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RESUMEN

En moluscos bivalvos, el efecto hidrolitico de las enzimas lisosomales es uno de los
mecanismos mas importantes en la degradacion de organismos patdgenos dentro o
fuera de los hemocitos. Por lo tanto, la actividad enzimética en la hemolinfa se ha
estudiado ampliamente como indicador de la capacidad inmune en muchas especies
de bivalvos. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la respuesta inmune de la
almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus mediante el estudio de las enzimas
lisosomales al ser retada con Vibrio alginolyticus. Primero se determind la dosis
subletal de V. alginolyticus, usando 5 lotes de 8 organismos cada uno y probando 5
concentraciones (102, 10°, 10, 10°, 10° UFC.mL™) durante un periodo de 10 dias.
Otro lote sirvi6 como control, inyectando solucion salina a las almejas. Para analizar
la respuesta inmune, 5 lotes de 6 almejas cada uno, fueron inyectados con la dosis
subletal (1 x 10> UFC.mL™Y); 4 organismos por cada tratamiento sirvieron como
control. Después de 6 y 24 hy 3, 6 y 10 d se obtuvieron muestras de hemolinfa (6
mL) del musculo aductor usando una jeringa estéril de 5 mL. En cada caso, los
hemocitos fueron cuantificados (hemocitos/mL) con un hematocitbmetro y se obtuvo
el diametro y &rea de los mismos. Por otra parte, se separaron los hemocitos del
plasma por centrifugacion (500 x g/10 min/4 °C). Después, los hemocitos se
rompieron por congelamiento-descongelamiento para obtener el sobrenadante de
lisado de hemocitos (SLH). Las enzimas hidroliticas fueron determinadas en plasma
y SLH con el kit APl ZYM (BioMérieux) y lisoplacas. La actividad enzimatica fue
reportada en relacion con la concentracion proteica de la muestras. Se realizé un
andlisis histolégico en glandula digestiva, musculo, génada, branquia y manto para
verificar un posible dafio en estos tejidos y se analizo la variacion en la composicion
bioquimica de la hemolinfa. La cantidad de hemocitos fue significativamente menor
(ANDEVA, P=0.03) 6 h después del reto, mientras que los hemocitos fueron
significativamente mas grandes (ANDEVA, P=0.01). De las 19 enzimas que detecta
el kit APl ZYM, solamente se encontraron 11 en SLH y 6 en plasma. La actividad
enzimatica fue significativamente mayor (ANDEVA, P=0.000) en hemocitos que en
plasma. Las enzimas de mayor actividad fueron leucil arilamidasa y esterasa, tanto
en plasma como en SLH. La actividad de la lisozima no mostré diferencias
significativas (ANDEVA, P=0.05) entre los tiempos de muestreo, aunque en plasma
las concentraciones fueron significativamente mayores (ANDEVA, P=0.041) que en
SLH. Con la dosis subletal las almejas presentaron cantidades mas bajas de
hemocitos a las 6 h, 3d, y 6 d. Esto pudo deberse a su lisis, degranulacion y/o
movimiento hacia los tejidos (diapedesis) provocados por las bacterias mientras se
combatia la infeccion. Sin embargo, a las 24 h el nimero de hemocitos fue mayor
que el del control mientras que su diametro fue menor. Al parecer la hematopoyesis
fue inducida por la infeccién bacteriana, como puede apreciarse por la variacion en
el niamero y el didmetro de los hemocitos. Las enzimas con mayor actividad, leucil
arylamidasa y esterasa, son las responsables del cambio en la conformacion de la
pared celular de las bacterias. Asimismo, la lisozima actia destruyendo la pared
celular bacteriana, provocando que la degradacién bacteriana sea mas facil. La
mayor actividad de lisozima en plasma sugiere que ésta fue liberada por los
hemocitos al plasma durante el estrés patolégico causado por V. alginolyticus. Las
concentraciones de lipidos y carbohidratos no mostraron una relacién aparente con
la respuesta inmunolégica. Tampoco se encontraron dafios aparentes en los
diferentes tejidos analizados.



ABSTRACT

The hydrolytic effect of the different lysosomal enzymes is one of the most important
mechanisms in the degradation of pathogenic organisms inside or outside the
haemocytes in bivalve mollusks. Therefore, the enzymatic activity in hemolymph has
been extensively studied as indicator of the immune capacity in many species of
bivalves. The objective of this work was to analyze the immune response of the lion’s
paw scallop Nodipecten subnodosus to the challenge with Vibrio alginolyticus. First,
the sublethal dose of V. alginolyticus was determined using 5 lots with 8 organisms
each one and testing 5 concentrations (102, 10°, 10%, 10°, 10° UFC.mL™) during a
period of 10 days. Another lot served as control, injecting the clams with saline
solution. To analyze the immune response, 5 lots of 6 organisms were injected with
the sublethal dose (10° UFC.mL™); 4 organisms served as control by treatment. After
6 and 24 h and 3, 6 and 10 d, samples of hemolymph (6 mL) were obtained from the
adductor muscle using a 5 mL sterile syringe. In each case, haemocytes were
quantified (haemocytes/mL) with a hematocytometer, and its diameter and area were
obtained. The haemocytes were separated from the plasma by centrifugation (500 x
g/10 min/4 °C). Then, haemocytes were broken by freeze-thaw to obtain the
supernatants (SLH) of the cellular debris. Hydrolytic enzymes were determined in
plasma and SLH with the APl ZYM kit (BioMérieux) and lysoplate assay. Enzymatic
activity was reported in relation with the protein concentration of samples. An
histological analysis in digestive gland, muscle, gonad, till and mantle was made to
verify for a possible damage in the tissues, and the variation in the biochemical
composition of the hemolymph was analyzed. The quantity of haemocytes was
significantly lower (ANOVA, P=0.03) 6 h after challenge, whereas the haemocytes
were significantly larger (ANOVA, P=0.01). Of the 19 enzymes that can be detected
by the APl ZYM kit, only 11 may be characterized in SLH and 6 in plasma. The
enzymatic activity was significantly higher (ANOVA, P=0.000) in haemocytes than in
plasma. The enzymes with higher activity were leucyl arylamidase and esterase in
both, SLH and plasma. Lysozyme-like activity did not show significant differences
(ANOVA, P=0.05) between the sampling times, however, in plasma it was
significantly higher than in SLH. With the sublethal dose , animals showed lower
haemocyte numbers at 6 h, 3d, and 6 d. This may be due to their lysis, degranulation
and/or movement into tissues (diapedesis) provoked by bacteria while fighting
infection. However, at 24 h haemocyte number was higher than the control and cell
diameter was lower. It seems that hematopoiesis was induced by the bacterial
infection, as it could be seen by the number and diameter of haemocytes. The
enzymes with higher activity, leucyl arylamidase and esterase , are the responsible of
the change in the conformation of the cell wall of the bacteria. Also, lysozyme acts
destroying the bacterial cell wall, making the bacterial degradation easier. The higher
lysozyme—like activity in plasma suggests that lysozyme was released from
haemocytes into plasma during the pathological stress caused by V. alginolyticus.
The lipid and carbohydrates concentration didn’t show apparent relation with the
immunological response. In the different tissues, didn't apparent damages were
found.
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Bacteria

Bivalvos

Cepa

Célula

Diapédesis

Enfermedad

GLOSARIO

Organismo unicelular procariota, mas grande que un virus que
se presenta en varias formas (esférica, baston o espiral).
Algunas bacterias provocan enfermedades, pero muchas son
benéficas

Clase de moluscos arqueépodos de simetria bilateral, con la
concha formada por dos valvas que se articulan por la charnela
dorsal y se cierra por accion de masculos aductores especiales.
Cuerpo sin cabeza diferenciada, con el pie tipicamente
comprimido en forma de hacha y con las branquias
ordinariamente laminares, formadas por dos hojas unidas por
tubérculos. Los sexos estdn separados, pero a veces se
presenta hermafroditismo. Todos son acuaticos y la mayoria
marinos. De locomocion muy lenta y a veces casi inmoviles,
viven en el fondo del litoral enterrados en el limo o arena, o fijos
en las rocas, perforando en ocasiones galerias u oquedades en
el sustrato u objetos sumergidos. Son de régimen micréfago,
alimentandose de organismos plancténicos o0 pequefias
particulas de materia organica

