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- RESUMENdel proyecto de tesis de JENNIFFER NADESHDA VILLALVA VEGA,
presentada como requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN
CTENCIASen Acuicultura. Ensenada, Baja California. Septiembre, 2011.

Caracterizacién de bacterias asociadasa lesiones de la concha de la almeja Mano de
leén Nodipecten subnodosus (Sowerby, 1835), cultivada en Bahia Tortugas, Baja

California Sur.

  Resumen aprobadopor:

 

  Dr. Jorge ATCaceres Martinez
Director de Tesis

EI cultivo de la almeja Mano de leén Nodipecten subnodosus se ha presentado como una
posible alternativa para el desarrollo econdmico de la peninsula de Baja California.
Actualmente se cultiva en algunas localidades de la regién con diferente grado de éxito. A
pesar de que la presencia de parasitos y enfermedades pueden afectar negativamente a su
cultivo, este aspecto ha recibido poca atencién. Recientemente se encontraron ejemplares
cultivados en Bahia Tortugas, Baja California Sur, con deformaciones y depdsitos marrones
en la cara interna de la concha, asociados a un bajo crecimiento y a altas tasas de
mortalidad. Las deformaciones se caracterizaron a partir del andlisis de la concha y la
cobertura de los depdsitos de color marrén en la cara interna. Ademas, se Ilevaron a cabo

estudios bacteriolégicos e histopatolégicos con el objetivo de determinar si podria existir
una asociacién de dichas lesiones con la presencia de bacterias y si el tejido blando
contiguo presentaba alteraciones. Los resultados mostraron que las deformaciones se
presentan en el borde externo de la concha mientras que los depdsitos marrones, de
naturaleza quitinosa, se producenen la cara interna de la concha, cubriendo del 6.18 + 0.64

% al 61.70 + 3.64 % de la superficie total de la cara misma. El analisis bacteriolégico
llevado a cabo por métodos convencionales, asi como, el andlisis de ADN utilizando una

regién conservada del gen 16S DNAr, mostraron que las bacterias dominantes fueron:
Vibrio splendidus, Vibrio tasmaniensis, Vibrio alginolyticus, Vibrio gigantis, Ruegeria sp.

y Photobacterium lutimaris. De estas especies Vibrio splendidus ha sido directamente

asociado con una enfermedad similar en las ostras del género Crassostrea y otros bivalvos.
El andlisis histolégico mostré infiltraci6n de hemocitos y necrosis en el tejido en contacto

con la lesién. Esta informacién alerta sobre la necesidad de adoptar medidas de

bioseguridad paraevitar la dispersién del problema.

Palabras Clave: Nodipecten subnodosus, deformaciones de la concha, vibriosis, Vibrio

splendidus.
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ABSTRACofthe thesis by JENNIFFER NADESHDA VILLALVA VEGA,presented
as a partial requirement for obtaining the MASTER IN SCIENCE degree in
AQUACULTURE.Ensenada,Baja California, Mexico. September, 2011.

Characterization of bacteria associated with lesionsofthe shell of the lion’s paw
scallop Nedipecten subnodosus (Sowerby, 1835), cultured in Bahia

Tortugas, B. C. S., Mexico

The cultivation of the lion's paw clam Nodipecten subnodosus has been presented as a
possible alternative for the economic development of the peninsula of Baja California.
Currently cultivated in some localities in the region with varying degrees of success.
Although the presence of parasites and diseases can adversely affect their culture, this
aspect has received little attention. Recently grown specimens were found in Bahia

Tortugas, Baja California Sur with deformations in the shell and brown deposits on the
inside of the sheli associated with low growth and high mortality rates. The deformations
were characterized from the analysis of the shell and cover the deposits of brown on the

inside. In addition, studies were carried out bacteriological and histopathologicalin order to
determine whether there might be an association of these lesions with the presence of
bacteria and if the adjacent soft tissue abnormalities. The results showed that deformations
occur at the outer edge of the shell while deposits brown, nature chitinolytic, occur on the
inside of the shell covering of 6.18 + 0.64% to 61.70 + 3.64% of the total area ofthe inside

of the shell. Bacteriological analysis, carried out using conventional methods and DNA
analysis, using a conserved region of the 16S rDNA gene, showed that dominantbacteria

were Vibrio splendidus, Vibrio tasmaniensis, Vibrio alginolyticus, Vibrio gigantis,
Ruegeria sp. and Photobacterium lutimaris. From them, Vibrio splendidus has been
directly associated with a similar disease in oysters from the genus Crassostrea and other
bivalves. Histological analysis showed hemocyte infiltration and necroses in the tissue in
contact with the lesion. All this information alerting on the need to take biosecurity

measuresto avoid dispersion ofthe problem.

Key words: Nodipecten subnodosus, deformation of the Shell, vibriosis, Vibrio splendidus.
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Capitulo I

 

Introduccién

 

1.1 Acuicultura de los moluscos

De acuerdo conlasestadisticas de la FAO (2008), la contribucion de la acuicultura al

suministro mundial! de pescado, crustaceos y moluscos, aumenté del 3.9 % de la produccién

total en peso en 1970 a un 36 % en 2006. Este crecimiento se ha reflejado en la generacién

de alimentos de alto valor nutritivo, empleos, insumospara la industria alimentaria, divisas

y ha promovido la proteccién y conservacién de especies en peligro de extincién (Funge-

Smith y Phillips, 2001; Swick y Cremer, 2001). En las estadisticas mencionadas,se indica

que a nivel mundial, la tasa media de crecimiento de este sector ha sido del 8.7 % al afio

desde 1970, mientras que la pesca de captura ha crecido solamente a razon del 1.2 % y los

sistemas de produccién de carne de cria en tierra, un 2.8 %. De los grupos de especies que

se cultivan, los peces contribuyen con el 56.96 %, seguido de los moluscos con el 27 %.

Con relacién a los moluscos, la produccién mundial alcanzé un maximo de casi 14.1

millones de toneladas métricas en 2006.

Ungrupo importante de los moluscosbivalvoslo integra la familia Pectinidae, con 400

especies distribuidas mundialmente; de éstas los géneros Placopecten, Argopecten,

Patinopecten, Chlamys y Pecten, son de interés comercial y en general se encuentran

sobreexplotados, lo que ha incentivadola investigacién y el desarrollo de su cultivo (Félix-

Pico et al., 2003). En el litoral del Pacifico mexicano se consideran de importancia

econémicaa la almeja Voladora Euvola vogdesi, la almeja Catarina Argopecten ventricosus

y la almeja Mano deleén Nodipecten subnodosus (Morales-Hernandez y Caceres-Martinez,

1996). Esta ultima es actualmente la de mayor potencial acuicola debido a su répido

crecimiento y al consumo de su misculo abductor, comunmente conocide como “callo”

 

 



que tiene un alto valor comercial (Garcia-Pamanes, 1994). A continuacién se mencionan las

caracteristicas, taxonomia, distribucién geogrdfica, biologia e importancia econdémica de

esta especie.

1.2 Almeja Mano deleén

Nodipecten subnodosus (Sowerby, 1835), pertenece al Phylum mollusca, Clase

bivalvia y a la Familia Pectinidae (Morse y Zardus, 1997), comuinmente se le conoce como

almeja Mano de leén o garra de leén. Es un organismo epibenténico que habita en lagunas,

bahias y canales de mas de 6 m de profundidad donde ocurren fuertes corrientes de marea.

Se distribuye desde la Laguna Ojo de Liebre en la peninsula de Baja California Sur,

México, hasta fas costas de Paita, Peri, incluyendo islas ocednicas como Galdpagos y

Revillagigedo (Fig. 1; Maeda-Martinez, 1990). Se caracteriza por poseer una concha muy

grande, fuerte, gruesa, y sdlida (Fig. 2). Reposa en el fondo marino sobre su valva

izquierda, principalmente en sustratos arenosos, pero no son sésiles, ya que como menciona

Mazén-Sudstegui (1996), algunos pectinidos pueden desplazarse nadando mediante la

accion de corrientes enérgicas de agua que salen porlas auriculas y que son provocadas por

la contraccién brusca del misculo abductor y el correspondiente cierre de las valvas, portal

motivo, en algunos paises Jos pectinidos son conocidos como almejas peregrinas o almejas

voladoras.

 

Figura1, Distribucion de la almeja Mano de leon Nodipecten subnodosus. De acuerdo a Keen,

1971.
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Figura 2. Morfometria de la concha de Nodipecten subnodosus. Tomado de Maeda-Martinez,
2001.

