierta, en su morfologia general,
tamafio, morfogénesis intracitopldsmica y composicién de
4cidos nucleicos se asemeja a un iridovirus (Comps,
1988).

Otras estudios han encontrado virus tipo herpes en estos
tejidos en larvas y juveniles de Crassostrea gigas y en
adultos de Crassostrea virginica en Estados Unidos y Os-
trea angasi en Australia (Renault, 1998; Renault et al.,
2001; Arzul, et al., 2002) y no se puede descartar la posi-
bilidad que este tipo de virus pueda, entonces, estar rela-
cionado con los dafios observados. Finalmente, es impor-
tante aclarar, que el virus que se asume causante de la
GNV no fue aislado y no se hicieron los bioensayos corres-
pondientes para demostrar su patogenicidad, la conclusion
para designarlo como el agente causal esta basada en
informacion indirecta obtenida de las preparaciones histo-
légicas observadas durante las epizootias en Europa y su
relaciéon con las lesiones branquiales (Comps, 1988).

Descubrimiento de erosién branquial y virus en el
ostion Japonés cultivado en el Noroeste de México

A partir de esta informacién sobre el origen de la GNV, se
inicié un estudio de las caracteristicas clinicas en ostiones
de las zonas afectadas por la mortalidad en la Bahia Falsa
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y en otras localidades de los estados de Sonora y Baja La erosion branquial en el ostion japonés cultivado

California Sur, para ver si se encontraban lesiones simila- en el Noroeste de México y los episodios de mortali-
res a aquellas descritas en el ostion Portugués infectado dades masivas en la region
por la GNV. Los resultados obtenidos sugieren que la GNV o una enfer-

medad con caracteristicas casi idénticas, afecta al ostidn
Japonés cultivado en México poniendo en evidencia una
serie de cuestionamientos que requieren una investigacion
detallada y un financiamiento urgente y suficiente para
este tipo de estudios. La primera pregunta se refiere a la
identidad del virus (iridovirus, herpesvirus u otro), es ne-
cesario identificar con toda precision al virus encontrado
en México, para esto, ademas de la microscopia electroni-
Figura 5. Erosion ca de transmisian y tinciones histoquimicas, es necesario
branquial en el estudio de los acidos nucleicos mediante técnicas mole-
Crassostrea culares las cuales ya se estan implementando. La siguien-
gigas te pregunta es, si se trata del mismo agente causal,
iPorqué el ostion Japonés de las zonas histéricamente
afectadas por esta enfermedad en Europa no han sufrido
mortalidades masivas en la actualidad por GNV y esta
aspecie de ostion si ha sido dramaticamente afectada por
el virus en México? Las respuestas son diversas y se de-
ben realizar los estudios de patogenicidad correspondien-
tes, ademas, pueden estar asociadas desde la posible mu-
tacién del virus y aumento de su virulencia, el efecto dife-
Las rnuestras obtenidas fueron de ostiones supervivientes rencial de las condiciones ambientales en aguas Mexicanas
a episodios de mortalidad y en ellos se encontraron las respecto a las condiciones en Europa que pudieran hacer
lesiones branquiales descritas para la GNV (Figura 5) pero mds vulnerable a esta especie, la existencia de un virus
no las perforaciones ni pustulas amarillentas ni casos de similar que causa efectos también parecidas, hasta la in-
pérdida total de la branquia, probablemente por no tener fluencia de la escasa variabilidad genética que se ha en-

acceso a ejemplares moribundos, o por que, como lo se- contrado en los ostiones cultivados en Bahia Falsa, B. C.
fiald Marteil (1969) en el ostion Japonés la sintomatologia que, potencialmente afecta negativamente a sus mecanis-
no es tan dramatica. mos de defensa. Por lo anterior es urgente ahondar en la

respuesta a estos cuestionamientos.

Control de la erosién branquial asociada a virus en
México

La Oficina Internacional de Epizootias no ha incluido a la
GNV como enfermedad certificable; sin embargo, la legis-
lacion nacional (NOM-010-PESC 1993 y NOM-011-PESC-
1993) si la contempla, aunque no indica cdmo debe detec-
tarse y como se ha mostrado aun falta mucha informacién
bdsica al respecto para implementar una regulacion ade-
cuada y con bases sdlidas, en caso de que se confirmara
que esta enfermedad es la que esta provocando las mor-
talidades de ostién japonés en el Noroeste de México.

Figura 6. Virus en
tejido branguial de
Crassostrea gigas

Hasta el momento la Unica forma de detectar al virus cau-
sante de la GNV u otro similar ha sido por un laborioso
proceso de estudios clinicos, histopatoldgicos y de micros-

A nivel histopatolégico se continud observando inflama- copia electronica. Recientemente ya se han desarrollado
cion, necrosis branquial en algunos casos y células can sondas moleculares para deteccidn de herpesvirus de os-
nucleos picnéticos. tion en Europa (Renault et a/., 2000), mismas que se es-

tan aplicando en este caso y en conjunto con el Laborato-
También se observaron procesos de cicatrizacion en las rio de Enfermedades de Moluscos de Espaiia.
zonas apicales de las branquias afectadas donde se toma-
ron muestras para su observacion por microscopia electré- En nuestra experiencia, ha sido muy costoso el llegar a
nica de transmision, las cuales se enviaron al Laboratorio detectar estas particulas virales en los tejidos dafiados y
Nacional de Referencia de Enfermedades de Maluscos de alin nos enfrentamos a la necesidad de identificar con toda
Espafia y al Laboratorio de Microscopia Electrdnica de la precision al virus y hacer los estudios de infectologia obli-