En bacterias: Variedad dentro de una misma especie debido a
diferencias genéticas. Aunque las cepas varian genéticamente
todavia pueden reproducirse entre si. Equivale al término raza
en plantas y animales. Colonia de microorganismos
monoespecifica la cual se utiliza para iniciar un cultivo bajo
condiciones controladas

Unidad, morfologica y fisiologica que compone el cuerpo de
todos los seres vivos; generalmente microscopica

El movimiento de hemocitos de un epitelio intacto para retirar
productos metabdlicos, toxinas u organismos infecciosos del
cuerpo

Término amplio que se utiliza para designar el dafio de células

suficiente para causar disfuncion en el organismo. Una

vii



Fagocitosis

Filtracion

Hemolisina

Huésped

Infeccion

Lisosoma

Necrosis

Patogenicidad

Patdégeno

enfermedad puede ser causada por (1) defectos genéticos
reflejados en una anormal estructura y funcion celular, (2)
desbalance nutricional que priva a las células de nutrientes
esenciales, (3) agentes quimicos o fisicos que lesionan las
células o (4) agentes infecciosos que dafan las células por su
accion fisiolégica o presencia fisica

Es uno de los procesos bioldgicos elementales que se presenta
en todo el reino animal. Es el proceso de ingestion de particulas
por la célula, como medio de alimentacién o defensa

Proceso mediante el cual se hace pasar un fluido a través de un
filtro de pequefias aberturas de material permeable para separar
o eliminar las particulas soélidas en suspension; en este caso los
moluscos son filtradores de su alimento

Sustancia capaz de originar la ruptura (lisis) de la membrana de
los glébulos rojos

Organismo en el cual, o dentro del que otro organismo crece y
deriva su alimentacién

Se refiere a la presencia de un organismo infeccioso o extrafio
en un tejido o tejidos de un huésped. Una infeccién puede ocurrir
sin causar enfermedad si el huésped destruye al organismo
invasor o si las adaptaciones genéticas del huésped o del
parasito reducen la actividad destructiva uno de otro. La
recuperacion de la enfermedad envuelve al sistema de defensa,
el cual funciona en la reparacion de los tejidos dafiados
Organelo celular muy rico en enzimas hidroliticas capaz de lisar
la mayor parte de los constituyentes celulares y de los elementos
ingeridos por la célula

Degeneracion y muerte localizada de células y tejidos en un
organismo vivo. El proceso es irreversible e implica la
destruccién del nucleo seguido de la muerte de la célula

La capacidad de un organismo para producir una enfermedad
Algo causante de una enfermedad, por ejemplo virus,

bacterias, etc.
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Patologia

Sistema inmune

Susceptible
Toxina

Veliger

Vibriosis

Virulencia

Es la ciencia que estudia la enfermedad incluyendo la naturaleza
y causa de la misma, asi como los cambios estructurales y
funcionales resultantes

Complejo de estructuras y funciones de un organismo que lo
hace resistente a las enfermedades

Capaz de recibir modificacion o impresion

Sustancia venenosa secretada por ciertos organismos

Se refiere a cualquier larva de molusco que posea un velo, que
es el 6rgano natatorio ciliado

Enfermedad causada por bacterias del género Vibrio

La habilidad de un microorganismo para producir una

enfermedad



1. INTRODUCCION

Los pectinidos, son moluscos bivalvos pertenecientes a la familia Pectinidae,
de la cual se conocen 32 géneros y 400 especies, algunas con un gran potencial
para el desarrollo de su cultivo en condiciones controladas (Uriarte et al. 2001). El
alto valor comercial alcanzado por algunas especies de pectinidos en los mercados
nacionales e internacionales, ha provocado la reduccion de las poblaciones naturales
y en algunos casos se ha llegado a la sobreexplotacion (Uriarte et al. 2001).

De las 400 especies de pectinidos conocidas en el mundo, 30 se encuentran
en el Pacifico mexicano; sin embargo, solo tres son de importancia comercial: la
almeja catarina Argopecten ventricosus, la almeja voladora Pecten vogdesi y la
almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus (Keen y Coan 1974).

En el estado de Baja California Sur, la almeja mano de leén N. subnodosus
tiene una gran importancia comercial debido a su gran demanda a nivel internacional,
ya que su musculo aductor tiene un buen sabor y alcanza un gran tamano (Arellano-
Martinez 2005). La explotacion de esta especie se restringe a la region noroeste del
estado, principalmente en la Laguna Ojo de Liebre, B.C.S., donde se mantiene una
pesqueria constante (Morales-Hernandez y Caceres-Martinez 1996) pero con un
periodo de veda amplio (julio a noviembre). Asi, debido a las restricciones en su
pesqueria y a que alcanza su talla comercial en un periodo relativamente corto
(Gutiérrez-Villasefior y Chi-Barragan 1997, Villalejo-Fuerte et al. 2004), ha sido

necesario por un lado y factible por el otro, establecer cultivos de mano de leén en



algunas zonas del estado de B.C.S., entre ellas las Lagunas Guerrero Negro, San
Ignacio y Manuela.

En general, se considera que el principal problema que se afronta en el cultivo
de pectinidos es el conjunto de enfermedades que afectan a los organismos
(Barbosa et al. 2001), estas enfermedades son dificiles de detectar en su medio
natural, por lo que en muchos casos estos agentes infecciosos han sido poco
estudiados (Barbosa et al. 2001).

Al concentrar gran cantidad de organismos en una zona, como es el caso de
un cultivo, se puede incrementar el riesgo de incidencia de enfermedades,
posiblemente por la induccion a una inmunosupresion, aumentando el riesgo del
ataque de parasitos y patdogenos (Harvell et al. 1999).

Las bacterias forman parte de la flora autéctona de los organismos marinos y
de su ecosistema, llegando a representar hasta un 60% de la poblacién de
microorganismos totales en algunas lagunas costeras (Simudu y Tsukamoto 1985).
Sin embargo, una proliferacion excesiva de bacteria patdégena es lo que puede
provocar enfermedades en los organismos. En este sentido, se sabe que las larvas
muertas, los desechos organicos de los animales, asi como la presencia de animales
muertos son los principales vectores de la proliferacion bacteriana (Elston et al.
1981).

La incidencia del genero Vibrio es considerado el problema mas comun y serio
de sanidad en los sistemas de cultivo de moluscos, ya que causa enfermedades y
mortalidades masivas (Elston 1984, Tubiash y Otto 1986, Sindermann 1988). Se ha

corroborado que diferentes especies de bacterias de este género (V. alginolyticus, V.



natriegens, V. pectenicida, V. tapetis, V. splendidus y V. anguillarum) participan en
enfermedades mortales de algunos invertebrados marinos, lo que ocasiona un
deterioro en los sistemas de cultivo.

Por otra parte, todos los organismos multicelulares poseen varios sistemas de
defensa contra los microorganismos invasores (Muta e lwanaga 1996). Estos
sistemas de defensa son esenciales para su sobrevivencia y perpetuidad. Los
invertebrados, los cuales no tienen inmunoglobulinas, han desarrollado mecanismos
unicos de deteccion y respuesta contra antigenos microbianos. Las células efectoras
de invertebrados pueden reconocer patrones moleculares mas que estructuras
particulares en el patégeno. Existen moléculas asociadas a patdogenos que no son
encontradas en organismos multicelulares como lipopolisacaridos, peptidoglucanos y
acido lipoteicoico de bacterias, $-1,3-glucanos de hongos y ARN de doble cadena en
virus (Muta e Iwanaga 1996, Song y Huang 2000). En invertebrados la coagulacion
de la hemolinfa (lwanaga et al. 1992, lwanaga 1993, Muta e Iwanaga 1996) y la
formacion de melanina son esenciales para dicha respuesta (Aspan y Sdderhall
1991, Soderhall et al. 1994, Fujimoto et al. 1995, Kawabata et al. 1995).