1.3 Morfologia y Anatomia

La concha de la almeja Mano de leon es curva y mas o menoscircular, con variedad de

colores que van desde naranja, café, negro, blanco hasta el morado y con apariencia

moteada en combinaciones diversas. Los distintivos importantes para la.diferenciacion de

la especie sontres: (1) su tamafio, ya que se le considera la especie mas grande y pesada de

América tropical. Puede alcanzar una altura de 220 mm (Morales-Hernandez y Caceres-

Martinez, 1996), (2) las orejas que son inequilaterales, ya que la anterior es mas larga que

la posterior y (3) los nodos huecosen la valva izquierda alternativamente sobre ias costillas

(9 a 10) la valva derecha carece de nodos, de donde deriva su nombre comtin porque se

asemeja a una manoo garra de leén (Félix-Pico er al., 2003). Los detailes generales de la

anatomia de los pectinidos se describen en la Figura 3.
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A Srenselas B
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Figura 3. Anatomia generalde los pectinidos (A) y de Nodipecten subnodosus (B). Modificado
de Osuna, 2004.

El miusculo abductor es de color blanco cremoso, su funcidn es la de permitir el cierre

y la apertura de sus valvas y por ende la locomocién y almacenamiento de sustancias de

reserva en forma de glucdégeno y es precisamente esta sustancia la que le confiere una

consistencia especial y sabor al musculo o callo (Chung y Merrit, 1991). La coloracién de

la gonada es debido a que Nodipecten subnodosus es hermafrodita funcional, por lo que el

esperma y los 6vulos se encuentran simultaneamente dentro de la génada, constituida por

dos porciones sexuales, que en condiciones de madurez sexual, se diferencian, en una

region anterior testicular de color blanco-lechoso (d') y una regién posterior ovarica de

color rojo-naranja (Q) que ocupa la mayor parte de la génada (Fig. 3). La funcién de la

gonadaes la formacion de células germinales, utilizando para ello la energia almacenada en

determinados organos,entre ellos el misculo abductor (Barrios-Ruiz et al., 2003).

1.4 Ciclo de Vida

Unavez que los adultos aicanzan una madurez sexual, liberan sus gametos en el agua

de mar, donde se produce la fecundacién y se inicia el desarrollo embrionario, que dara

origen a una larva véliger de charnela recta. Al acercarse el término de su vida pelagica,la

larva sufre una reduccién en el tamafio del velo y desarrolla una mancha ocular,



caracteristica que indica que finaliza su vida nadadora, por lo que requiere un sustrato para

su fijacién, utilizando para ello un organo denominadopie, que extiende hacia afuera de las

valvas. A este nivel de desarrollo la larva se denomina pedivéliger porque puede nadar

libremente y de manera alterna reptar sobre el substrato buscando el lugar adecuado para

asentarse por medio de secrecionesfilamentosas producidaspor la glandulabisal localizada

en el pie (Fig.4). Si las condiciones dei sustratato no resultan convenientes la postlarva o

juvenil temprano puede deshacerse del biso que le servia de anclaje y desplazarse a otro

lugar donde podrd asentarse nuevamente, ya que la glandula bisal sigue siendo funcional en

los juveniles y preadultos, pero pierde su funcién en el adulto (Morales-Hernandez y

Caceres-Martinez, 1996).

Emision de gametos
Y fertilizacién

Adulto    

 

Larva
Trocéfora

Suvenil
o

semilla

Larva
véliger

Larva
umbonada

Larva Pedivéliger

Figura4, Ciclo de Vida de Nodipecten subnodosus. Tomadode Morales-Hernandez y Caceres-

Martinez, 1996.

L5 Pesqueria y cultivo de Nodipecten subnodosus

Desde los afios 80's, en la costa de Baja California Sur, la pesqueria de los pectinidos

ha sido una actividad muy importante. Esta pesqueria esté conformadaportres especies:



Pecten vogdesi, Argopecten circularis y Nodipecten subnodosus. Se tienen registros de

produccién de Nodipecten subnodosus en la laguna Ojo de Liebre en Baja California Sur,

México desde 1991 manteniendo una pesquerfa que en 1991 superd las 150 toneladas

métricas de misculo (Morales-Hérnandez y Caceres-Martinez, 1996).

La captura de la almeja Mano de ledén, al igual que para otros pectinidos, involucra

técnicas de buceo con equipo semiauténomo. El motorista localiza el banco de almeja y se

posiciona para que el buzo se sumerja equipado con una bolsa de malla o java donde coloca

el producto que recoge a mano. Una vez quelajava se Hlena, ésta se envia a la embarcacién

y se traslada a la playa para llevar a cabo el proceso de desconchado. E! producto del

desconchado es el misculo abductor quese lava, se clasifica portallas, se coloca en bolsas

de plastico y se enhiela o se congela para ser enviado al mercado (Morales y Galvan, 1990).

La almeja Manode leén Nodipecten subnodosus tiene una gran demanda comercial a

nivel internacional debido al sabor de su misculo. Su importancia econdédmica, ha

provocado una sobrexplotacién de este recurso en los diferentes cuerpos de agua de la

peninsula de Baja California, debido a ello su abundancia ha disminuido al grado de que su

pesquerfa se ha restringido (Félix-Pico et al., 1999). Con fundamento enlos estudios del

Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA) se establece un periodo de veda del 15 de

septiembre al 15 de diciembre y una talla minima de captura de 140 mm dealtura en zonas

cercanas a Guerrero Negro B. C. S. (INAPESCA,2010).

El interés creciente por el cultivo de estos organismos se debe a su alto valor

econédmico y su rapido crecimiento (4 mm/dia), asi como al agotamiento de bancos

naturales debido a la sobreexplotacién pesquera mencionada anteriormente. A diferencia de

otros pectinidos nativos como la almeja Catarina, para Nodipecten subnodosus la

informacion sobre su biologia y cultivo es limitada, lo cual dificulta su cultivo a escala

comercial. La semilla se puede obtener de dos formas, Ja primera se basa en la captacion

del medio natural y la segunda en la produccién controladaa nivellaboratorio. Lostrabajos

sobre cultivo de Nodipecten subnodosus son muy escasos. Unzueta-Bustamante y Olivas-

 

 



Valdéz (1997), evaluaron su potencial de cultivo utilizando la técnica conocida como

“Long line” usando redes linterna suspendidas a 2 m en la Bahia de Bacochibampo,

Sonora. Los autores, colocaron semilla de 18.2 a 37.7 mm de altura total para su engorda.

Probaron diferentes densidades 30, 50, 75 y 200 org/m* manteniendoel cultivo durante 237

dias. En este periodo se observé un crecimiento de 11 mm/mes y una ‘supervivencia

promedio del 71 %. Por su parte, Barrios-Ruiz et al. (2003), utilizaron cajas triangulares de

plastico suspendidas a 5 m de la superficie para cultivar experimentalmente a la almeja

Manode ledn en la Bahia de La Paz, B.C.S., iniciando con organismos de 13.3 mm que

durante 13 meses alcanzaronla altura de 54.5 mm y una supervivencia del 44 %.

Actualmente ya existen empresas e instituciones que cultivan N. subnodosus a nivel

piloto comercial y comercial como son: Universidad de Sonora, Centro de Investigaciones

Bioldgicas del Noroeste S. C., Acuacultura Integral S. A. de C. V, Marimex del Pacifico S.

A. de C. V, Maricultura del Pacifico, Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera de

Bahia Tortugas S. C. L., Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera La Purisima S. C.

L. @ig. 5; Mazén-Suasteguiet al., 2003).

 

Figura 5. Ubicacién de las empresas y cultivos pilotos-experimentales de Productores de

Nodipecten subnodosus: 1) Acuacultura Integral S. A. de C. V., 2) Marimex del Pacifico S. A.

de C. V., 3) Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera de Bahia Tortugas S. C. L., 4)

Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera La Purisima S. C. L., 5) CIBNOR S.C., 6)

Universidad de Sonora, 7) Maricultura del Pacifico. Modificado de Mazén-Suastegui ef al.,

2003.

 



1.6 Parasitos y enfermedades de Nodipecten subnodosus

Los pardsitos y enfermedades es uno de los problemas que puede enfrentarel cultivo

de pectinidos, como el cultivo de cualquier otro bivalvo. Si bien los pardsitos y

enfermedades ocurren de manera natural como un mecanismo de control de las

poblaciones, en condiciones de cultivo su presencia puede provocar pérdidas econémicas y

en el peor de los casos, la desaparicién de la actividad (Caceres-Martinez, 2007). Los

parasitos y enfermedades son dificiles de detectar en el medio natural a menos que ocurran

epizootias, por lo que en muchasocasiones hansido poco estudiados (Barbosaetal., 2001).