Universidad Estatal de San Diega, California. gados para demostrar cientificamente que este virus es el

agente causal de las mortalidades en la zona. La literatura
Los primeros resultados mostraron presencia de bacterias internacional sefiala que no se conocen métodos de pre-
asaciadas al tejido infectado, pero recientemente se obtu- vencion o control de esta enfermedad u otras similares y

vieron las imdgenes que demuestran la presencia de virus se recomienda no trasladar ostiones de dreas afectadas
dentro de las células del tejido branquial inflamado (Fig 6) con la enfermedad (actual o histdrica) a areas donde la
{Vdsquez-Yeomans; Caceres-Martinez, en prensa). enfermedad no ha sido observada. Ante este escenario el
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panorama puede ser sombrio; sin embargo, recordemos
que hemos aprendido a coexistir con diferentes virus que
afectan a la acuacultura, tan solo se mencionan los casos
de virus en camardn y aun asi la produccion ha continua-
do.

También se debe recordar que la intensidad y extension
de estas mortalidades ha venido disminuyendo. Sin em-
bargo, esto muestra que se debe ser muy exigentes res-
pecto a la calidad sanitaria de nuestros cultivos y en
apoyar la investigacidn sanitaria que nos de mads y mejo-
res elementos para la supervivencia de la acuacultura.

éQué hacer?

Independientemente de determinar la identidad taxondmi-
ca precisa del virus encontrado, (iridovirus, herpesvirus u
otro) y de demostrar contundentemente que es el causan-
te de las mortalidades ocurridas en la zona, se pueden
tomar una serie de medidas sanitarias que ayudaran a una
produccién mas saludable, entre otras:

?7 De acuerdo a la Norma NOM—010—PESC— 1993, se
debe exigir un certificado sanitario a los laboratorios en
donde se adquiera la semilla de ostion. Lo misma debe
exigirse si se piensa adquirir juveniles o adultas, este
certificado debe estar respaldado por las autoridades
sanitarias del pais en donde se adquieran los ostiones.

717 No realizar transferencias de lotes de ostién en cual-
quiera de sus fases de desarrollo entre localidades dife-
rentes sin contar con un estudio sanitario de dichas
zonas, en donde se muestre la calidad sanitaria de las
mismas y si hay riesgo de trasladar alguna enfermedad
no presente en la localidad receptora.

=
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En conjunto con la autoridad sanitaria promover el
establecimiento de laboratorios de diagnéstica sanitario
que confirmen la calidad sanitaria de los lotes que se
introducen al Pais, dotandoles del equipo necesario y
capacitando al personal de acuerdo al grado de espe-
cializacion que ameriten estos estudios.

—o
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? Capacitar al personal de la granja de cultivo respecto a
las medidas sanitarias obligadas para proteger a la
produccion. Por ejemplo el mantenimiento de instala-
ciones limpias, implementos de cultive desinfectados,
uso de maniluvios y pediluvios, filtracidn y desinfeccidn
del suministro de agua, depdsito adecuado de dese-
chos (conchas, restos organicos), supervision sanitaria,
etc, el embate de infecciones virales se reduce consi-
derablemente.

7?7 Promover el establecimiento de laboratorios nacionales
para produccion de semilla de ostidon y otros maluscos,
certificados desde el punto de vista sanitario.

7? Promover una reconciliacion efectiva entre productores
y académicos para que los primeros, apoyen proyectos
de investigacion sanitaria de forma directa mediante
fideicomisos o alguna estructura no burocrdtica. Entre
estos proyectos de investigacion esta el buscar ejem-
plares resistentes a la enfermedad.

-2
-~

? Vigilar la calidad genética de los ostiones que se pre-
tende adquirir, buscando una garantia respecto a una
variabilidad genética adecuada.
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La camaronicultura es un area que ha

| tenido un gran desarrollo desde finales

del siglo pasado, sin embargo, los orga-
nismos bajo cultivo son susceptibles a
diferentes agentes patdgenos. Varios de
estos agentes, han sido reportados como
elementos causantes de enfermedades
catastroficas para la produccion de ca-
marén y han generado un colapso para
esta industria en distintos paises como
‘| China, Tailandia, Indonesia, Taiwan vy
Ecuador.

Normalmente, cuando se habla de agen-
tes patogenos causantes de grandes

‘| pérdidas para la industria camaronicola

se refieren a virus, debido a lo especta-
cular del dafio y al corto periode en que
se observan los efectos. Sin embargo,
existe otro conjunto de patdgenos que
también causan importantes dafios en la
produccion de camaradn,

Diferentes especies de Vibrio han sido
reportados a nivel mundial (Fig. 1), co-

| mo los agentes causantes de serias pér-

didas en la produccion del camardn de

| granja, generando mortalidades que han

llegado a ser hasta del 100%, particular-
mente en postlarvas y juveniles.

La camaronicultura, al igual que el resto
de los sistemas acuaculturales, crea un
medio ambiente artificial que favorece
la seleccion, adaptacion, y crecimiento
de diversos agentes infecciosos, que

éste posee alguna deficiencia nutricional,
inmunoldgica, o genética, y/o que esté ba-
jo estrés ambiental.

Los vibrios son agentes patdgenos oportu-
nistas que pueden tomar ventaja de los
cambios ecoldgicos generados durante el-
cultivo, constituyendo ademas un impor-
tante elemento de la poblacion bacteriana
del camardn y del medio ambiente que los
rodea, siendo por lo tanto una fuente
constante de posibles infecciones para es-
tos organismos.