En particular, el sistema inmune de los moluscos esta representado por
hemocitos, proteinas plasmaticas y reacciones que involucran componentes
celulares y humorales (Vargas-Albores y Barracco 2001). La distribucion uniforme de
dichos componentes a través de todo el organismo se logra debido a que los
moluscos bivalvos tienen un sistema circulatorio abierto compuesto por senos (Allam
y Paillard 1998), lo cual optimiza su respuesta inmune. La defensa inmediata de este

grupo de organismos se da mediante la accion de los hemocitos, la cual consiste,



principalmente, de la fagocitosis, del encapsulamiento (cuando los patégenos son
demasiado grandes para ser fagocitados), o bien, removiéndolos del huésped por
migracién a través de las membranas epiteliales (diapénesis) (Fisher 1988). Los
hemocitos participan en la eliminacion de material extrafio en los moluscos bivalvos
principalmente a través de la fagocitosis (Cheng et al. 1975, Rodrick y Ulrich 1984,
Anderson et al. 1992, Carballal et al. 1998). Las enzimas lisosomales dentro de los
hemocitos, matan y degradan las particulas fagocitadas y si es necesario son
liberadas de la célula al plasma u otros tejidos (Cheng et al. 1975, Cajaraville et al.
1995, Bachére et al. 1995) donde pueden modificar la conformacién molecular de la
membrana celular y con ello favorecer su reconocimiento y fagocitosis (Cheng 1981,
1983, Cajaraville et al. 1995). Durante el proceso de fagocitosis, el hemocito destruye
las particulas fagocitadas por medio de moléculas que incluyen enzimas hidroliticas,
péptidos antimicrobianos y radicales libres (mecanismos oxidativos). Asi, en los
moluscos bivalvos, los mecanismos de defensa constan, ademas de los hemocitos y
enzimas hidroliticas, de mecanismos oxidativos como las reacciones intermedias de
oxigeno (IRO) vy nitrogeno (IRN), la profenoloxidasa (proFO), péptidos
antimicrobianos (PAM) y lectinas (Luna-Gonzalez, 2003).

Ya que la actividad enzimatica en la hemolinfa ha sido estudiada como
indicadora de la capacidad inmune en muchas especies de bivalvos (Cheng 1976,
Moore y Gelder 1985), el entendimiento de la respuesta inmune de N. subnodosus al
ataque de infecciones bacterianas, puede ayudar a disefar estrategias para el

control de enfermedades causadas en los cultivos de esta especie.



Asi, este trabajo pretende analizar la respuesta inmunolégica de la almeja
mano de ledn N. subnodosus al ser retada con la bacteria Vibrio alginolyticus,
mediante la caracterizacion de la actividad enzimatica; asi como determinar el efecto

sobre su condicion fisioldgica.



2. ANTECEDENTES

El sistema inmune de moluscos bivalvos ha sido investigado en pocas
especies, la mayoria de los trabajos han centrado su atencion en los mejillones
Mytilus edulis, M. galloprovincialis, y en el ostibn americano Crassostrea virginica
(Hine 1999, Carballal et al. 1997, Pipe et al. 1997), las cuales son especies de
importancia comercial, aunque el género Mytilus tiene también una particular
importancia ecolégica pues es utilizado como indicador para el monitoreo ecoldgico
(Wootton et al. 2003).

Muchos bivalvos marinos de interés comercial han sido expuestos a
patdgenos, especialmente en los primeros estadios de vida, en su mayoria para
caracterizar la respuesta de los organismos al ataque de vibrios o estimar la dosis
letal. Asi, Sainz et al. (1997) indujeron a larvas de Argopecten ventricosus a una
vibriosis con V. alginolyticus a diferentes concentraciones para determinar su
resistencia a la virulencia y describir la vibriosis en esta especie, encontrando que las
larvas infectadas con bajas concentraciones y el control mostraron una sobrevivencia
del 80% del sexto al decimonoveno dia. También encontraron que las
concentraciones mayores a 5 x 10° UFCsmL"'presentaron los sintomas de vibriosis y
mortalidades masivas.

Anguiano-Beltran et al. (1998) estudiaron la patogenicidad de V. alginolyticus
en larvas y postlarvas de Haliotis rufescens, mediante infecciones inducidas con
concentraciones desde 1 x 10? hasta 1 x 10® UFCemL™". Ellos observaron que V.

alginolyticus causa mortalidades masivas en larvas durante las primeras 24 horas a



concentraciones arriba de 1 x 10° UFCemL”, mientras que en las postlarvas se
requiere una concentracion de 1 x 10° UFCsmL "para provocar el mismo efecto.

Hauton et al. (2001) estimaron la respuesta de los lisosomas de los hemocitos
mediante una inoculacién bacteriana con Listonella anguillarum en Ostrea edulis,
Crassostrea gigas y Pecten maximus y encontraron que la estabilidad de la
membrana lisosomal fue reducida en presencia de la bacteria para las tres especies,
pero aparentemente C. gigas fue mas sensible a la presencia de L. anguillarum.
También mencionan que para las tres especies de bivalvos la reduccion en la
estabilidad, aparentemente es proporcional al crecimiento poblacional de las
bacterias.

La actividad lisozomal en ostras fue descrita por primera vez en la hemolinfa y
mucus del manto de Crassostrea virginica por McDade y Tripp (1967a, b) y se ha
llegado a sugerir que su actividad puede ser un indicador de la condicion fisiologica y
la vitalidad del sistema de defensa del animal (Chu y La Peyre 1989). La actividad
lisozomal fue comparada en tres poblaciones separadas de O. edulis, encontrando
niveles significativamente altos de lisozima en la hemolinfa del grupo de organismos
que presentd menor susceptibilidad ante Bonamia ostreae (Hawkins et al. 1992).

La actividad enzimatica en la hemolinfa ha sido muy estudiada como uno de
los indicadores de la capacidad inmunolégica en muchas especies de bivalvos como
Mercenaria mercenaria (Cheng 1976, Moore y Gelder 1985, Cheng 1988), C.
virginica (Cheng 1976, Moore y Gelder 1985, Cheng 1988, Cheng y Downs 1988,

Chu y La Peyre 1989), Mya arenaria (Beckmann et al. 1992), Tiostrea chilensis (Hine



y Wesney 1994) y Mytilus galloprovincialis (Carballal et al. 1997 y Torreilles et al.
1997).

Biosca y Amaro (1996) midieron, utilizando el kit APl ZYM, la actividad
enzimatica del biotipo 1 y 2 de V. vulnificus en varias especies de peces y una
anguila. Ellos encontraron que los productos extracelulares de la bacteria
presentaban altos niveles de actividad hidrolitica, ademas demostraron la existencia
de citotoxicidad en todas las especies de peces estudiados y en la anguila
encontraron que estos productos extracelulares fueron letales.

Carballal et al. (1997) determinaron las enzimas hidroliticas de M.
galloprovincialis mediante el kit APl ZYM para evaluar las variaciones estacionales y
las variaciones respecto a la edad, ellos reportaron actividad enzimatica de
fosfatasas, esterasas, proteasas y glucosidasas, y encontraron diferencias
significativas en la actividad enzimatica durante el periodo de estudio.

Lépez-Cortes et al. (1999) realizaron un estudio para medir la actividad
fagocitica y de quimioatraccion de los hemocitos de Tapes decussatus y T.
phillipinarus, mediante la infeccidon con V. tapetis y E. coli. Ellos encontraron que los
productos extracelulares de los dos tipos de cepas son quimioatrayentes para los
hemocitos, aunque los indices de migracion de hemocitos fueron significativamente
diferentes entre las dos cepas.

En la mayoria de los estudios sobre respuesta inmune, el analisis concierne
s6lo a algunas enzimas. Sin embargo, el proceso de resistencia a una infeccion
puede involucrar una reaccion general mas que la funcidn de ciertas enzimas

individuales en estos organismos que carecen de una respuesta inmune especifica,



por lo tanto, es importante conocer el estado metabdlico enzimatico general (Xue y
Renault 2000).