Unparasito es un organismoo un virus que vive en intima relacién con otro organismo

vivo del cual utiliza un aporte esencial para su existencia sin proporcionarle ningin

beneficio. El término parasito y patégeno no necesariamente significan lo mismo, el

primero indica el modo de existencia de un organismo o un virus, mientras que el término

patégeno serefiere al parasito capaz de causar una enfermedad. De este modo, un parasito

puede convertirse en un patégeno cuando se rompe el equilibrio de interaccién entre el

pardsito y su hospedero provocando una enfermedad (Caceres-Martinez, 2001).

Al concentrar gran cantidad de organismos en una zona, como es el caso de un cultivo

y debido a la operacién del mismo (ej. manejo inapropiado de desechos), se puede

incrementar la prevalencia e intensidad de parasitos y enfermedades (Harvell et al., 1999).

Las bacterias patégenas se encuentran entre los principales agentes causales de

enfermedades y condiciones de mala calidad del agua y el estrés de los hospederos,

favorecen su desarrollo. La proliferacién excesiva de bacterias patégenas, asociadas a

malas condiciones de cultivo, puede provocar enfermedades en los organismos.

Entre las bacterias que habitan normalmente los ecosistemas costeros, algunas

pertenecientes al género Vibrio son consideradas el problema mas comin y serio en el

cultivo de moluscos, ya que causan enfermedades y mortalidades masivas, particularmente

en los estadios larvales de moluscos bivalvos (Sindermann, 1990). No solo las bacterias

 



causan enfermedades en los moluscos bivalvos y en particular en pectinidos, también

podemos encontrar virus, protozoos y metazoos(Tabla I).

Tabla I. Pardsitos y enfermedades de especies de pectinidos reportados en Iberoameérica.
Modificado de Caceres-Martinez, 2001.

 

 

Grupo de simbionte/ Pardsito Pais Enfermedad Referencia
especie de pectinidos

Virus

Nodipecten subnodosus Herpesvirus México Caceres-Martinez ef al., 2010

Bacterias .

Argopecten purpuratus Aeromonas hydrophila, Chile Infeccion bacteriana Riquelmeet al., 1995
Moraxella sp. (larvas) Riquelmeefal, 1996

Argopecten purpuratus Vibrio alginolyticus, Chile Vibriosis larval Riquelmee¢ al., 1995
Vibrio anguillarum Riquelme e# al., 1996

Argopecten yentricosus Vibrio alginolyticus México Vibriosis farval Sainz ef al., 1998

Gusanos anélidos

Argopecten purpuratus Chile, México —_Infestacién por polidora Basilio et al., 1995

Argopecten ventricosus Polydora sp. Oliva ez al., 1986
Nodipecten subnodosus Caceres-Martinez et al., 2010

Argopecten ventricosus Hypotrichinidac México Infestacién por planarias Gardufio, 1999

Nodipecten subnodosus
Argopecten purpuratus Hirudineo, Larvas de Chile, México Parasitismo por gusanos__—_Ollivaet al., 1986
Argopecten ventricosus céstodos Gardufio, 1999

Argopecten ventricosus Echinocephalus sp. México Parasitismo por Gomez del Prado, 1982

Nodipecten subnodosus Echinocephalus Echinocephalus
pseudouncinatus?

Crustaceos

Argopecten ventricosus Tumidoteres margarita México Infestacién por cangrejo

—

Gardufio, 1999

chicharo

Pseudomiycola spinosus México Infestacién por Gardufio, 1999Argopecten ventricosus  copépodos
 

Con relacién a la almeja Mano de leén, destaca la presencia de esponjas perforadoras

del género Cliona tales como Cliona celata y Cliona vastifica las cuales, sin ser vedaderos

pardsitos, causan diminutas perforaciones en la concha, que puede volverse porosa y

quebradiza. Cuando Jas espiculas de la esponja alcanzan la cara interna de la concha, esta
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secreta capas de conchiolina y calcita para cubrir la perforacién, si la perforacion ocurreal

nivel del masculo abductor, el cierre de ia valvas puede verse comprometidofacilitando el

acceso de depredadores (Caceres-Martinez, 2001). Las perforaciones también pueden ser

causadas por poliquetos principalmente del género Polydora. Las larvas de estos helmintos

se asientan sobre la concha y comienzan su accién perforadora que culmina en un canal

ramificado o en forma de U con dosorificios de comunicacién con el exterior, cuando estos

canales alcanzan la cara interna de la concha y Ilegan al manto; este secreta capas de

conchiolina y calcita para aislar al gusano formando una ampolla. En infestaciones severas

la concha se vuelve quebradiza,si las perforaciones alcanzan la zona del musculo abductor

se pueden presentar infecciones por bacterias que pueden causarle la muerte (Caceres-

Martinez et al., 1998; Félix-Pico, 1993).

Recientemente en las almejas cultivadas en Bahia Tortugas, B.C.S. se han presentado

deformidades y rupturas en la concha. Las caracteristicas externas de las lesiones, las

deformaciones, ruptura de las valvas y el depdsito de color marrén sugieren que podrian

estar relacionados con desarrollo bacteriano ya que, lesiones similares se han presentado en

otros moluscos bivalvos tales como Mya arenaria, Crassostrea gigas y Pecten maximus.

Eneste sentido,la finalidad del presente trabajo es identificar a las bacterias asociadas con

las lesiones y deformaciones de la concha en la almeja Mano de leén Nodipecten

subnodosus.
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Capitulo

 

Hipotesis, Objetivos

 

IL1 Hipsotesis

Las lesiones y deformaciones de la concha de la almeja Mano de leén Nodipecten

subnodosus estén asociadasconla presencia de bacterias.

IL.2 Objetivo General

~ Caracterizar las lesiones de la concha de la almeja Mano de leén Nodipecten

subnodosus, asi como determinar la posible presencia de bacterias asociadas a las

mismas y, en su caso, identificarlas mediante bacteriologia convencional y andlisis de

ADN.Asi mismo, describir las lesiones encontradas en el tejido del manto aledafio a

Jas lesiones de la concha.

11.3 Objetivos Particulares

 Caracterizar la lesion en la concha de Nodipecten subnodosus.

% Aislar e identificar por métodos bioquimicos convencionales a las bacterias mas

comunes asociadasconlas lesiones encontradas en la concha.

% Identificar por medio del andlisis del ADN

a

las bacterias mds comunes asociadas con

las lesiones de la concha de Nodipecten subnodosus.

“ Describir, a nivel histolégico, el dafio observado en el tejido del manto aledafio a las

lesiones de la concha.
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Capitulo NI

 

MATERIALES Y METODOS

 

111.1 Area de estudio

Bahia Tortugas, es una localidad proxima a Punta Eugenia en el Municipio de Mulegé,

Baja California Sur. Su localizacién geografica esta entre los 114°53'45" W y 27°41'30" N,

y aunaaltitud de 10 msnm.

EI cultivo de la almeja Manode leén se encuentra ubicado enla zonanorte de la Bahia

(Fig. 6) y consiste de una estructura flotante de forma trapezoidal“long line” que consiste

en un cabo depolipropileno o nylon de 12 a 16 mm de didmetro y de 100 a 200 m de

longitud. Este cabo se llama Ifnea principal (linea madre), el cual se encuentra anclado al

fondo, en los extremos, con dos bloques de concreto de 120 kg cada uno, conel fin de que

la linea de cultivo nose corra. Esta se encuentra suspendida entre 3 y 5 m de profundidad

mediante boyas superficiales y sumergidas. De ella se desprenden {ineas secundarias que

mantienenlas linternas en la columna de agua. Enla parte inferior de cada arte de cultivo se

instalan pesos pequefios (2 kg) para que éstas no se enreden y se mantengan siempre

suspendidas.

Las redes linterna estan construidas con alambre galvanizado calibre 9 y red de nylon

con luz de malla de % de pulgada. Se elabora una estructura base conhilo y se procede a

unir a ella 10 aros, cada 15 cm. formandoasilos pisos dela linterna, en el extremo de cada

una se debe colocar un peso de aproximadamente 2 kg, con el fin de mantenerla tensa

mientras se encuentra inmersa en el agua.
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Figura 6, Localizacién de la zona de cultivo de la almeja Mano de leén en Bahia Tortugas.
Mapatomado de www.earth.google.es.