Figura 1. Paises que han reportado perdidas
en su produccion camaronicola (*) causada por
diferentes especies de Vibrio sp

Las enfermedades generadas por este tipo
de bacterias han sido descritas como: vi-
briosis, enfermedad bacterial, septicemia
bacteriana de los peneidos, vibriosis de los
peneidos, vibriosis luminiscente, y enfer-
medad de las patas rojas. Los camarones
que han sido afectados por alguna espe-
cie patdgena de Vibrio spp., muestran
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Finalmente, el ADN proviral integrado es transcrito por
la propia maquinaria de la célula huésped a ARN, el
cual es traducido a proteinas virales o es empaquetado
dentro de la cubierta proteica del virion para formar
mas viriones.

Clasificacion de los virusoides y viroides
Los satélites (virusoides) y viroides no estan oficial-
mente clasificados por el ICTV de la misma manera
que un virus convencional. Sin embargo, los criterios
que se han establecido para dividir a los satélites vira-
les de plantas en 4 grupos son los siguientes:

1) Tipo A. Un ARN de mas de 700 nt el cual codifica
a una proteina estructural de la capside formando
particulas satélites especificas.

2) Tipo B. Un ARN de mas de 700 nt que codifican a
una proteina no estructural.

3) Tipo C. Un ARN lineal de menos de 700 nt los
cuales no codifican a proteinas.

4) Tipo D. Un ARN circular de menos de 700 nt que
no codifican a proteinas.

De manera similar los viroides no son reconocidos ofi-
cialmente por la ICTV, pero estan agrupados con base
en la secuencia conservada de nucledtidos de la region
central, la cual esta implicada en la replicacion (ICVT,
003).
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INFECCIONES VIRALES EN MOLUSCOS
Rebeca Vasquez Yeomans y Jorge Caceres Martinez
Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada, B.C.

El conocimiento de las epizootias en moluscos se ha
asociado, tradicionalmente, con bacterias, hongos o
protozoos con un minimo de atencion a las enferme-
dades causadas por virus. Sin embargo, este enfoque
esta cambiando ya que se han encontrado diversos
virus como agentes causantes de epizootias.

El estudio de los virus en moluscos inicid a principio
de los afios 70's con dos reportes sobre los patoge-
nos virales de los cefaldpodos. Para los moluscos bi-
valvos cultivados comercialmente, el primer registro
de la presencia de un virus fue dado por Farley ef a/.
(1972) en el ostidn amerticano Crassostrea virginica.
En este estudio se encontraron inclusiones intranu-
cleares comparables a las asociadas con infecciones
del virus del herpes de otros animales.

Iridovirus

El primer reporte de observaciones ultraestructurales
de virus asociados a mortalidades masivas en el os-
tion portugués, Grassostrea angulata, se debe a
Comps et al, (1976), en el se menciona la presencia
de zonas con particulas virales en el citoplasma de
células hipertrofiadas. Estas particulas mostraron una
forma hexagonal y con un didametro de 450 nm
(nandmetros) en promedio. Las caracteristicas mos-
tradas y en particular, su modo de desarrollo, lo rela-
cionan intimamente con el grupo de los iridovirus.

Estos virus causaron elevadas mortalidades, tan sig-
nificativas, que destruyeron casi en su totalidad los
cultivos de ostion de C angulata en Francia; poste-
riormente, esta enfermedad se encontrd en Espafia y
en Portugal en C angulatay C gigas. Sin embargo,
no se obtuvo informacion sobre el modo de transmi-
sién del virus ni se indujo experimentalmente la en-
fermedad.

Mortalidades masivas en larvas de Grassostrea angu-
lata en Francia entre 1970 y 1973 también fueron
atribuidas a un Iridovirus. Esta enfermedad se deno-
mino infeccion hemoditica viral o HIV. Los organismos
mostraron una decoloracion en la glandula digestiva,
ruptura del tejido conectivo e infiltracion hemocitica
(Comps et al., 1976).

En 1978, Leibovitz ef &/, atribuyeron mortalidades de
larvas de C gigas, a un virus tipo Iridovirus. El virus

afectd a larvas de 150 p y causo lesiones en el velo
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y otros epitelios ciliados por lo que se conoce como
Enfermedad del velo del ostion (Oyster Velar Virus Di-
sease). El virus mostro una simetria icosahédrica, con
un diametro de aproximadamente 228 nm y una cap-
side de 20.6 nm de grosor compuesta por una mem-
brana bilaminar. Los cuerpos de inclusién son positi-
vos a la tincion histoquimica de Feulgen por lo que se
demuestra que son virus de ADN.

La morfogénesis de las particulas virales se inicia con
la formacion de capsides alrededor del viroplasma, el
cual se observa de forma irregular y termina con la
formacion de un denso ntcleo viral. La ocurrencia es-
tacional de la OVVD sugiere que existe un hospedero
(u hospederos) secundario que funciona como reser-
vorio y que permite reinfectar a las larvas de ostidn.
Una posibilidad del hospedero alterno pudieran ser los
ostiones adultos. Sin embargo, no se han encontrado
evidencias de la presencia del virus en los organismos
adultos. Actualmente se desconocen los factores am-
bientales que afectan la susceptibilidad de las larvas a
esta enfermedad.

Herpesvirus

La primera descripcion de una particula viral tipo her-
pes en el ostion Americano, Grassostrea virginica, fue
documentada por Farley et a/. (1972) quienes sugirie-
ron que la infeccion por herpesvirus es enzodtica
(entendiéndose por ese término como la enfermedad
que prevalece en una poblacion de organismos) bajo
condiciones optimas de temperatura pero una elevada
temperatura del agua parece favorecer la dipersion de
la infeccion o activa la infeccion. Lo anterior concuer-
da con lo reportado por otros autores que ha hecho
una revision de las infecciones causadas por herpesvi-
rus en los organimos marinos y han concluido que es-
tos virus son capaces de estar latentes en el hospede-
ro y permanecer asi durante toda la vida del mismo y
ser reactivados muchos afios después de la infeccién
primaria; ademas, pueden causar enfermedad bajo
condiciones de cultivo y por estres debido a altas tem-
peraturas.