El papel bactericida de las hidrolasas lisosomales en los bivalvos fue
reportado inicialmente por McDade y Tripp (1967a). Ellos reportaron que las
lisozimas de C. virginica inhiben el crecimiento bacteriano de Micrococcus
lysodeikticus, Bacillus subtilis y B. megaterium. Alternativamente, reportaron que la
hemolinfa de la ostra no afecté el crecimiento de otras especies de bacilos como E.
coli, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. aureus, Serratia marcescens, Shigella sonnei,
S. faecalis, S. faecalis variedad zymogenes, S. lactus y S. pyrogenes.
Subsecuentemente, Rodrick y Cheng (1974) demostraron que la lisozima en C.
virginica causaba la lisis de E. coli, Gaffkya tetragena, Salmonella pullorum, S.
sonnei, M. lysodeikticus, B. subtilis y B. megaterium. Sin embargo, no fue activa
contra S. aureus.

Desde los primeros estudios de McDade y Tripp (1967b) y Rodrick y Cheng
(1974), se ha demostrado que el crecimiento in vivo e in vitro de hemocitos retados
con bacterias inducen la hipersintesis y la subsecuente liberacion de enzimas
lisosomales las cuales juegan un rol de proteccién (Cheng 1978, 1979, 1983).

Tripp (1992) midi6 la capacidad fagocitica de los hemocitos de M. mercenaria
con 3 tipos de bacterias y células sanguineas; encontré6 que la fagocitosis en
hemocitos de M. mercenaria es muy fuerte pero aparentemente no es un proceso
especifico.

Lépez et al. (1997) estudiaron a Ruditapes decussatus, una de las especies

de mayor importancia comercial en Europa. Las poblaciones de esta especie son



afectadas por dos especies de epibiontes importantes: Perkinsus atlanticus (Azevedo
1989) y Vibrio tapetis (Paillard et al. 1994, Borrego et al. 1996). También se ha
estudiado la caracterizacién morfolégica de los hemocitos y la habilidad de fagocitar
de esta especie. Lopez et al. (1997) encontraron dos tipos de células, los hialinocitos
y los granulocitos y se ha comprobado que los granulocitos tienen mayor habilidad
fagocitica que los hialinocitos (Lépez et al. en prensa).

El papel de las lisozimas en los hemocitos y sus componentes enzimaticos en
la respuesta inmune de los moluscos bivalvos es muy reconocido (Chu 1988). Las
lisozimas estan dentro de los hemocitos granulares de muchos bivalvos (Rodrick y
Cheng 1974) y son liberadas por procesos de degranulacion durante la fagocitosis
(Darnell et al. 1986). En cuanto a la liberacién de enzimas liticas, la membrana
lipidica de los lisosomas puede desestabilizarse durante el curso normal del proceso
inmune (Mohandas et al. 1985).

Chu y La Peyre (1989) midieron el efecto de los factores ambientales y el
parasitismo sobre las concentraciones proteicas y de lisozima en C. virginica y
encontraron que las concentraciones de proteina y la lisozima presentan
fluctuaciones a lo largo del afio, siendo mayores durante el verano y sin una aparente
relacion con la infeccion de P. marinus

La circulacion de hemocitos juega un rol esencial en los mecanismos de
defensa de los invertebrados, ya que estos son los encargados de la actividad
fagocitica y la secrecion de los factores humorales (Pipe et al. 1997). Los principales
estudios relacionados con las caracteristicas de los hemocitos se centran en las

especies de moluscos bivalvos de mayor interés econdmico como C, gigas,

10



C. virginica, M. edulis, M. galloprovincialis, P. maximus, ya que los ataques de
parasitos provocan altas mortalidades y grandes pérdidas econdmicas (Tubhias et al.
1965, Sugumar et al. 1998, Vargas-Albores y Barracco 2001). Las descripciones
morfologicas e histoquimicas han ayudado a entender los mecanismos de defensa
de los invertebrados, como lo es la fagocitosis y la digestidon intracelular (Auffret
1989). Por esto, la necesidad de informacion basica de la fisiologia (Fisher y Newell
1986, Fisher et al. 1987) y patologia (Balouet et al. 1986, Poder y Auffret 1986,
Cooper et al. 1982) de los hemocitos de las especies de bivalvos nos pueden indicar
como se comporta el sistema inmunoldgico dependiendo de las variaciones del
ambiente. Renwrantz et al. (1979) reportaron tres subpoblaciones de granulocitos y
una poblacion simple de hialinocitos como el resultado de un estudio morfométrico en
C. virginica. Estos fueron divididos en hialinocitos y granulocitos pequeinos, medianos
y grandes. Los hemocitos granulares son comunmente llamados fagocitos (Auffret
1988), aunque los hialinocitos también tienen capacidad fagocitica (Le Gall et al.
1991, Mortensen y Glette 1996).

Una de las técnicas que se ha utilizado para la caracterizacion de los tipos de
células circulantes en el plasma es la citometria, la cual se ha usado rutinariamente
en investigaciones biomédicas de vertebrados. La primera descripcion de citometria
como una herramienta para la caracterizacion de hemocitos de bivalvos fue
publicada por Thompson (1977), en un trabajo con P. magellanicus, seguido por
Friedl et al. (1988) en el inicio de los estudios de la patologia en bivalvos. Esta
técnica ha sido usada para describir las caracteristicas de las poblaciones de

hemocitos (Alvarez et al. 1989, Renault et al. 2001), o los cambios asociados con la
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patologia o el estrés ambiental (Bass et al. 1983, Rothe y Valet 1990, Van-Eeden et
al. 1999).

Cheng et al. (1980) sometieron hemocitos de C. virginica a centrifugacion por
gradiente diferencial discontinuo, reportando cuatro subpoblaciones de granulocitos y
una subpoblacion de hialinocitos. Ademas, el resultado probd las diferentes
habilidades de los granulocitos de cada subpoblacién mediante la deteccién de
algunas lectinas. Esto sugiere que hay diferencias funcionales entre los granulocitos
de cada subpoblacién (Cheng et al. 1980).

Auffret (1989) realiz6é un estudio comparativo de los hemocitos de O. edulis y
C. gigas. En el estudio encuentra que en ambas especies hay un tipo de hemocito
granular que se caracteriza por tener granulos citoplasmicos conspicuos de
similaridades morfoldgicas y citoquimicas. Ademas, observo que en C. gigas hay un
tipo de granulos suplementarios, los granulos acidofilicos y un nuevo tipo de células
llamadas hemocitos vesiculares.

Ford et al. (1994) hace una comparacién de varios métodos citométricos y
microscopicos en los hemocitos de C. virginica, como el microscopio por fase de
contraste de luz, la citométria de flujo y el Coulter counter. Los autores reportaron
que los resultados obtenidos con los dos métodos automaticos estuvieron
inversamente relacionados con la complejidad, y el tipo y talla, de las células que
fueron analizadas. También mencionan que la microscopia genera informaciéon mas
detallada, pero las mediciones con citométria de flujo claramente sobrepasaron la
habilidad discriminatoria del Coulter counter. Por ultimo, mencionan que la citométria

de flujo describio tres subpoblaciones de hemocitos: dos granulares y una agranular.
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Pipe et al. (1997) separan y caracterizan los hemocitos de Mytilus edulis
mediante gradientes continuos de Percoll. Separan los hemocitos en tres capas
distintas, la primera compuesta de 97% de células basofilicas, la tercera compuesta
de 84% de células eosindfilicas y la capa media compuesta de una mezcla de células
eosinofilicas y basofilicas. Ademas, encuentran varias enzimas asociadas a las
capas celulares.

Dyrynda et al. (1997) determinan las subpoblaciones de hemocitos en adultos
de M. edulis, utilizando los anticuerpos monoclonales. Encuentran reaccion en cinco
tipos de anticuerpos en células de larva trocofora y veliger, por lo que sugieren que
los epitopes en adultos estan presentes en muchos estadios tempranos del
desarrollo.