11.2 Toma de muestras

Para cumplir con el objetivo planteado, se realizé una visita a la zona de cultivo

concesionada a la empresa MARIMEX del Pacifico S. A. de C. V. Con la ayuda del

personal de la empresa se extrajeron tres jaulas tipo linternas del cultivo. Se vacié el

contenido de las jaulas y se seleccionaron 300 aimejas con deformacionesy lesiones en la

concha. Adicionalmente, se incluyeron 10 almejas sin lesiones por motivos comparativos.

Ciento cincuenta almejas se procesaron directamente en las instalaciones de la empresa y

150 almejas se enviaron al Laboratorio de Biologia y Patologia de Organismos Acuaticos

del Departamento de Acuicultura del CICESE, de acuerdo las instrucciones de recolecta

(Apéndice Il).

Iii.3 Analisis del grado de lesion de la concha.

Las almejas fueron lavadas, pesadas en una balanza digital y medidas con un vernier.

Como hemos mencionado,la concha de la almeja esta formada pordos valvas unidasporla
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charnela, por lo tanto se realizd el andlisis de cada una de las valvas que forman la concha

de cada ejemplar. De acuerdo con la apariencia de las valvas en su cara interna, se

establecieron cuatro grados de lesién en funcidn del porcentaje relativo de la zona dafiada

en cada valva. Este porcentaje relativo se estimé a partir del cdlculo del drea superficial

total de cada valva. El calculose realizé a partir de moldes de papel aluminio y el posterior

peso de la fraccién del area dafiada a partir del recorte del mismo molde. El molde se

obtuvo ajustando el papel aluminio a los contornosde la valva, el papel aluminio se recorté

cuidadosamente para eliminar el excedente, obteniendo un molde delinterior de la concha

(Fig. 7; Alvarez-Tinajero, 2000); el molde de papel aluminio se peso en una balanza

analitica y el area se determind mediante una regresiOn lineal ajustada por minimos

cuadrados de areas conocidas de papel aluminio previamente pesadas que generaron la

ecuacién:

x= YN ()
0.0042 — 0.0018

Dondey es el peso del molde en gramosy x es el area en centimetros cuadrados. Se obtuvo

un valor de r = 0.997, es decir, la relacién entre el drea conocida y e} peso del papel

aluminio se explica en un 99.7 %,

  
Figura 7. Concha de almeja Mano de leon Nodipecten subnodosus y su respectivo molde
de papel aluminio,utilizado para determinar el area de la lesién de la concha. La flecha

sefiala el area dafiada utilizada para determinar el porcentaje de coberturade la lesion.
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Posteriormente, se recorté el drea de la lesion en el molde y se pesd en una balanza

analitica, obteniéndose la siguiente relacién:

(2)

P ws
% de cobertura de la Jesi6n =ee* 100

Se determiné la ubicacién de los depdsitos marrones, tanto para la valva izquierda

como para la derecha, dividiendo la valva en tres zonas: anterior, centro, posterior. La

comparacién del grado de lesién entre jas valvas, se realizé mediante una prueba t de

student por medio del programaStatistica, 2008.

'

IiL4 Téenicas de diagnéstico

II1.4.1 Analisis Bacteriolégico

Se eligieron tres pares de valvas correspondientes a cada uno de los grados de lesién

establecidos, asi como tres pares de valvas de ejemplares sin lesiones. De cada valva se

hizo un raspado de la zona afectada, en condiciones asépticas y mediante el uso de un asa

bacteriolégica. Asi mismo, se obtuvo un frotis del manto contiguo a la lesién, se tomé una

muestra def fluido intervalvar asi como del agua de la zona de cultivo. Cada muestra se

inoculé por separado mediante el método de estria en diferentes placas Petri en medio Agar

Marino (AM) y Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS) al 2 % NaCi. Los medios se

mantuvieron en incubacién durante 36 h a temperatura ambiente (23 + 2 °C). El aislamiento

se continud hasta obtener un solo tipo de colonia, basandose en unarevision macroscépica

que incluyé 1a morfologia colonial, coloracién, tipo de crecimiento y la consistencia de la

colonia (Bergey’s Manual, 1994).
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La caracterizacién fenotipica se realizé con pruebas convencionales considerando

morfologia colonial, tincién de Gram, movilidad, crecimiento en medio selectivo,

sensibilidad al agente vibriostatico 0/129 y crecimiento a las salinidades 3, 6, 8 y 10%.

Para la caracterizacién bioquimica se utilizaron las pruebas de citocromo oxidasa y

catalasa, fermentacién de la glucosa y se empled el sistema de identificacion rapida

APIONE (BioMérieux), Gnicamente a las colonias bacterianas sensibles al agente

vibriostatico 0/129, siguiendolas instrucciones del fabricante y modificando la solucién de

dilucién con agua de marestéril.

Una vez que las bacterias se aislaron e identificaron se enviaron al banco de

Germoplasma de] CICESE, siguiendo la metodojogia propuesta por Sambrook y Russell

(2001) para su preservacién a -196 °C,

III.4.2 Andlisis Histolégico

De las almejas seleccionadas previamente, tanto para la caracterizacién de la concha

como para el andlisis bacteriolégico, se obtuve una fraccién del manto en contacto con la

lesién de la concha, que se colocé en un casete histolégico y se fijé en solucién Davidson

(Shaw y Battle, 1957; Apéndice III) por 24 h. Posteriormente los casetes con las muestras

se colocaron en un procesador automatico de tejidos para su deshidratacién con cambios

graduales de etanol (70 % hasta etano! absoluto) y se incluyeron en parafina utilizando un

incluidor (Apéndice IV). Los cortes histolégicos se hicieron en un micrétomo a 5

micrometros de espesor. Los cortes obtenidos se colocaron en portaobjetos y se tifieron

mediante la técnica de tincién de Hematoxilina-Eosina/Floxina (NOAA, 1983; Apéndice

V). Las laminillas histolégicas se revisaron en un microscopio compuesto para la

determinacién de la posible presencia de bacterias y dafios asociados. La revision de las

muestras se hizo sistematicamente realizando un barrido de zigzag longitudinal a la

posicién del corte con los objetivos de 20x, 40x y 100x. Se tomaron fotografias de los

tejidos para documentarlos dafios encontrados.
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JIL4.3 Andlisis molecular

I11.4.3.1 Extraccion y purificacién de ADN genémico

Las colonias aisladas obtenidas de las lesiones correspondientes fueron transferidas a

medio Hiquido Zobell para que, una vez obtenida la densidad éptima, se concentraran para

realizar la extraccién de ADN. Estas bacterias se cultivaron en tubos de ensayo con

agitaci6n continua a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 36 h. En un tubo de

microcentrifuga estéril de 1.6 mL, se centrifugé una alicuota de 1.5 mL del cultivo a 12000

tpm por un minuto hasta concentrar a las bacterias. Posteriormente se eliminéd el

sobrenadante y se adicionaron 500 wL de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0 estéril, 200 nL

de SDS 10 % (dodecil sulfato de sodio) y 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL) dejéndose

incubar toda la noche a 56 °C. Después de ese tiempo, se agregaron 500 pL del reactivo

comercial DNAzol® siguiendo el protocolo del fabricante (Research Molecular Center),

con la modificacién de Chomezynski et al. (1997) donde se agregaron 240 pg de

Ribonucleasa pancreatica. E] tubo se incubé 1 hora a 56 °C homogeneizando cada 15

minutos. Después de ese tiempo, se centrifugs a 12600 rpm por 10 minutos. Se

transfirieron 800 L de sobrenadante a un tubo nuevoy estéril y se agregaron 200 pL de

cloroformo frio, mezclando en el vértex por 10 segundos e incubando por 5 minutos.

Posteriormente se centrifugé a 12600 rpm por 10 minutos y se tomaron 600 pL de la fase

acuosa, que se transfirieron a un tubo nuevoy estéril, agregando 800 pL de isopropanol,

mezclando por inversion y se dejé por 30 minutos a -20 °C para precipitar el ADN.

Transcurrido el tiempo se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se

elimin6 por decantacién y el ADN precipitado se favé con alcoholetilico al 70 %. Después

se centrifugé por 10 minutos a 14000 rpm se eliminé el alcoho!etilico por decantacién.

El ADNse secé en la estufa a 56 °C por 10 minutos para eliminar los restos de etanol y el

ADNse resuspendiéd en 300 wL de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0 estéril y se almacens a

-20 °C.
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El ADN gendémico se detecté por medio de la técnica de electroforesis horizontal en

gel de agarosa al 0.8 %. Se mezclaron 5 uL del ADN resuspendido con 2 wL del colorante

de carga 5X (Xilencianol y Azul de bromofenol en Ficoll). Como referencia se utilizé un

marcador de peso molecular de 0.1 a 3 Kpb (Invitrogen) a una concentracién de | pg/L. A

la camara de electroforesis se le agreg6 suficiente amortiguador TBE 1X para cubrir el gel

y se aplicé 100 voitios por espacio de una hora. Una vez realizadala electroforesis,se tifid

el gel utilizando unasolucién de bromurode etidio (1 g/mL) porun tiempo de 10 minutos.