La infeccion causada por los virus tipo Herpes se han
registrado en cinco especies distintas de ostiones, in-
cluyendo a las larvas y juveniles del ostion japonés
Crassostrea gigas (Figura 1) (Renault et a/, 2000).

Hine et al (1992) describieron la morfologia y viroge-
nesis del herpesvirus asociado con mortalidades en
larvas de Crassostrea gigas. Las larvas tuvieron creci-
miento y desarrollo retardado con mortalidades entre
los dias 7 y 11 después del desove,

La ultraestructura mostrd en el nlicleo particulas vira-

les de morfologia hexagonal, con un diametro de 97
nm; los viriones encapsulados midieron aproximada-
mente 131 nm. La nudeocapside se forma en el nd-
cleo y pasa a través de la membrana nuclear interna
para ser envuelta en el espacio perinuclear y pierde
su envoltura al pasar por la membrana externa del
nlcleo, hacia el citoplasma. En el citoplasma las nu-
cleocdpsides se concentran en cuerpos densos,
complejo Golgi, desde donde brotan hacia las cister-
nas de Golgi para ser envueltos, con o sin un tegu-
mento amorfo que probablemente deriva del mismo
complejo. Los viriones envueltos en vesiculas son li-
berados en la superficie celular. Ademas encontraron
en el espacio extracelular nucleocapsides vacias posi-
blemente derivadas de la lisis de células infectadas

(Fig. 1).

Figura 1. Particulas virales donde se observan
las capsides del herpes

El herpesvirus reportado por Hine et al (1992) se
asemeja a la subfamilia Betaherpesvirinae
(Cytomegalovirus CMV) en el alargamiento de la célu-
la infectada y su nucleo, la presencia de sacos intra-
nucleares conteniendo elementos tubulares, la envol-
tura temporal y la desenvoltura cuando la nucleocap-
side pasa a través de la membrana nuclear y la aso-
ciacion con cuerpos densos/Golgi en el citoplasma.
Ademas, el anillo ovoide del material nuclear es simi-
lar al reportado para la infeccion de los cytomegalovi-
rus en humanos. Por la infeccion natural en las larvas
se sugiere que esta contaminacion viral se presenta
muy tempranamente y puede ser el resultado de una
transmision vertical de los progenitores. Particulas
virales con morfologia similar se encontraron en lar-
vas de (rassosirea gigas infectadas experimental-
mente.
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La patogénesis de este virus se demostré por trans-
mision experimental de la enfermedad a larvas axé-
nicas de Crassostrea gigas. Las larvas mostraron
sintomas de la enfermedad a las 48 horas de haber
sido inoculadas con la suspension viral (larvas fres-
cas y larvas a -20° C). Estudios de microscopia elec-
tronica mostraron la presencia de particulas virales
en el nucleo de las células del tejido conectivo del
velo. Al tercer y cuarto dia los viriones ain se mos-
traban en el nlcleo pero también en el citoplasma
mostrando un estadio tardio de la infeccion. En am-
bos casos, las particulas virales exhibieron las mis-
mas caracteristicas. La rapida transmision de la en-
fermedad indica que el virus tiene un ciclo de repli-
cacion muy corto semejante a los herpesvirus de la
subfamilia Alphaherpesvirinae. Un herpes virus tam-
hién se encontré en ostiones de cinco meses de
edad de Ostrea edulis y se sospecha que fue el res-
ponsable del 90% de la mortalidad observada en
estos animales.

Las mortalidades en larvas y semillas se han repor-
tado que se presentan en los meses con maximas
temperaturas (julio y febrero, para el hemisferio
norte y sur, respectivamente). Aparentemente el
herpes virus es endémico de ciertas areas de cultivo
y su expresion es promovida por altas temperaturas.

Se han demostrado los efectos de la temperatura en
la expresion del herpesvirus en C. gigas. Mortalida-
des de larvas a temperaturas de 25 a 26° C ocurrie-
ron de manera repentina alcanzando el 100% a los
6 y 13 dias de cultivo. Anormalidades nucleares que
se observaron en las larvas cultivadas entre 22 a
23° C en microscopia Optica, donde no se observa-
ron particulas virales en microscopia electronica, su-
gieren que hay una baja produccion viral, expresan-
dose la proteina viral en asociacion con una verda-
dera fase latente viral, o hay un estado no producti-
vo, donde las particulas virales no se producen, En
este caso se pueden plantear dos hipétesis, una de
ellas se basa en que existe una verdadera fase la-
tente del virus, donde se expresa la proteina viral,
Segundo, las alteraciones nucleares pueden ser re-
sultado de un ciclo viral abortivo, en el cual algunas
fases tempranas del ciclo viral son alcanzadas, con
sintesis de proteinas estructurales o funcionales y
eventualmente la replicacion del ADN viral, pero sin
la produccion de los viriones lo que trae como con-
secuencia que las células infectadas cambian su as-
pecto estructural.

Es importante seiialar que los virus de la familia

o abortivo y generalmente esta asociado con una
posterior “inactivacion” del virus para entrar a un es-
tado latente. Conociendo esto se pueden considerar a
las larvas cultivadas en las temperaturas de 22 a
23° C como potencialmente peligrosas, porque aun-
que no hayan manifestado una enfermedad
(asintomaticas), éstas funcionarian como larvas por-
tadoras del virus. De esta manera, estos portadores
pueden representar verdaderos reservorios del virus
y con el tiempo transmitir a este agente.