En C. gigas, M. edulis, R. decussatus y Tridacha maxima se ha descrito una
subpoblacion de hemocitos granulares que presentan granulos eosinofilos y otra con
granulos basodfilos (Auffret 1988, Bachére et al. 1988, Pipe 1990a y b, Noél et al.
1994, Friebel y Renwrantz 1995, Lépez et al. 1997, Nakayama et al. 1997, Pipe et al.
1997). La mayoria de los bivalvos tienen una combinacion de los tres tipos de
células; sin embargo, existe controversia respecto a la presencia de hemocitos

granulares en pectinidos.
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3. HIPOTESIS

La almeja mano de leén, Nodipecten subnodosus, presentara una reaccion
inmunologica evidente cuando ésta sea infectada con una dosis subletal de Vibrio
alginolyticus, controlando la infeccion a medida que el patdégeno sea eliminado y

logrando que su sistema se normalice.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Caracterizar la respuesta inmune de la almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus
mediante el estudio de las enzimas lisosomales, al ser retada con la bacteria V.

alginolyticus.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la dosis subletal de V. alginolyticus APSA2 para N. subnodosus.

2. Cuantificar el numero total de hemocitos en la hemolinfa de N. subnodosus retada
con una dosis subletal de V. alginolyticus APSAZ2.

3. Determinar las enzimas lisosomales en la hemolinfa de N. subnodosus retada con
una dosis subletal de V. alginolyticus APSAZ2.

4. Determinar la variacion de la composicidon bioquimica en la hemolinfa de N.
subnodosus después de ser retada con una dosis subletal de V. alginolyticus
APSA2.

5. Determinar las lesiones en el tejido de los organismos después de ser retados

con la dosis subletal de V. alginolyticus APSAZ2.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Colecta de organismos

En total, se obtuvieron 117 almejas de entre 7 y 10 cm de largo
proporcionadas por la Sociedad de Produccion Pesquera Pescadores Unidos de
Guerrero Negro, B.C.S. Estas provenian de un sistema de cultivo en suspension,
localizado en la laguna Guerrero Negro, B.C.S., México y se trasladaron vivas a las
instalaciones de la unidad Pichilingue de la Universidad Auténoma de Baja California
Sur (UABCS). Se colocaron en tanques de 60 L conteniendo agua de mar filtrada a
2411 °C y 36 UPS de salinidad durante 10 d para su acondicionamiento y se
alimentaron con Chaetoceros gracilis y Tetracelmis sp. (2:1) (Fig. 1). Diariamente se
realizdé un recambio de agua del 50%. Para medir las variaciones en la temperatura
se utilizd un censor automatico (Optic Shuttle™) programado para tomar los datos

cada 4 horas.

Figura 1. (a) Tanque de alimentacion y (b), tolvas donde se produjo el alimento
para el mantenimiento de los organismos en el laboratorio humedo de la unidad
Pichilingue de la UABCS.
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5.2. Cepa bacteriana

La cepa bacteriana utilizada en este trabajo fue nombrada APSA2. Esta se
aislé de los tanques de cultivo de postlarvas de camardn blanco (Farfantepeneus
vannamei), de la empresa Acuacultores de La Paz S.A., durante la fase exponencial
de crecimiento bacteriano. La cepa fue conservada en medio Lauria-Bertani (LBM)
conteniendo 3% de NaCl a 4 °C. Para la obtencién de biomasa, la bacteria se cultivo
en caldo de tripticasa de soya (Difco®). Una vez que los cultivos estuvieron listos,
éstos se incubaron a 28 °C por 24 horas para el éptimo crecimiento de la bacteria.
Una vez que la cepa fue aislada, ésta se deshidratdé y se mantuvieron
criopreservadas en nitrogeno liquido en el banco de Germoplasma del Laboratorio de
Ecologia Microbiana del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C. La
cepa fue atenuada mediante choques de calor (cambios drasticos de temperatura)
para disminuir su patogénicidad. Para conseguir las concentraciones bacterianas

utilizadas en este estudio, se hicieron diluciones de la cepa en solucion salina.

5.3. Experimento |
5.3.1. Dosis subletal de V. alginolyticus

Para establecer la dosis letal y subletal de V. alginolyticus sobre la almeja
mano de ledn, del total de los organismos aclimatados, se tomaron 40 y se dividieron
en 5 lotes de 8 organismos cada uno, los cuales se sometieron a una infeccion por
inyeccion en el musculo aductor con concentraciones conocidas (=1 x 10° UFCemL"”",
=1 x 10* UFCemL™, =1 x 10° UFCsmL", =1 x 10° UFCemL", =1 x 10" UFC*mL"") de V.

alginolyticus por 10 d. Un lote de 12 organismos no se someti6 a la infeccion para ser

17



usado como control, sin embargo, se les inyectd solucion salina (3% de NaCl). Al

final del experimento se estimé la supervivencia y con ello la dosis subletal.

5.4. Experimento Il
5.4.1. Infeccidon de organismos con la dosis subletal de V. alginolyticus

Una vez que la dosis subletal fue establecida en el experimento anterior
(1 x 10° UFC+mL™"), un lote de 50 organismos sanos se utilizé para el siguiente
ensayo. De ellos, 30 organismos se infectaron con la dosis subletal, inyectando la
bacteria en el musculo aductor y los 20 restantes fueron utilizados como control

inyectandoles solucidn salina.

5.4.2. Extraccion de la hemolinfa

Se hicieron muestreos a diferentes tiempos: 6 h, 24 hy 3, 6 y 10 d después de
haber sido infectados, en cada caso se tomaron al azar 6 almejas infectadas y 4 del
control. A cada organismo se le extrajo una muestra de hemolinfa (3 mL) del musculo
aductor con una jeringa estéril de plastico de 5 mL (Fig. 2). Las muestras se
colocaron en tubos Eppendorf estériles preenfriados en hielo y se conservaron en frio

durante todo su manejo.
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Figura 2. Extraccion de hemolinfa de los organismos.

5.4.3. Cuantificacion de hemocitos

De la muestra de hemolinfa, una parte (50 pL/organismo) se uso para la
cuantificacion de hemocitos, tanto de los organismos infectados como del control.
Este volumen se diluy6 1:1 (v/v) en una solucion de formol al 4 % para evitar que los
hemocitos se aglutinaran (Luna-Gonzalez 2002). El conteo de los hemocitos se
realizdé con una camara de Neubauer de acuerdo a la metodologia establecida por

Luna-Gonzalez (2002).

5.4.4. Medicion del diametro y area de los hemocitos
De la misma muestra de hemolinfa tomada para la cuantificacion de
hemocitos, se us6 una parte para la digitalizacion de imagenes de los hemocitos

(Fig. 3). De cada organismo se midieron 50 hemocitos, tanto de los infectados como
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del control, para determinar su diametro medio y su area. Para la medicion del

diametro y area se utilizo el software Sigma Scan Pro ver. 5.0.

Figura 3. Imagen digitalizada de las muestras de hemolinfa, en ella se observan los
hemocitos.

5.4.5. Separacion del plasmay hemocitos

El resto de la muestra de hemolinfa se destind para medir el comportamiento
de los componentes humorales y determinar las diferencias en la actividad
enzimatica entre ellos después de someterse a la infeccion. Para cada una de las
muestras de hemolinfa se separé el plasma de los hemocitos, de acuerdo al
siguiente procedimiento establecido por Luna-Gonzélez (2002). Inmediatamente
después del muestreo, las muestras se centrifugaron a 500 x g por 10 mina 4 °Cy el

sobrenadante (plasma) se guardd en un ultracongelador a -51 °C para su utilizacion
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en los ensayos posteriores. Los hemocitos se resuspendieron y se lavaron con bufer
Tris salino preenfriado (50 mM Tris; 400 mM NaCl, pH 7.5) por centrifugacién a
500 x g por 10 min a 4 °C. Finalmente, los hemocitos se resuspendieron en 2 mL de
buafer Tris—HCI (250 mM Tris, pH 6.5). Esta suspensién de hemocitos se congelo a
-51°C, congelando y descongelando 2 veces para el rompimiento de las membranas
celulares. El homogenizado se centrifugd a 20,500 x g por 30 min a 4 °C y el

sobrenadante del lisado de hemocitos (SLH) se uso en los ensayos posteriores.