Despuésde ese tiempo, se detecté bajo iluminacién ultravioleta.

IIL4.3.2 Preparacién de la Reaccion en Cadena de Ja Polimerasa

(PCR).

Los oligonucledtidos utilizados fueron el 16S forward: 5’-CCG-TCG-ACA-GAG-

TTT-GAT-CCT-GGC-TCA-G-3’ y el 16S reverse: 5°-CGG-GAT-CCA-CCT-TGT-TAC-

GAC-TTC-ACC-C-3’, los cuales amplifican un fragmento de 1500 pb, siendo universales

para procariotas. Ambos tienen una longitud de 28 nucleétidos y una temperatura de

alineamiento de 55 °C. El volumenfinal de la reaccién de PCRse realizé a 25 pL (Tabla

, I),las condiciones de amplificacién se muestran enlatabla III.

Tabla Il. Componentes para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la

deteccién del gen 16S ADNr. Tomado de Garcia, 1997. ,

 

 

Componente Cantidad Concentracién final

Agua destiladaestéril 19.75 -

Buffer PCR 10X con cloruro de magnesio 15 mM 2.5 1 X, MgCl2 1.5 mM

Primer Forward(1 pg/L) 0.5 20 ng/pL

Primer Reverse (1pig/pL) 0.5 20 ng/pL

dNTP’s (10 mM) 0.5 200 pM.

Taq polimerasa 5 U/L 0.25 1.25 U por reaccién

ADN cromosomal (50 ng/L) : 1 : 
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Tabla III. Condiciones de amplificacién para la deteccién del gen 16S ADNr. Tomado de
Garcia, 1997.

 

 

 

 

Temperatura°C Tiempo Evento Ciclos

95 5 minutos Desnaturalizaci6ninicial 1

95 1 minutos Desnaturalizacién 25
55 1 minutos Alineamiento delos iniciadores
72 2 minutos Extension

72 10 minutos Extension final 1  
 

11.4.3.3 Andlisis de secuenciacién

Los productos de PCR amplificados se secuenciaron de forma directa en ambas

direcciones en la Universidad Estatal de San Diego (SDSU, CSUPERB MicroChemical

Core Facility).Las secuencias obtenidas se editaron manualmente utilizando el software

Geneious Pro 5.3. Las secuencias fueron comparadas por medio de BLASTcon la base de

datos del GenBank (banco de genes) para determinar su similitud. Una vez obtenidas las

primeras diez secuencias con el mayor porcentaje de similitud y de cobertura, se alinearon

con las secuencias consenso obtenidas de los genes de interés amplificados. A

continuacién, se realizé el Arboles filogenético utilizando el método de Neighbor-Joining

por medio del modelo de Tamura-Nei (Kumaretal. , 2008).
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Capitulo IV

 

Resultados

 

IV.1 Caracterizacion del grado delesién de la concha

La altura promedio de las almejas estudiadas fue de 3.4 + 0.5 cm con un peso

promedio de 13 + 0.5 g y una superficie de la cara interna delas valvas de 11.6 + 0.5 cm’.

Los depésitos marrones son similares a capas de conchiolina que normalmente conforman

el periéstraco. La prueba estadistica t de student mostré que no existe diferencia

significativa P>0.05 en cuanto a la presencia de los depdsitos marrones entre la valva

izquierda y derecha.

Las deformaciones se ubican en el borde posterior externo de las valvas, mientras que

los depdsitos marrones se producentanto en el borde posterior interno de Ja cara interna de

las valvas como en diferentes zonas de fa superficie total de las mismas. Se definieron

cuatro grados correspondientes a la cobertura de los depdsitos marrén a partir del

porcentaje de cobertura de las valvas. Grado 1, del 1 al 10 %, grado 2 del 11 al 24 %; grado

3 del 25 al 40 % y grado 4, del 41 a 80 %. Del totai de las valvas analizadas el 55.7 %

presentan grado 1, el 20.5 % presentan grado 2, mientras que para el grado 3 y 4 se

obtuvieron el 17.3 y 6.5 % respectivamente (Fig. 8). Los depésitos marrones se localizaron

en las tres zonas de las valvas; sin embargo,la distribucién de los grados fue diferente. El

grado 1 se centré en la zona anterior-centro-posterior, mientras que los grados 2 y 3 se

localizaron en las zonas anterior-centro-posterior, anterior-centro y centro-posterior. El

grado 4, se ubicé en Jas zonasanterior-centro-posterior y centro-anterior(Fig. 9).
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GRADO DE DEPOSITACION

Figura 8. Porcentajes de valvas dafiadas de acuerdo al grado de depositacion tanto en la
valva izquierda comoenla valva derecha, los depdsitos marrones partir del porcentaje de

cobertura de las valvas son: 1) del | al 10 %, 2) del 11 al 24 %; 3) del 25 al 40 % y 4) del

41 280%.
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Figura 9. Ubicacion de los depdsitos marrones tanto en la valva izquierda como en la
derecha: A) Valvas sin afectacién; B) Grado 1; C) Grado 2; D) Grado 3; E) Grado 4.
* Posicion del depdsito: A-C-P = Anterior-Centro- Posterior; P-C-A = Posterior-Centro-
Anterior; P-C = Posterior-Centro; C-A = Centro-Anterior
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IV.2. Analisis Histolégico

E! andlisis del tejido del manto de la almeja control (sin depdsitos marrén ni

deformaciones) mostré un arreglo normaldel tejido conectivo con algunos hemocitos(Fig.

10A). En la zona epitelial apical del manto se observaron células columnares epiteliales

uniformes con estructura también uniforme y nucleos bien definidos (Fig. 10B). También se

observaron granulos de melanina con unaestructura normal (Fig. 10C).

En el tejido del manto de una aimeja con un grado 4, se aprecia la deformacién del

tejido conectivo y gran cantidad de hemocitos. En la zona.epitelial apical, se observan

abundantes granulos de melanina (gm) cubriendo un 80 % del borde epitelial (e). La

estructura de los pliegues del manto (pe) no es uniforme y en ciertas zonas ésta se ha

perdido por completo (Fig. 11A). En una vista general de la zona media del manto se

observa la pérdida de ia arquitectura normal del tejido, infiltracién hemocitaria (Ih) y

necrosis (Fig. 11B). Los hemocitos estan hipertrofiados (Hh) y es evidente la pérdida de la

estructura original del bordeepitelial, donde han desaparecido las células columnares

epiteliales y se aprecian aglutinaciones de granulos de melanina (Fig. 11C).
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Figura 10. Corte transversal del manto en un organismo sano. A) Vista generai dei manto y
epitelio (e) con fibras musculares (fm), en la imagen; B) se pueden apreciar los pliegues
epiteliales (pe) y los niicleos de las células epiteliales (nce), asi como fibras musculares
(fm) y granulos de melanina (gm), en C) se muestra un acercamiento de la zona con
granulos de melanina en la cual se puedenapreciar los nucleos de las células epiteliales que

macroscépicamente corresponde a un borde dorsal uniforme del epitelio. Corte a 5 um.

Tincion HE/F.
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Figura 11. Corte transversal del manto adjunto a la lesion de la concha en un organismo
con lesién de grado 4. A) Acercamiento de la zona media del manto con algunas fibras

musculares (fm), en la mayoria del borde del epitelio se aprecian los granulos de melanina
(gm); B) Vista panoramica del manto, donde se puede observarinfiltracién hemocitaria (Ih)
y el tejido totalmente necrosado; C) Acercamiento de la infiltracién hemocitaria con
hemocitos hipertrofiados (Hh), asi como la destruccién de la estructura normal del borde

epitelial. Corte a 5 um. Tincién HE/F.
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IV.3 Analisis bacteriolégico

Del aislamiento de bacterias realizado en las almejas estudiadas, se obtuvieron 48

colonias de las cuales, 16 corresponden a las muestras de depésitos marrones, 13 a

muestras del manto, 11 de fluido intervalvar y 8 del agua de la zona de cultivo (Apéndice

VI). Las morfologias de las colonias variaron de bacilos cortos con extremos curvos, con

un tamafio aproximado de 1.5 um, cocobacilos de 0.5 im de tamafio y bacilos cortos con un

tamafio de 1.8 pm,todas ellas Gram negativas. Dos colonias aisladas del agua de Ja zona de

cultivo fueron Gram positivas, con una morfologia de bacilos largos con un tamafio

aproximado de 2.3 pm. Todaslas colonias fueron citocromo oxidasa y catalasa positivas.