Un diagndstico presuntivo puede basarse en ob-
servaciones histologicas de células tipicamente alar-
gadas con cuerpos de inclusion intranucleares. La in-
feccion da como resultade un nicleo hipertrofiado de
las células del tejido conectivo, células epiteliales del
velo y manto. Para el diagndstico confirmativo se uti-
lizan observaciones de microscopia electronica.

Se han informado de infecciones por virus tipo
herpes en los géneros Ostrea, Crassostreay Tiostrea.
Algunos autores mencionan que las infecciones por
herpes virus en bivalvos parecen ubicuas y las mis-
mas estan asociadas con niveles de mortalidad eleva-
dos (Fig. 2).

Figura 2. Vacuola que contiene a los virus y que esta junto
al niicleo de la célula branquial del ostion

En 2001, Renault ef a/ reportaron la presencia de
herpes virus en larvas de la almeja Ruditapes philip-
pinarum. De acuerdo a los analisis ultraestructurales
v a los efectos citopatogénicos, este virus esta rela-
cionado con el herpesvirus que se ha encontrado en
Crassostrea gigas. Posteriores estudios demostraron
la transmision viral interespecifica donde un herpesvi-

Herpesviridae, tienen un ciclo viral poco productivo  rus que infecta a R. philippinarum puede transmitir a




C. gigas, y un herpesvirus que infecta a C gigas
puede transmitir el virus a larvas de Crassostrea an-
gulala, Crassostrea rivularis y Ostrea edulis. No se
conoce aun si esta transmisién se presenta en pobla-
ciones silvestres o sdlo en criaderos. La deteccidn del
virus tipo herpes en varias especies de bivalvos,
acentla el riesgo que representa el cultivar a varias
especies en una misma granja o a la transfaunacion.

Los herpesvirus se han encontrado en larvas y semi-
llas pero también en adultos. Lo anterior determina
la importancia de conocer el origen de los progenito-
res, en caso de que la transmision del virus sea ver-
tical. Algunos autores, aplicando técnicas molecula-
res, han encontrado virus tipo herpes en ostiones
adultos asintomaticos. Estos resultados sugieren que
el virus, después de la infeccion primaria, es capaz
de permanecer en su hospedero sin inducir la enfer-
medad o mortalidad. Esta capacidad de persistir es
comun en todos los miembros de la familia Herpesvi-
Hdae, lo que queda por responder es si persiste bajo
una fase latente o con bajos niveles de expresion de
proteinas. Por nuestra parte, hemos confirmado la
presencia de herpesvirus en tejido branquial del os-
tion japonés Crassostrea gigas en Baja California y
actualmente estan realizando estudios de infectolo-
gia para determinar si dichos virus estan relaciona-
dos con los episodios de mortalidad que han venido
ocurriendo desde 1997 en la zona y en su caso, so-
bre las medidas preventivas y correctivas que pudie-
ran aplicarse para proteger la produccion ostricola de
la zona (Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans 2003,
Vasquez-Yeomans et al. 2004).

Birnavirus, papallomavirus y otros virus

Virus de la familia Birmaviridae, virus de ARN, han
sido aislados de la glandula digestiva de Tellina fe-
nuis, Crassostrea gigas, Crassostrea virginica'y Os-
trea edulis utilizando lineas celulares de peces. In-
fecciones experimentales de este virus en ostion,
causaron extensas infiltraciones hemociticas y necro-
sis en la glandula digestiva. Sin embargo, no se ha
determinado con claridad la importancia de este vi-
rus.

Hipertrofia en células gonadicas se han documenta-
do en el ostion americano Crassostrea virginica en
Estados Unidos y Canada. La hipertrofia se ha aso-
ciado con la presencia de un virus tipo Papillomavi-
rus de la familia Papovaviridae.

Este virus tiene simetria icosahédrica y genoma de
ADN. Las particulas virales sin capside miden entre
43 a 55nm. La replicacion viral es intranuclear y

BOLETIN DEL PRONALSA

provoca una hipertrofia masiva de los gametos y del
epitelio germinal. Aunque se aprecia una respuesta
celular del hospedero con la agregacién de hemoci-
tos, su presencia no se ha asociado a mortalidades
masivas. Infecciones similares se reportan en Cras-
sostrea gigas cultivado en México.

Las enfermedades virales en moluscos comienzan a
emerger, no porque no existiesen antes, sino porque
los nuevos conocimientos sobre virologia en inverte-
brados comienzan a brindar nuevas y mejores herra-
mientas para su estudio.

Sin duda alguna, la importancia de estas enfermeda-
des de organismos de gran valor economico, como el
camaron, han impulsado su estudio en otras espe-
cies.

LITERATURA CITADA

Céceres-Martinez, 1. y R. Vasquez-Yeomans. 2003. Presen-
ce of giant polymorphic cells in Crassostrea gigas
cultured in Bahia Falsa, Baja California NW México.
Journal of Shellfish Research, 22 (3): 711-714.

Comps, M. y 1. L. Duthoit. 1976. Infection virale associée a
la “maladie des branchies” de I'huitre portugaise
Crassostrea angulata Lmk. Comptes Rendus Heb-
domadaire des Séance de I'Académie des Scien-
ces, Série D, Sciences Naturelles, 283: 1595-1596.

Farley, C. A., Banfield, W. G., Kasnic, Jr., G. y W. 5. Foster.
1972. Oyster herpes-type virus. Science, 178: 759-
760.

Hine, P. M., Wesney, B. y B. E. Hay. 1992. Herpesviruses
associated with mortalities among hatchery-reared
larval Pacific oysters Crassostrea gigas. Disease of
Aquatic Organisms, 12: 135-142.