5.4.6. Determinacion de las enzimas hidroliticas

Para la determinacién de las enzimas hidroliticas se utilizo el kit comercial API
ZYM (BioMérieux) (Fig. 4), el cual es un método colorimétrico semicuantitativo que
detecta 19 enzimas hidroliticas y que ya ha sido satisfactoriamente usado en
moluscos bivalvos (Carballal et al. 1997, Lopez et al. 1997, Luna-Gonzalez et al.

2002, 2004). Este se uso de acuerdo al manual de instrucciones del fabricante.

Figura 4. a) Placas de determinacion de enzimas del kit APl ZYM; b) Pozos de
las placas.
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5.4.7. Deteccion de la actividad de la lisozima

Debido a que el Kit APl ZYM sélo detecta 19 enzimas hidroliticas, se realizé
un ensayo estandar adicional en caja de Petri para detectar la actividad de la
lisozima. Para esto, se prepard una solucion de 4 mg/mL de agua destilada de la
bacteria liofilizada Micrococcus luteus (Sigma). También se preparé un bufer Tris
acido 50 mM, pH 5.2, con el cual se prepard agarosa al 1%. Se dej6 reposar hasta
que se enfrio a 40 °C y a 14 mL del bufer Tris—agarosa se le agregd 1 mL de la
solucion bacteriana. Una vez hecha la mezcla, se vacié la solucion en la caja de Petri
para que solidificara. Cuando la mezcla se solidificd, se hicieron 8 pozos de 6 mm de
diametro. Los pozos se llenaron con 30 pL del pool de la muestra por cada tiempo y
el control (saliva diluida 1:9 en solucion salina 0.1% NaCl). Después de 24 y 48 h de
incubacion a temperatura ambiente se midio el diametro del halo de lisis. El diametro
del halo de lisis se obtuvo midiendo el diametro total menos el diametro del pozo. Los
resultados se expresaron en unidades por mg de proteina (0.1 mm = 1 U/mg de
proteina). La proteina fue determinada de las muestras de plasma y SLH obtenidas
de los organismos mediante el método de Bradford (1976). Cada una de las

muestras tuvo 4 replicas (4 pozos por caja de Petri).

5.4.8. Andlisis bioquimico de la hemolinfa

Para verificar la condicion fisiologica de los organismos ante la infeccion de la
bacteria, se tomaron 400 uL de cada una de las muestras y se mezclaron para
analizar la variacién de los principales sustratos metabdlicos: proteinas por el método

de Bradford (1976); carbohidratos por el método de Van Handel (1965); lipidos
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totales por el método de Barnes y Blackstock (1973) y triglicéridos con el kit GOP-
PAP, Merck. Las muestras de plasma se diluyeron 1:100 en una solucién salina

isotonica.

5.4.9. Analisis histoldgicos

Las muestras de manto, musculo, glandula digestiva, génada y branquia
fueron procesadas mediante el protocolo clasico de tratamiento de tejido para
analisis histoldgicos, deshidratdndose mediante alcoholes en gradientes de menor a
mayor concentracion e incluidas en paraplast. Las muestras fueron cortadas a 3 um,

tefiidas con hematoxilina-eosina y montadas con Cytoseal.

5.5. Anédlisis estadistico

Los niveles enzimaticos entre los tratamientos y el control y entre el plasma y
el SLH fueron analizados por medio de la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
evaluar la normalidad de los datos. En caso de ser datos normales se realizé un
analisis de varianza de una via (ANDEVA), usando la prueba de Tukey (HSD) para
determinar las diferencias, y la prueba de Kruskal-Wallis cuando estos datos tuvieron
un comportamiento no normal. Para relacionar las concentraciones de lisozima y el
numero de hemocitos se utilizé un analisis de correlacion. Para todos los analisis se

uso el programa Statistica ver. 6.0 y el nivel de significancia (a) se fijo en 0.05.

23



6. RESULTADOS

6.1. Determinacion de la dosis subletal

Dentro del primer experimento, el control y los lotes infectados con menor
concentracion bacteriana (1 x 102 hasta 1 x 10* UFCsmL™") presentaron el 100% de
sobrevivencia durante todo el experimento (Fig. 5). Las primeras mortalidades se
presentaron después de 24 h en los dos lotes a los que se les aplicaron las mayores
concentraciones bacterianas (1 x 10° y 1 x 10° UFCsmL™) (Fig. 5). A 24 h del inicio
del ensayo, en el lote con mayor concentracién de bacterias (1 x 10° UFCemL™), la
sobrevivencia fue del 75% vy el lote de 1 x 10° UFCsmL™" presenté una sobrevivencia
del 87.5%. Después de 48 h no se presentaron mortalidades en el lote con
1 x 10° UFC*mL™; sin embargo, en el lote de mayor concentracion, la sobrevivencia
disminuy6 a 62.5%. Después de este dia, solamente hubo mortalidades en el lote de
mayor concentracion y a las 72 h la sobrevivencia fue de 0%. Dado que la
concentracion de bacteria de 1 x 10° UFCemL”, fue la préxima menor a la
concentracion que mato al total de los organismos, se determind que ésta seria

tomada como la dosis subletal.

24



100 +

sobrevivencia (%)

60 -

50

90

80

70 -

24 h

100 -

~ (@) ©
(@) o (@)
! ! !

sobrevivencia (%)

(o))
o
!

0

102 10% 10* 10° 10°

UFCemL"™’
72h

(&)
o

0

102 10° 10° 10° 10°
UFCemL™”

100 ~

90 -

80 -

70 -

60 -

50

48 h

|

100

90

80

70 -

60 -

50

0

102 10® 10°

UFCemL™

10 dias

10°

10°

0

102

10 10*
UFCemL

10°

10°

Figura 5. Sobrevivencia de N. subnodosus después de ser infectada con V.
alginolyticus. a, b, ¢, muestran la sobrevivencia durante los tres primeros dias. d,
indica el dia final del experimento (n= 8 para cada concentracion de bacterias).
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6.2. Cuantificacion de hemocitos

En la figura 6 se muestra el numero promedio de hemocitos cuantificado en
cada uno de los controles durante el experimento. Se encontraron diferencias
significativas en el numero de hemocitos entre los controles alas 6 h,24 h,3d,6dy
10 d (F499 =3.911 P = 0.001) (Anexo | a). Estos se agruparon para comparar su
media con los resultados de los diferentes tiempos experimentales de organismos

infectados. El promedio de hemocitos en los controles fue de 8 288 000 células/mL.
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Figura 6. Numero promedio de hemocitos cuantificados en los controles. Las
barras corresponden a la desviacion estandar. (n= 4 por cada lote)
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No se encontraron diferencias significativas entre las tallas de los organismos
(F27= 0.202 P= 0.935) (Anexo | b) por lo que se considera que este factor no afecta
los resultados y por lo tanto éstos son comparables.

En los organismos infectados, a las seis h de iniciado el experimento, el
numero promedio de hemocitos cuantificados (3 804 444) fue significativamente
menor (P = 0.03) que el del control; sin embargo, aumentd significativamente
(P = 0.010) (x= 12 340 000 hemocitos) a las 24 h de iniciado el experimento. Al
tercer y sexto dia se observo una disminucion en el niumero de células (9 400 000 y
4 046 666 hemocitos, respectivamente). Al décimo dia después de la infeccion, el
namero promedio de hemocitos cuantificados, nuevamente aumenté

significativamente (P = 0.036) (x = 9 646 667 hemocitos) (Fig. 7).
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Figura 7. Numero promedio de hemocitos cuantificados en cada tiempo de
muestreo y el control. Las barras corresponden a la desviacion estandar.
Medias con diferentes letras son significativamente diferentes (P <0.05) (n= 6
por lote)
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6.3. Diametro de hemocitos

En la figura 8 se muestra el diametro medio de los hemocitos en cada uno de
los controles. No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en el diametro
medio de hemocitos entre controles alas 6 h, 24 h, 3d, 6 d y 10 d; por lo tanto, éstos
se agruparon para comparar su media (15.40 pum) con los resultados de los

diferentes tiempos experimentales de organismos infectados (Anexo | c).
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Figura 8. Promedio de los diametros de los hemocitos medidos en los controles
en cada uno de los tiempos de muestreo. Las barras corresponden a la
desviacion estandar.