De las 48 colonias, 18 de ellas fueron sensibles al agente vibriostatico 0/129,

presentaron movilidad y crecieron en medios preparados con NaCl al 3 y 6 %. Estas

bacterias fueron identificadas como Vibrio sp. con el kit APIZONE.
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IV.4 Analisis Molecular

IV.4.1 Amplificacién del gen 16S ADNr

De 18 colonias que fueron sensibles al agente vibriostatico 0/129, se amplificé el gen

16S ADNren todoslos casos se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 1500 pb (Fig.

12).

ee wea

 

1500 eea

 

ge
ge
ee
s

Figura 12. Resuitado de la técnica de PCR para la deteccidn del gen 16S ADNr (tamajfio
aproximado 1,500 pb). Carriles | y 13 Marcador molecular de 0.1 a 3 Kpb (Invitrogen); 2 y
14) Control positivo (ADN gendémico Vibrio harveyi); 3 y 15) Control negativo (agua grado

biologia molecular estéril); 4 a 9) Muestras positivas de depdsitos marron, 10a 12 y l6a
17) Muestras positivas de manto, 18 a 21) Muestras positivas de fluido intervalvar, 22 a 24)
Muestras positivas del agua de la zona del cultivo.

   



IV.4.2 Analisis de secuenciacion
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El andlisis de secuenciacién mostro la longitud total de las secuencias asi como la

composicion nucleotidica (Tabla IV).

Tabla IV. Composicién nucleotidica de la secuencias analizadas para el gen 16S ADNr de
Nodipecten subnodosus, T (timina), C (citosina), G (guanina), A (adenina).

 

 

SECUENCIAS T(%) C(%) G(%) A(%) Total

Depésitos marrén
3CQ3 20.2 32.4 21.7 25.7 931
3CQ2A 19.9 31.4 19.9 25.2 925
3CQ2K. 20.4 32.1 20.4 26.0 922
3CQ1 20.7 32.0 20.7 26.2 873

2CQ2 22.4 32.9 22.4 23.2 237
1CQK 20.3 31.7 22.5 25.5 961

Manto
3M3 27.9 30.3 21.4 20.4 928

3M1 25.8 32.2 21.8 20.2 924

2M2V 20.4 32.5 21.5 20.6 862

2M1 25.3 33.0 213 20.4 906

1M3K 25.3 32.7 21.6 20.4 943

FluidoIntervaivar
4L1 26.0 32.9 21.1 20.1 901

3L2 25.8 32.5 21.9 19.8 933

2L2V 26.1 32.0 21.1 20.8 870

ILIV 25.8 32.7 21.2 20.3 892

Aguade la zona del cultivo

AGC 24.1 32.7 21.0 22.1 942

A2AA 24.3 32.7 22.4 20.6 559

AIB 25.7 32.6 21.9 19.7 937

Control 20.4 32.1 20.4 26.0 922  
La comparacién de las secuencias de Nodipecten subnodosus con las secuencias reportadas

en el GenBank mostré que presentaron semejanza con los géneros Photobacteriun,

Ruegeria, Pseudomonas y Vibrio. Los valores de cobertura as{ como de identidad se

pueden observaren la Tabla V.



29

Tabla V. Comparacién por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de las secuencias

de bacterias obtenidas del gen 16S ADNr con las bacterias aisladas de Nodipecten
subnodosus.

 

 

No de acceso Cobertura Identidad
en el GenBank

Depésitos marrén

HM584062.1 Photobacterium lutimaris 96% 97%
FJ460034.1 Ruegeria sp. 92% 96%
EF474167.1 Vibrio sp. 96% 97%
AY620969.1 Vibrio tasmaniensis 94% 9T%
FM954972.2 Vibrio splendidus 89% 93%
EU091332.1 Vibrio splendidus 99% 96%

Manto

EF094888.1 Vibrio splendidus 99% 96%
FJ457378.1 Vibrio gigantis 97% 93%

FJ457573.1 Vibrio sp. 99% 96%

AY620969.1 Vibrio tasmaniensis 98% 95%

AB550660.1 Pseudomonas sp. 95% 94%

Fluido Intervalvar

AB562594.1 Vibrio sp. 96% 97%

EU834018.1 Vibrio hepatarius 95% 95%

HM584093.1 Vibrio gigantis 95% 98%

EF094888.1 Vibrio sp. 98% 98%

Aguade la zona del cultivo

GU726845.1 Vibrio alginolyticus 83% 96%

EU091332.1 Vibrio splendidus 99% 94%

AJ514917.1 Vibriofortis 93% 96%

Control

FJ460034.1 Ruegeria sp. 91% 99%  
Se realizé un 4rbol filogenético de Neighbor-Joining donde el andlisis muestra que las

cepas se encuentran divididas en ocho grupos: 1M3K con Pseudomonas sp.; MC y 3CQ2A

con Ruegeria sp.; 3CQ3 con Photobacterium lutimaris; 3L2 con Vibrio hepatarius; AGC y

4L1 con Vibrio alginolyticus; BV y 3MI con Vibrio fortis; 1L1, 2L1V, 3M3 y 2M2V con

Vibrio gigantis y Vibrio splendidus, 3CQ1, 3CQ2K, 2CQ2, A2AA, 2Mi y 1CQK se

encuentran en el grupo de Vibrio tasmaniensis (Fig. 13).
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Figura 13. Arbolfilogenético (método de Neighbor-Joining) de las secuencias obtenidas

para el gen 16S ADNrdelas bacterias aisladas de Nodipecten subnodosus con secuencias

obtenidas de GenBank. Secuencia de organismo sano (MC), secuencias del Manto (3M3,

3M1, 2Mi, 2M2V, 1M3K), secuencias de depdsitos marrén-(3CQ3, 3CQ2A, 3CQ2K,

2CQ2, 3CQI, 1CQK), secuencias de fluido intervalvar (4L1, 3L2, 2LiV, 1L1V) secuencias

de Agua de la zonade cultivo (AGC, A2AA, IBY).

ceremerenoreTREECEEUNIST
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Capitulo V

 

Discusiones, Conclusiones y Recomendaciones

 

V.1 Discusiones

Aunque las bacterias forman parte de la flora autéctona de los organismos marinos y su

ecosistema, representando hasta un 60 % de la poblacién de microorganismos totales en

algunas lagunascosteras, son una fuente constante de posibles infecciones para moluscos,

crustaceos y peces (Robert ef al., 1996). En los ultimosafios, el progreso de la acuicultura

ha propiciado Iautilizacién de sistemas de cultivo intensivos, los cuales crean un ambiente

artificial que favorece {a proliferacién de poblaciones bacterianas oportunistas que

normalmente se encuentran en el medio marino, tomando ventaja de los cambios

ecoldégices introducidos (Sindermann, 1990). La proliferacién bacteriana en los sistemas de

cultivo puede ser favorecida por las altas densidades de organismos, asociado con las

condiciones ambientales y el propio manejo de los organismos. Estas altas densidades en el

cultivo implican competencia por oxigeno, competencia por alimento, elevadas cantidades

de excretas, incomodidad de los organismospor hacinamiento y por el manejo porparte del

acuicultor. Estas condiciones estresantes aumentan la susceptibilidad de los organismos a

infecciones bacterianas oportunistas como las encontradas en el presente estudio.

Los resultados de este trabajo, mostré la presencia tanto de bacterias no oportunistas,

como de bacterias altamente patégenas. Miembros del género Vibrio han sido descritos

como agentes patégenosoportunistas afectando a todoslos estadios del ciclo de vida de ios

moluscos bivalvos, desde larva, juvenil y adulto (Allam ez al., 2002). Vibrio tasmaniensis,

Vibrio splendidus y Vibrio neptunis, son especies que se encuentran distribuidas en todoel

mundo asociadas con los cultivos y registradas como causantes de enfermedades en

otganismos acudticos cuando encuentran las condiciones ambientales favorables (Guisande,

2004). En particular, Vibrio splendidus, Vibrio harveyi, Vibrio tapetis, han sido
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relacionados con “enfermedades de la concha” en moluscos bivalvos. Este tipo de

enfermedades se caracterizan por producir depésitos organicos anémalos de materia

organica sobre la superficie interna de las valvas y una coloracién café del tejido del manto

en las partes en contacto con los depdsitos de materia orgdnica (Paillard et al., 1994; Gay et

al., 2004; Elston et al., 1982; Perkins, 1996; Comps et a/., 2001). Estas caracteristicas

coinciden con lo encontradoen el presente estudio.