Leibovitz, L., Elston, R, A,, Lipovski, V. P. y J. Donaldson.
1978. A new disease of larval Pacific oysters. Pro-
ceedings of the World Mariculture Society, 9: 603-
615.

Renault, T., Le Deuff, R-M., Lipart, C. y C. Delsert. 2000.
Development of a PCR procedure for the detection
of a herpes-like virus infecting oysters in France.
Journal of Virological Methods, 88: 41-50.

Renault, T., Lipart, C. e L. Arzul. 2001. A herpes-like virus
infecting Crassostrea gigas and Ruditapes philippi-
narum larvae in France. Journal of Fish Diseases,
24: 369-376.

Vasquez-Yeomans, R., J. Caceres-Martinez y A. Figueras.
2004. Herpes like virus associated with eroded gills
of the Pacific oyster Crassostrea gigas adults in
Mexico. Journal of shellfish Research 23(2) 000-
000.




HERPEVIRUS Y MORTALIDADES DEL OSTION Cras-
sostrea gigas EN EL NOROESTE DE MEXICO
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Introduccién

Las mortalidades del ostion japonés Crassostrea gi-
@gas no son nuevas, estas han estado asociadas a su
cultivo desde los afios 50's, cuando en Japon, EUA y
Canada se registraron episodios dramaticos de mor-
talidad sin que se haya podido establecer una causa
directa. En la costa oeste de EUA, estas mortalidades
han sido recurrentes y han variado en intensidad du-
rante las Ultimas tres décadas, del 30% hasta el
90%. Inicialmente a este fendmeno se le empezo a
conocer como “mortalidades de verano”, ya que se
presentaban mas frecuentemente durante esos me-
ses en ambos hemisferios y afectaban a organismos
adultos. Se pensd entonces que podrian estar aso-
ciadas con un estrés reproductivo que terminaba por
matar grandes cantidades de ostiones exhaustos por
el esfuerzo. Sin embargo, los estudios no han sido
concluyentes ya que en muchos casos se ha demos-
trado que no hay una relacion entre el esfuerzo re-
productivo y la mortalidad. También se ha visto que
estas mortalidades dramaticas afectan ejemplares de
todas las tallas y pueden ocurrir en diferentes esta-
ciones del afio. Los estudios sobre condiciones am-
bientales asociadas con estos episodios de mortali-
dad han mostrado que suelen ocurrir en ambientes
en donde la temperatura rebasa los 18°C, hay esca-
sa dirculacion y elevada turbidez, poca profundidad y
plancton abundante.,

Agentes patégenos

Los estudios sobre agentes patdégenos han aportado
diversos resultados: en la costa oeste de EUA se en-
contro que la bacteria Nocardia crassostreae que
provoca la enfermedad conocida como Nocardiosis,
era el agente causal de algunas mortalidades; sin
embargo, no explicaba la ocurrencia de todas ellas.
Otros estudios en Europa demoastraron que la bacte-
ria Vibrio splendidus estaba asociada a eventos de
mortalidad en larvas y juveniles, no asi en adultos.
Estudios realizados en el IFREMER en Francia encon-
traron un Herpes virus asociado a mortalidades de
larvas y semilla. En todos estos casos, si bien se ha
encontrado un agente causal de mortalidades, estos
no explican los eventos recurrentes de mortalidades
inexplicables en diferentes partes del mundo.
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Herpes virus en el Noroeste de México

El cultivo del ostion japonés en el Noroeste de México
también ha sido fuertemente afectado por estas mor-
talidades desde 1987. Los estudios que se han lleva-
do a cabo por parte del CICESE y el Instituto de Sani-
dad Acuicola en México, mostraron una serie de sig-
nos clinicos e histopatoldgicos en ostiones juveniles y
adultos de zonas afectadas por las mortalidades, aso-
ciados con un virus y dados a conocer a partir de
1999. En el 2003 se confirmd mediante microscopia
electronica de transmision que, efectivamente, un
virus estaba asociado a tales signos patologicos. La
ultraestructura del virus demostro que se trata de un
Herpesvirus. Recientemente confirmamos este resul-
tado en ostiones del Noroeste de México por la técni-
ca de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
utilizando un control positivo proporcionado por el
IFREMER. La presencia de este virus vy las alteracio-
nes histopatologicas y clinicas asociadas sugieren que
puede estar jugando un papel importante en las mor-
talidades que se han venido observando. Para confir-
mar esto es necesario hacer diversas pruebas de in-
fectologia y recuperacion del agente viral.

Modelo de interaccion del Herpes virus con los
ostiones en cultivo

Independientemente de esta confirmacion, el poten-
cial patoldgico del Herpes virus y su forma de actuar
con el hospedero, nos obliga a tomar una serie de
medidas sanitarias. Para tal efecto construimos un
modelo de interaccion (Fig. 1) con base en los cono-
cimientos actuales del funcionamiento de herpesvi-
rus:

¢ Existen evidencias de transmision vertical de
Herpes virus en moluscos.

MERCADO

Figura 1. Modelo de posible interaccion del Herpes virus
en una zona de cultivo de ostion




e Se ha confirmado la transmision horizontal de
Herpes virus en moluscos.

e Se sabe que el herpesvirus puede estar en fa-
se inactiva durante un tiempo.

e Se sabe que el Herpesvirus puede entrar en
fase activa bajo condiciones de estrés del hos-
pedero.

e Se sabe que el Herpesvirus puede permanecer
en otras especies en el ambiente.

Las condiciones ambientales adversas asociadas a
las mortalidades de ostion que describimos al inicio
de éste articulo son propicias para la accion negativa
de este virus, mismas que son mas extremas en las
lagunas y Bahias en el estado de Sonora respecto a
Baja California y Baja California Sur, donde las mor-
talidades han sido relativamente menores (Fig. 2).