En la figura 9 se muestra el diametro promedio de los hemocitos de los
organismos infectados durante el experimento. A las seis horas de ensayo, el

diametro medio de los hemocitos fue significativamente mayor (P= 0.000)
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(x=16.15 um) que el control, mientras que disminuyo significativamente (P= 0.001)
(x=15.10 um) a las 24 h. Posteriormente, se observé un aumento en el didametro
medio a los tres dias (x= 15.76 um), y este llegdé a un didmetro significativamente
(P= 0.000) mas bajo a los seis dias después de la infeccion (x = 14.5 um). Al final
del experimento (décimo dia), el diametro aumenté nuevamente a 15.32 um, un valor

muy cercano al diametro promedio de los hemocitos del control.
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Figura 9. Diametro medio de los hemocitos observado durante el periodo
de experimentacion. Las barras corresponden a la desviacién estandar.
Medias con diferentes letras son significativamente diferentes (P <0.05).
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6.4. Area de los hemocitos

Se encontraron diferencias significativas (F=2.86 P= 0.023) en las areas de los
hemocitos en los controles (x= 182.138 um?) (Anexo | d). Estos, se agruparon para
comparar su media con las areas medias de los hemocitos de los lotes con

organismos infectados (Fig. 10).
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Figura 10. Promedio de areas de hemocitos medidos en los controles en
cada uno de los tiempos de muestreo. Las barras corresponden a la
desviacion estandar.

En la figura 11 se muestra el area media de los hemocitos de los organismos
infectados y del control. Se observdo que el area de los hemocitos aumentd

significativamente (P= 0.001) (x= 199.142 um?) a las seis horas de iniciado el
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experimento, pero ésta disminuy6 significativamente (P= 0.001) una vez mas
(x= 174. 356 um?) a las 24 h. Después de las 24 h se observdo un aumento
significativo (P= 0.001) a los 3 dias (x= 191.191 um?), para luego disminuir
significativamente (P= 0.000) a los seis dias de iniciado el ensayo (174.694 um?). Al
final del experimento (décimo dia), el area fue de 181.941 um?, medida que es la mas

cercana al control (182.138 um3).
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Figura 11. Areas promedio de los hemocitos durante el experimento. Las barras
corresponden a la desviacion estandar. Medias con diferentes letras son
significativamente diferentes (P <0.05).
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6.5. Deteccion de la actividad enzimatica
Los resultados obtenidos del ensayo realizado en la hemolinfa con el kit de
deteccion enzimatica APl ZYM, tanto en SLH como en plasma se presentan en las

tablas 1y 2.

6.5.1. Deteccion de la actividad enzimatica en SLH

El mayor nimero de enzimas activas fue encontrado en el SLH con 11 tipos
de enzimas hidroliticas (Tabla 1). Se encontraron diferencias significativas (Fs = 16,
P = 0.000) en la concentracion enzimatica entre los tiempos de muestreo (Anexo | e).
También, se encontraron diferencias significativas de la actividad enzimatica entre
los distintos tipos de enzimas (F1o = 22.11, P = 0.004) (Anexo | e). Las enzimas con
mayor actividad en SLH, fueron leucil arilamidasa y esterasa. De estas dos enzimas,
la primera aumenta significativamente (P = 0.004) respecto al control durante las
primeras 24 horas de ensayo, y disminuye significativamente (P = 0.004) a partir del
tercer dia. La concentracidon de esterasa se mantiene significativamente baja
(P = 0.004) en comparacion al control durante las primeras seis h de ensayo. Su
concentracion aumenta significativamente (P = 0.000) a las 24 h, para luego
disminuir significativamente (P = 0.000) durante el tercero y sexto dia de
experimentacion. Para el décimo dia, ésta enzima se incrementa nuevamente de
manera significativa (P = 0.000). Las enzimas que no tuvieron variacion significativa o
no estuvieron presentes en el SLH durante el experimento fueron: lipasa, tripsina,
o-galactosidasa, a-glucosidasa, p-glucosidasa, N-acetil-beta glucosaminidasa,

o~ manosidasa y a-fucosidasa.
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Tabla 1. Actividad enzimatica en el SLH medida con el kit APl ZYM. La actividad
fue expresada en nm/mg de proteina (media + desviacion estandar) (n= 48).

Enzimas | Control |6 horas [24horas [3dias [6dias  [10 dias
Fosfatasas
fosfatasa acida 1,97+0,5 2,89+0 3,11+0 2,09+0 1,84+0 2,7+1,3
naftol fosfohidrolasa 3,44+2 3 2,89+0 3,11+0 2,09+0 3,690 1,85+0
fosfatasa alcalina 2,06+0,6 1,440 1,55+0  1,56%0,7 0,92+0 1,85+0
Esterasas
esterasa 3,34+£2,5 2,890 12,4740 4,1810 1,84+0 5,55+2,6
Lipasas
esterasa lipasa 010 2,89+0 00 010 00 00
lipasa 040 0+0 040 040 0+0 0+0
Proteasas
leucil arilamidasa 15,36+,05 23,160 24,95+0 16,74+0 14,76+0 14,82+0
valil arilamidasa 1,47+0,4 1,440 1,55+0 0+0 1,38+0,6 1,38+0,6
cistil arilamidasa 2,46+0,9 2,17+1 00 1,04+0 1,38+0,6 1,38+0,6
tripsina 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
alfa quimiotripsina 0,59+0,2 00 00 00 00 0,92+0
Glicosidasas
alfa galactosidasa 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
beta galactosidasa 1,77+,05 1,44+0 3,11+0 1,04+0 1,38+0,6 0,92+0
beta glucoronidasa 0,49+0,1 00 1,55+0 00 00 00
alfa glucosidasa 0+0 010 040 0+0 0+0 010
beta glucosidasa 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
N acetil beta
glucosaminidasa 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0
alfa manosidasa 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0
alfa fucosidasa 00 00 00 0+0 0+0 0+0
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6.5.2. Deteccidn de la actividad enzimética en plasma

En el plasma se encontraron solamente 6 tipos de enzimas hidroliticas
(Tabla 2). Se encontraron diferencias significativas en la concentracién enzimatica de
los diferentes tipos de enzimas (Fs = 22.11, P = .000), asi como en las
concentraciones enzimaticas entre los tiempos de muestreo (Fs = 16, P = .000).
(Anexo | e) Al igual que en SLH, las enzimas de mayor actividad hidrolitica fueron la
esterasa y la leucil arilamidasa. La esterasa, que fue la enzima con mayor
concentracion en plasma, disminuyo significativamente (P = 0.000) con respecto al
control a partir de las 24 h de ensayo, hasta un minimo a los tres dias de iniciado el
experimento. Su concentracion aumento significativamente (P = 0.000) al sexto dia,
para luego disminuir al final del experimento a un valor similar al del control. La leucil
arilamidasa, en general presentd menor concentracién que la esterasa a lo largo del
experimento. Esta enzima aumenté significativamente (P = 0.000) su concentracion a
las 24 h de iniciado el ensayo, para luego disminuir concomitantemente hasta el final
del experimento. Las enzimas que no variaron significativamente o que no estuvieron
presentes durante el experimento fueron todas las glicosidasas y proteasas, a

excepcion de leucil arilamidasa.
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Tabla 2. Actividad enzimatica en el plasma medida con el kit APl ZYM. La Actividad
fue expresada en nm/mg de proteina (media + desviacién estandar) (n=48).