Entre los casos con caracteristicas similares a las descritas anteriormente, destacan los

que se presentaron en almejas adultas de los géneros Tapes y Ruditapes, donde se

presentaron elevadas mortalidades. En estos casos, los depésitos de materia orgdnica se

caracterizan por formar, principalmente, un anillo de color marrén en el borde de la cara

interna de la concha, aunque, también pueden distribuirse en diferentes zonas de la

superficie de la cara interna. Esta enfermedad causé mortalidades en Espafia, Francia e

Inglaterra, El agente causal fue un vibrio, hasta ese entonces desconocido y denominado

como Vibrio tapetis. La enfermedad fue Hamada “enfermedad del anillo marron” (Paillard,

2004). Cabe subrayar que en este estudio, hay cierta similitud entre el anillo marrén

descrito en las almejas europeas y los depdsitos marrones encontrados en la almeja Mano

de leén. La localizacién del depdsito en diferentes zonas de [as valvas no estd bien

entendida, aunque podria estar relacionada con zonas de la concha mas vulnerables que

otras con relacién a la epibiosis preexistente; sin embargo, este aspecto merece ser

estudiado a detalle.

Otro evento de caracterfsticas similares asociado a mortalidades de juveniles de

Crassostrea gigas en Francia durante los meses de verano fue asociado con Vibrio

splendidus. A esta enfermedad se le llamé “enfermedad de las ostras o JOD porsus siglas

en inglés (Juvenile Oyster Disease)”. Los signos de la misma son retraccién del manto,

depésitos anormales de materia organica, en algunos casos crecimiento excesivo de la vaiva

izquierda sobre el nivel de la valva derecha, Esta enfermedad caus6 importantes pérdidas

econémicas en la regién (Gay ef al., 2004).
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Enfermedades similares también se observaron en el cultivo de la ostra plana Ostrea

edulis y la almeja Mercenaria’ mercenaria en Massachusetts, U.S.A en 1980. Las

mortalidades se asociaron a bacterias del género Vibrio sin llegarse a identificar a la o las

especies involucradas (Elston et al., 1982). Otros casos de enfermedades en moluscos

bivalvos que involucran depdsitos anémalos de materia orgdnica en la cara interna de la

concha, se presentaron enlas ostras perleras Pinctada maxima y Pinctada margaritifera en

Australia en 1987 y en la Polinesia Francesa en 1996-1997. Estos eventos se asociaron a

bacterias del género Vibrio y se reportaron cuantiosas pérdidas (Perkins, 1996; Compset

al., 2001).

El hecho de que depésitos de materia orgdnica, similares entre ellos, hayan sido

detectados en diferentes episodios de mortalidades de moluscos bivalvos, estan asociados

con el hecho de que los depdésitos de materia organica son un mecanismo de defensa en

bivalvos, que actian como unabarrera fisica contra la invasién de bacterias o algiin dafio

fisico (Paillard et al, 1994). La lamina orgdnica en contacto con la cara interna de la

concha constituye el peridstraco (primera capa de la concha formada por conchiolina, una

matriz organica de naturaleza proteica), con pequefias lagunas que incluyen células lisadas

cubijertas por varias laminas de peridstraco alternando con capas de tejido granulomatoso

que se forma como consecuencia de la incapacidad de las células para eliminar totalmente a

las bacterias (Comps et al., 2001). En estas areas se presentan dislocaciones o defectos

cristalinos formados por bordes prismaticos, constituidos de calcita y conchiolina, lo cual

ocasiona un grado de descalcificacién de la concha que aumenta con los depdsitos de

materia organica los cuales evitan una mineralizacién adecuada de la concha (Elston et al.,

1982). Al parecer, un proceso muysimilar ocurre en las Jesiones observadasen este trabajo

y seria importante realizar el estudio correspondiente de arquitectura de la concha para

confirmar este proceso.

Estas laminas de conchiolina que rodean al manto, en la superficie interna de la concha

en ambas valvas, ocasionan la retraccién del manto y lesiones en el epitelio, en ef cual se

observan células de color marrén. Como consecuencia el organismo muere, mostrando
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pérdida de hemolinfa en el epitelio del manto y el desprendimiento del misculo abductor.

La retraccién del manto difiere con la especie de molusco. Por ejemplo, se ha observado

que en el género Crassostrea el manto no presenta alteraciones (Perkins, 1996). En eventos

donde se presenta la enfermedad de la concha, los animales muestran signos de debilidad,

asociado con secrecién anormal de moco.Los andlisis histolégicos muestran una abundante

infiltracién hemolitica en las branquias, manto (en especies de metilicos), tejido conectivo

y alrededor del misculo abductor, presencia de tejido granulomatoso compuesto de

granulocitos, macréfagos, células marrén y restos celulares (Comps et ai., 2001). En el

presente estudio, se observé un proceso muy similar como lo demuestra el andlisis

histopatolégico.

En estudios realizados en ejemplares de Crassostrea virginica se encontraron células

marrones, en el tejido conectivo, auricula y la glandula del pericardio. El citoplasma de

estas células contiene vesiculas de diferentes tamafios cuyo color varia de intensidad, desde

un color café claro hasta un café oscuro (Zagooian ef al., 1989). En ostras sanas, las células

marrones se encuentran en el tejido conectivo y en las fibras musculares, mientras que en

ostras moribundas se localizan rodeando principalmente los diverticulos digestivos, entre

las células epiteliales y la pared auricular. Los autores han observado un incremento de

células marron en asociacién con hemocitos en respuesta a una inflamacioOn aguda o

crénica, lo cual sugiere que las células marrones participan en la acumulacién y eliminacién

de toxinas o subproductos metabélicos que se producen durante la respuesta inflamatoria

(Zaroogian et al., 1994). La caracterizacion bioquimica de estas células mostré la presencia

de fosfatasa Acida, lisozimas y la glutatién reductasa. La funcién primaria de la glutatién

reductasa es el mantenimiento de la concentracién de glutatién reducido, el cual es

importante en la desintoxicacién celular de xenobidticos; por otro lado, las lisozimas

participan en los procesos de desintoxicacién y degradacién celular (Krameret ai., 1988).

Se recomienda profundizar en estos aspectos con respecto a la enfermedad encontrada en

este estudio.
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De acuerdo con lo anterior, entre el grupo de vibrios encontrados en este estudio, el que

presenta un papel principal en el desarrollo de la enfermedad, es Vibrio splendidus; ya que

aparece tanto en los depdésitos marrén como en el tejido del manto y en el medio

circundante. Por su parte, Vibrio tasmaniensis aparece en el depdsito y en el manto. Como

ya hemos mencionado,de estas dos especies de vibrios, Vibrio splendidus se ha encontrado

en lesiones similares en otros moluscos bivalvos, mientras que a Vibrio tasmaniensis se le

reporta como oportunista. Tales observaciones sugieren que el posible agente primario

causal de la enfermedad es Vibrio splendidus. Sin embargo, es necesario probar esta

hipdtesis mediante el postulado de Koch. También es posible que estos vibrios actiien en

sinergia, lo cual, a su vez, podria ser comprobado bajo el postulado de Koch. Esto

permitiria confirmar si es Vibrio splendidus 0 Vibrio splendidus-Vibrio tasmaniensis o el

consorcio de varios vibrios los responsables directos de la ocurrencia de ésta enfermedad a

la que se sugiere lamar “Vibriosis de la concha y el manto de la almeja Manode leon”. La

presencia por si misma de Vibrio splendidus o de jos otros vibrios no explicaria el

desarrollo de la enfermedad, a menos de quese tratase de una variedad altamente patégena

resultado de una mutacién. Por lo tanto, es indispensable determinar las condiciones

ambientales asociadas con su presencia y la del hospedero, que puedanser los disparadores

de la enfermedad. Recordemos que actualmente en el océano estén ocurriendo cambios

dramaticos en asociacién con el desequilibrio climatico global y el impacto del hombre. La

acidificacién del océano, la ocurrencia de episodios de hipoxia o anoxia (escases o falta de

oxigeno) y contaminacién en las zonas costeras puedenser, entre otros, detonantes de este

tipo de problemassanitarios.