Medidas sanitarias para el control de Herpes-
virus

Esta informacion nos permitio proponer las siguien-
tes medidas sanitarias que hemos dado a conocer a
productores y autoridades de la zona:

1) Solicitar un certificado sanitario incluyendo
diagndstico para Herpesvirus a los laboratorios
donde se adquiera la semilla de ostidn. Lo mis-
mo debe solicitarse si se piensa adquirir juveni-
les o adultos. Hl certificado debe estar respalda-
do por las autoridades sanitarias del pais donde
se adquieran los ostiones,

2) No realizar transferencias de lotes de ostion en
cualguiera de sus fases de desarrollo entre loca-
lidades diferentes, sin contar con un estudio sa-
nitario de dichas zonas, donde se muestre la
calidad sanitaria de las mismas y si hay riesgo
de trasladar alguna enfermedad (Herpesvirus)
no presente en la localidad receptora.

3) Capacitar al personal de la granja de cultivo res-
pecto a las medidas sanitarias obligadas para
proteger a la produccion. Por ejemplo, el man-
tenimiento de instalaciones limpias, implemen-
tos de cultivo desinfectados, uso de maniluvios
y pediluvios, filtracion y desinfeccién del sumi-
nistro de agua, deposito adecuado de desechos
(conchas, restos organicos), supervision sanita-
ria, etc., de esta manera el embate por infeccio-
nes virales se reduce considerablemente.
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4) Vigilar la calidad genética de los ostiones que se
pretende adquirir, buscando una garantia res-
pecto a una variabilidad genética adecuada.

5) Cosechar al ostion antes de que se presenten
factores de estrés (mareas rojas, eventos de “El
Nifio"). Ademas, disminuir la densidad de cultivo
y programar una rotacion de cultivos.

6) Blusqueda de ejemplares resistentes a enferme-
dades por Herpesvirus.

7) Diversificar la produccion, preferentemente con
especies nativas (Chione sp. Crassostrea corte-
zlersis)

Figura 2. Esquema fotografico que muestra los signos aso-
ciados y diagndstico de Herpesvirus en ostién Japonés 1)
apertura del ejemplar para revision de su aspecto, colora-
cion y apariencia general 2) bisqueda de erosiones bran-
quiales en lamelas branquiales 3) presencia de picnosis y/o
inflamacién branquial y/o necrosis a nivel histologico 4)
presencia de particulas virales icosahédricas en muestras
observadas al Microscopio electronico de transmision 5)
andlisis de PCR positiva (aparicion de bandas especificas)
en presencia de marcador de peso molecular y controles
positivo y negativo.
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Introduccion

El ostion japones Crassostrea gigas es ampliamente
cultivado alrededor del mundo. Esta especie ha sido
introducida de su region de origen en Japon, a paises
como Australia, Francia, Holanda, Espafia, Portugal,
Tailandia, Estados Unidos y Reino Unido. En 1973, C.
gigas se introdujo en varias lagunas costeras de los
estados de Sonora, Baja California Sur y Baja
California, incluyendo a la Bahia Falsa. En la
actualidad, el cultivo de ostion en Baja California y en
otros estados del Noroeste de nuestro pais esta bien
establecido, la produccién anual es de unas 1,622
toneladas métricas anuales con un valor de 2.4
millones de ddlares, aproximadamente 1,800 empleos
sostienen esta actividad.

A partir de 1997, se comenzaron a detectar
alarmantes episodios de mortalidad masiva de ostion,
incluyendo semilla, juveniles y adultos en los estados
de Sonora y Baja California Sur. Para Abril de 1998,
episodios similares de mortalidad ocurrieron en la
Bahia Falsa, Baja California. La alarma del sector se
hizo patente y se realizaron tres reuniones de trabajo
entre  productores, autoridades acuicolas vy

académicos para tratar de determinar las causas de
estas mortalidades y la forma de controlarlas. Las
reuniones se realizaron en Sonora, Baja California y
Baja California Sur, se determind que entre las
posibles causas asociadas con esas mortalidades
estaban agentes patogenos.
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En estudios histopatologicos llevados a cabo por el
CICESE entre 1996 y 1998 en las zonas de cultivo del
ostion japonés en Bahia Falsa, B. C., se encontraron en
las branquias células polimarficas gigantes, mismas que
estan asociadas a la presencia de un iridovirus
conocido como GNV (Gill Necrosis Virus o Virus de la
Necrosis Branquial). Posteriores analisis
histopatoldgicos de las branquias del ostion, iniciados
en el verano de 2000, mostraron la sintomatologia
causada por el GNV, pero sin observar la presencia de
células polimérficas asociadas al virus. Adicionalmente,
analisis clinicos llevados a cabo en laboratorio y campo
mostraron en las branquias sintomas externos
parecidos a los causados por el GNV; sin embargo, el
estudio de estos tejidos usando microscopia electrdnica
no demostro la presencia del iridovirus GNV, pero si
mostro la presencia de bacterias tipo bacilos y de virus
parecidos a herpes, la presencia de estos virus tipo
herpes las hemos confirmado recientemente con
pruebas moleculares (PCR).

Estos resultados sugieren que tanto el virus parecido a
herpes como las bacterias tipo bacilos encontradas, o
ambos, podrian estar relacionados con los episodios de
mortalidad observados. Por tal motivo, el objetivo del
presente estudio fue aislar e identificar bacterias de
tejido branquial del ostion japonés, Crassostrea gigas,
recolectados durante un episodio de mortalidad en la
Bahia Falsa, B. C.

Desarrollo del estudio

Bahia Falsa, esta formada por un brazo de la Bahia de
San Quintin localizada en la costa del Pacifico de Baja
California, entre las latitudes de 30° 24'N a 30° 30' N y
longitudes de 115° 57° W a 116° 01" W. La Bahia tiene
una longitud de 7 Km y una profundidad maxima, en el
canal principal, de 7 metros; en toda la Bahia se
localizan los cultivos comerciales del ostion japonés. De
una muestra de 70 ostiones adultos que se
recolectaron en el area de cultivo conocido como
Ostiones Guerrero de la Bahia Falsa, para su analisis en
el Laboratorio de Biologia y Patologia de Organismos
Acudticos del CICESE. durante un episodio de
mortalidad. De estos ostiones, y bajo condiciones
asepticas, se obtuvieron muestras de tejido branquial,
el cual se homogeneizé con un mortero de porcelana
previamente esterilizado. El homogeneizado se colocd
en un tubo de ensayo con agua de mar filtrada y
esterilizada en autoclave y se hicieron subsecuentes
diluciones (10" a 10™). Se sembraron 10 pl en placas
con medio de cultivo Zobell. Estas se incubaron por 24
horas. Las colonias dominantes se aislaron, una parte
en medio TCBS y otras en medio Agar Marino (Fig. 1).

La caracterizacion fenotipica se realizd por pruebas
fisiologicas estandar (tincion de Gram, reaccion de la
oxidasa, morfologia y movilidad, crecimiento en TCBS,
fermentacion de la glucosa, sensibilidad al agente
vibriostatico 0/129 y crecimiento a las salinidades 3% y
6%) y pruebas bioquimicas utilizando el API 20E
(BioMérieux). Las bacterias aisladas e identificadas se
preservaron a -70° C.

Figura 1. Obtencidn de la muestra y cultive de bacterias
para aislar e identificar

Resultados y Discusion

Se obtuvieron tres colonias de los aislamientos
realizados de las branquias de los ostiones estudiados.
Los resultados de la caracterizacion fisioldgica y
bioquimica de las bacterias aisladas se resumen en la
tabla 1. Dos de las cepas crecieron en el medio
selectivo TCBS formando colonias amarillas y se
identificaron como bacterias del género Aeromonas. La
tercera cepa aislada no se pudo identificar debido a su
crecimiento muy lento, que no permitié obtener
suficiente indculo para su caracterizacidn bioquimica
con las pruebas del API 20E.
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A través de los afios 60's y hasta la actualidad, en los
cultivos de ostion japonés en diferentes partes del
mundo, se han presentado mortalidades masivas
durante los meses de verano, cuando la temperatura
del agua excede los 20° C. La mayoria de los estudios
enfocados a determinar la causa de estas mortalidades
refieren a las bacterias como los posibles agentes
causales.

Tabla 1. Caracterizacion fenotipica de las bacterias del
género Aeromonas
_Prueba Hais ' Resultado
AR
Movilidad
-Crecimiento en TCBS
_Sensibilidad 0/129
Crecimiento NaCl:3%
Crecimiento NaCl 6%
 Utilizacién de

A+

Manitol )
aelpllin e e e
Ramnosa )

" Sacarosa. ..
Melibiosa

Amygdalina

Arabinosa
.. .Enzimas . ;
Hidrolisina ONPG -~
_Arginina. dihidrolasa’ .

Lisina descarboxilasa

-Ornitina descarboxilasa - -
Ureasa ’
 Triptdfano desaminasa .
Gelatinasa
 Citocromo oxidasa. = -
Produccién de:

Hi§ oo s

| Acetoina (Voges-Proskauer) =i =
,Oxidacién de la glucosa g
_Fermentacién de la glucosa . - -- "

xS

S

4o

Entre las principales enfermedades ocasionadas por
bacterias en Crassostrea gigas destacan la Vibriosis
(Vibrio splendidus, Vibrio spp.); Nocardiosis (Nocardia
sp., bacteria actinomiceta) y la enfermedad del
ligamento de la charnela en juveniles de ostion
(bacteria parecida a Cyfgphaga). Los resultados que se
esperaban de los aislamientos y posterior identificacion
de las cepas bacterianas encontradas en el presente
estudio, eran la presencia de algin tipo de bacteria
patégena como las ya mencionadas. Sin embargo, las
colonias que se encontraron fueron del género
Aeromonas y aunque el analisis cualitativo de la flora
bacteriana en ostidn han confirmado la presencia de
bacterias del género Aeromonas, este género no se
documenta como patégeno para moluscos.

Sin embargo, si hay registros de una elevada
patogenecidad de algunas de estas bacterias como
Aeromona salmonicida 'y Aeromona hidrophyla en
peces, ranas, tortugas y otros reptiles. Paor otro lado, el
lento crecimiento de la tercera colonia bacteriana, y por
tanto la dificultad para obtener indculos suficientes
para las pruebas bioquimicas impidio su identificacion y
la posibilidad de determinar su posible patogenecidad.
Es importante sefialar que un método alternativo para
identificacion de bacterias en estos casos, es a través
de analisis molecular, lo que nos llevaria a conocer si
ese tipo de bacterias pudieran ser identificadas como
posibles patdgenos. Si se descartan a las bacterias
encontradas como posibles agentes causales directos
de las mortalidades en la Bahia, es muy probable que
los virus tipo herpes que hemos detectado si lo sean, o
que de alguna manera acttien de manera sinérgica con
las bacterias. En cualquier caso, son necesarios
mayores estudios a partir de la informacién encontrada
en este estudio que permitan dilucidar el papel de
estas bacterias y virus en las branquias del ostion
japonés de la zona de estudio.
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