Por otro lado es necesario profundizar en la caracterizacién genética de Vibrio

splendidus, ya que comose aprecia en los resultados hay ciertas diferencias de cobertura e

identidad entre las secuencias obtenidas. Si bien ese tipo de vibriosis no se transmiten

directamente al ser humano,si afecta a la industria ya que las almejas infectadas pierden

toda su calidad y valor de mercado.
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Los resultados aqui presentados y los encontrados por otros autores sobre

enfermedades similares en moluscosbivalvos alrededor del mundo (Paillard, 2004; Gay et

al., 2004; Perkins, 1996; Elston et al., 1982), nos alertan sobre la necesidad de adoptar

medidas de bioseguridad inmediatas para evitar la dispersién del problema.
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V.2 Conclusiones

Las deformaciones se presentan en el borde externo de la concha, los depésitos marronesse

producenen la cara interna de la concha, cubriendo del 6.18 + 1.3 % al 61.70 + 4.7 % de la

superficie total.

EI andlisis histologico mostré infiltracién de hemocitos y necrosis en el tejido conectivo en

contacto conla lesién.

EI analisis bacteriolégico llevado a cabo por métodos convencionales, asi comoel analisis

de ADN, demostraron que las bacterias dominantes fueron: Vibrio sp., Vibrio splendidus,

Vibrio tasmaniensis, Vibrio alginolyticus, Vibrio gigantis, Vibrio hepatarius y

Photobacterium lutimaris. De estas especies, Vibrio splendidus ha sido directamente

asociado con una enfermedad similar en las ostras del género Crassostrea y en otros

bivalvos.
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V.3 Recomendaciones

Mantener bajas densidades de cultivo y realizar mantenimientos frecuentes.

Llevar a cabo un tratamiento a los desechos sélidos y no verter los restos de organismosdel

desdoble de lavado.

No devolver las conchasal mary tratar las conchas con solucién de cloro en caso de que se

utilicen.

Retirar del mar los organismos muertos y moribundos.

No realizar transferencias de almejas de un lugar a otro sin una previa certificacién

sanitaria.
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APENDICE I

Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

em?” Centimetros cuadrados

dNTP’s 2'-deoxinucledsido 5’-trifosfato

EDTA Acidoetilen-di-amino-tetra-acético

FAO Food and Agriculture Organization

HCl Acido clorhidrico

KCl Cloruro de potasio

Kb Kilo bases

MgCh Cloruro de magnesio

NaCl Cloruro de Sodio

pL Microlitro

mL Mililitro

mM Milimoles

ng Nanogramos

nm Nandémetros

°c Grados centigrados

p-H. Potencial de hidrogeno

pb pares de bases

PCR Reaccién en Cadenade Ia Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

Taq Thermophilus aquaticus

TBE Tris/Borate/EDTA

Tris Tris (hidroximetil) amino-metano
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APENDICEI
 

Requisitos para envio y recepcién de muestras

 

Moluscosbivalvos 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 organismose 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 informacién concerniente a la

localidad, observaciones de las condiciones ambientales (temperatura, salinidad, marea,

eventos particulares tales como Iluvias, descargas, etc.). Es importante que no pase de 24
horas el envio de los organismos vivoshasta el laboratorio.

APENDICE Ii

 

Preparacion de ja soluci6n fijadora de Davidson

 

Solucién Fijadora Davidson (para preparar | litro)

Glicerina 100 ml

Formaldehido 37% 200 ml

Etanol 96% 300 ml

Agua de marfiltrada 300 ml

Acido Acético 100 mi

Es importante afiadir por orden cada unadelas diferentes sustancias.

Agitar antes de usarse.

Eltiempo de fijacién es de 24 a 48 horas (en una relacién de 1:5). Después de transcurrido

ese tiempo, y en caso de que no se continue inmediatamente con la deshidratacion, la

muestra deberd colocarse en la solucién Davidson conservante (solucién que no contiene

Acido acético) hasta su procesamiento.



49

APENDICEIV

 

Técnica de inclusién en parafina

 

Etanol 70% 1 hora

Etanol 96% - I 2 horas

Etanol 96% - II 2 horas

Etanol 100% - I _ 2 horas

Etanol 100% - II 2 horas

Etanol 100% - Benceno 3 horas

Benceno I 2 horas

BencenoII 2 horas

Benceno — Parafina 3 horas

Parafina I 2 horas

Parafina II 2 horas

Total 23 horas

Incluir en Parafina.

APENDICE V

 

Técnica de Tincién de Hematoxilina-Eosina/Floxina

 

Esta técnica permite demostrar claramente un enorme mimero de diferentes estructuras

tisulares. Esencialmente la hematoxilinatifie al nticleo de la célula de un color azul a negro,

con un buen detalle. intranuclear; por otro lado, la Eosinatifie al citoplasma celular y a la

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

wrgrmenroremepsren



Desparafinacion e Hidratacion.

Xileno I 10 min.*

Xileno IL 5 min. *

Xileno II 5 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.

Tincién Hematoxilina-Eosina/Floxina.

Desparafinar las muestras hasta hidratar en agua.

Hematoxilina 30 min.

Aguacorriente Lavar.

Etanol acido 5 seg.

Carbonatode litio 2 min.

Aguadestilada 5 seg.

Etanol 96% 3 min.

Eosina/Floxina 1 min.

Etanol 96% - I 2 min.

Etanol 96% - I 2 min.

Etanol 100% - I 3 min.

Etanol 100% - II 3 min.

Xileno I 5 min.

XilenoII 5 min.

XilenoIII 5 min.

Montaren resinasintética.
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APENDICEVII

 

Estudios realizados en las especies de referencia

 

Photobacterium lutimaris, especie localizada en el cieno marinos, de donde deriva el

nombre lutum cieno; maris de mar, es Gram negativa, presenta flagelo polar, no es

bioluminiscente, crece a temperatura de 4 a 41 °C, en presencia de NaCl de 2-3 % (w/v), ha

sido reconocida comoespecia no patoégena (Seo-Youn etal., 2007).

Ruegeria sp. pertenece a las Rhodobacteraceae, no ha sido reconocida comopatdégena,

se ha aislado de sedimentos y sargazo marino (Ki-Young, 2007; Hanae¢ al., 2007).

Las Pseudomonas son bacilos rectos o ligeramente curvados (0.5 a 4.0 pm) con uno o

varios flagelos polares. Son Gram negativos y quimioorganotréficos aerdbicos, sin

metabolismo fermentativo, pueden ocasionar necrosis bacilar, en cultivos larvarios de

Ostrea edulis y Euvola ziczac (Lodeiroset al., 1992; Lodeiroset al., 1987) .

Vibrio gigantis sp. ha sido aislado de la hemolinfa del ostién Japonés Crassostrea

gigas, de donde deriva el nombre gigantis. Presenta una morfologia de bacilo curvo de 1

pm de ancho y 2-3 um de largo, Gram negativo,tiene un flagelo polar, requiere de 0a8%

de NaCl para crecer, es anaerobio facultativo y posee un metabolismo fermentativo. Por

estudios moleculares del gen 16S de ARNrse le relaciona con Vibrio splendidus, en un

98% de similitud. Aunque no se han desarrollado pruebas experimentales de patogenicidad

y virulencia se ha registrado su presencia.en organismos enfermos y moribundos en los

cultivos de Crassostrea gigas de La Tremblade, en Francia (Le Rouxet al., 2005).

Vibrio tasmaniensis, otra especie de vibrio encontrada en este estudio cuyo nombre lo

recibe por haber sido aislado de los cultivos de salmon en Tasmania, presenta una

morfologia ligeramente curva de 1 pm de ancho por 2-3 pm de largo, Gram negativo, no
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crece en ausencia de NaCl o > 8%, anaerobio facultative y posee un metabolismo

fermentativo, es sensible al agente vibriostatico 0/129, los estudios moleculares del gen

16S ADNr, muestran una similitud del 98.2% con Vibrio splendidus. Tampoco se han

desarrollado pruebas de patogenicidad y virulencia de este organismo, sin embargo se ha

encontradojunto a Vibrio splendidus y Vibrio aestuarianus durante episodios de mortalidad

de Crassostrea gigas en granjas ostricolas de Francia (Thompson ef al., 2003; Saulnier ef

al., 2010).

Vibrio alginolyticus es un organismo marino ubicuo en estuarios. Su distribucién es

cosmopolita, por lo general en las zonas costeras de paises con climas templados.

Morfolégicamente es un bacilo corto, Gram negativo, mévil por flagelos peritricos y

polares. Se encuentra en cualquier organismo marino ya sean peces, almejas, ostiones,

corales, entre otros. En estudios de virulencia realizados en larvas de almejas Ruditapes

decussatus en Espafia, se observ6 que bajo ciertas condiciones puede actuar como patégeno

ocasionando pérdida del velum, necrosis de tejido, pérdida de la estructura muscular y

epitelial y posteriormente la muerte de las almejas (Gémez-Leénetal., 2005).
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