Enzimas | Control [6horas [24horas |3dias [6dias  [10dias
Fosfatasas
fosfatasa acida 3,87+0,8 040 1,37+0 040 1,42+0 040
naftol fosfohidrolasa 1,34+1,05 1,370 00 040 00 2,37+0
fosfatasa alcalina 4,7620,0 020 00 22,6210 0£0 00
Esterasas
esterasa 11,62+454 10,980 6,8615,8 5,65+0 14,2244 9,480
Lipasas
esterasa lipasa 2,380,4 00 1,370 00 00 9,480
lipasa 040 040 040 0+0 0+0 0+0
Proteasas
leucil arilamidasa 8,19+1 6,8615,8  16,48+0 5,650 4,262 7,1143,3
valil arilamidasa 0+0 00 00 00 00 00
cistil arilamidasa 00 00 00 00 00 00
tripsina 00 00 00 0+0 00 00
alfa quimiotripsina 00 00 00 00 0+0 010
Glicosidasas
alfa galactosidasa 00 00 0+0 00 00 00
beta galactosidasa 00 00 0+0 00 00 00
beta glucoronidasa 010 00 00 00 00 00
alfa glucosidasa 00 00 00 00 00 00
beta glucosidasa 00 00 0+0 00 00 00
N acetil beta
glucosaminidasa 010 010 00 010 00 00
alfa manosidasa 00 00 00 00 00 00
alfa fucosidasa 0+0 00 00 00 00 00
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6.6. Deteccion de la actividad de la lisozima
La formacion de un halo de inhibicién fue evidente (Fig. 12), y solamente en
algunos casos no existi6 lisis (SLH, 6 h y 3 d). El halo de lisis en el control (saliva

diluida) fue mayor que el observado en las muestras.

Figura 12. Placas de la solucion de agar y Micrococcus luteus donde se
observa el halo de lisis en los pozos. En el centro se puede observar el
control (saliva). a) controles 1,3 y 5. b) muestras tomadas a los 6 dias.
Abreviaturas: cs = saliva diluida, cp = controles plasma, cSLH = controles
sobrenadante, p = plasma, SLH = sobrenadante de lisado de hemocitos.

6.6.1. Deteccion de la actividad de lisozima en SLH

La tabla 3 muestra las variaciones en la concentracion de lisozima en SLH
observadas durante el periodo experimental. No se encontraron diferencias
significativas (P = 0.05) en las concentraciones de lisozima entre los tiempos de
muestreo (Anexo | f). Sin embargo, se observé un aumento (2.25 veces) en la

concentracion de lisozima de las seis horas a las 24 h de ensayo cuando llegd a su
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maxima concentracion (302.8450 U/mg de proteina). Al tercer dia, la actividad
disminuyd nuevamente 1.7 veces (171.755 U/mg de proteina), para luego aumentar

hasta el final del experimento.

6.6.2. Deteccidn de la actividad de lisozima en plasma

Para el plasma, no se encontraron diferencias significativas (P = 0.05) en la
actividad de la lisozima entre los tiempos de muestreo (Anexo | f). Sin embargo, se
puede observar que a las 24 h ocurre una disminucion en la concentracion de
lisozima (451.35 U/mg de proteina) en comparacién con la concentracion presente a
las seis horas de infeccion (530.06 U/mg de proteina). Se observé luego un
incremento al tercer dia del experimento (517.325 U/mg de proteina) hasta alcanzar
un maximo al sexto dia (612.985 U/mg de proteina). Sin embargo, al décimo dia, la

actividad disminuy6 nuevamente a 491.297 U/mg de proteina (Tabla 3).

Tiempo SLH Plasma
Control 313.47+48.61 503.30+ 22.88
6 Horas 134.88+10.31 530.21+32.13
24 Horas 302.85+24.70 451.04+10.14
3 Dias 171.76+13.88 517.33+£23.87
6 Dias 248.18+20.40 612.99+40.42
10 Dias 279.67+16.04 491.30+£12.07

Tabla 3. Concentraciones de lisozima encontradas en SLH y en plasma

expresadas en U/mg-" de proteina (media + desviacion estandar).
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6.6.3. Relacion de la actividad de lisozima en SLH con el numero de hemocitos

Después de obtenerse las concentraciones de lisozima en plasma y SLH,
éstas se compararon con el nimero de hemocitos para determinar su relacion en
estas variaciones.

Se encontré6 una correlacion positiva (r = 0.88), aunque ésta no fue
significativa (P > 0.963), entre la actividad de lisozima en el SLH y el numero de
hemocitos durante los tres primeros dias de experimento, que es el periodo donde se
observé la mayor actividad litica (Fig. 13). La concentracion aumenta de las seis a las
24 h, donde la concentracion es la maxima observada (302.8450 U/mg proteina). La
concentracion disminuye hacia el tercer dia. El comportamiento en el numero de
hemocitos presenté la misma tendencia que la concentracion enzimatica,

aumentando después de las seis h, y disminuyendo después de las 24 h.
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Figura 13. Comparacién de las concentraciones de lisozima en SLH y el
numero de hemocitos desde las seis horas hasta el tercer dia de experimento.
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6.6.4. Relacion de la actividad de lisozima en plasma con el numero de
hemocitos

La concentracién de lisozima en plasma disminuyd después de las 24 h de
experimento, aumentando al tercer dia de iniciado el experimento. El numero de
hemocitos presentd una correlacion negativa, aunque no significativa, con la
concentracion de lisozima (r = -0.88, P = 0.3) (Fig. 14). El numero de hemocitos es
menor cuando la concentracion de lisozima es alta (seis h), después aumenta el
numero de hemocitos y la concentraciéon disminuye, aumentando nuevamente la

concentracion cuando el numero de hemocitos disminuye (tres dias).
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Figura 14. Comparacién de las concentraciones de lisozima en plasma y el
numero de hemocitos desde las seis horas hasta el tercer dia de experimento.
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6.7. Analisis bioquimicos
6.7.1. Proteinas

En los controles se detectd una correlacion significativa negativa (r = -0.54,
P < 0.05) de la concentracion de proteina entre el plasma y el SLH. (Fig. 15a).

En la figura 15b se observan las variaciones en la concentracion de proteina
de los organismos infectados en el periodo experimental. Se detecté una correlacién
significativa negativa (r = -0.54, P < 0.05) entre las concentraciones de proteina de
plasma y SLH. Las concentraciones tienden a disminuir en plasma y a aumentar en
SLH a medida que el experimento avanza. La concentracion de proteinas en plasma
disminuye desde el inicio del experimento (1.8199 mg/mL) hasta el final de éste
(1.0547 mg/mL). Las concentraciones mas altas se observaron en SLH durante el
periodo final del experimento (seis y diez dias). La concentracién aumenta desde las
24 h de experimento 1.6027 mg/mL donde la concentracion es la mas baja, hasta el

sexto dia, donde sufre una disminucion (2.6988 mg/mL).
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6.7.2. Carbohidratos y Lipidos

No se encontré una correlacion significativa (r = 0.543, P = 0.4) entre la
concentracion de lipidos en plasma y SLH de los organismos infectados (Fig. 16a).
Sin embargo, la concentracion se increment6 a su maximo (0.0725 mg/mL) a las 24 h
de iniciado el experimento, disminuyendo paulatinamente hasta su concentracion
mas baja (0.0466 mg/mL) al sexto dia; al décimo dia la concentracion de lipidos es
similar a la del control Las concentraciones de lipidos en SLH no tienen una
tendencia clara. Asimismo, las tendencias en las concentraciones de carbohidratos
no son claras tanto en plasma, como en SLH. Sin embargo, en este sustrato se
encontré6 una correlacion positiva significativa (r = 0.4027, P < 0.05) entre las
concentraciones de plasma y SLH (Fig. 16b). La maxima concentracién de
carbohidratos en plasma (0.0842 mg/mL) se presento al inicio del experimento, sin
embargo, esta disminuyo durante las siguientes horas hasta un minimo de
0.0597 mg/mL-" al final del experimento. La concentracién en SLH aumenta desde el
inicio del experimento hasta el sexto dia (0.0657 mg/mL), donde sufre una abrupta

disminucion.
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Figura 16. Concentracion de a) lipidos y b) carbohidratos encontrados en
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6.8. Temperatura

La figura 17 muestra las variaciones de la temperatura durante el periodo
experimental. La temperatura promedio fue de 18.81+1.65 °C. Las variaciones se
observaron desde los 14.66 °C (1 de marzo) hasta los 23.08 °C (18 de marzo). Se

encontraron diferencias significativas (F = 66.61) entre los periodos de muestreo.
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Figura 17. Temperaturas observadas durante el periodo experimental. Las
barras representan la desviacién estandar.
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6.9. Analisis histolégicos

En los analisis histolégicos no se encontraron lesiones causadas por la accion
de las bacterias. Los tejidos se observan en condiciones normales, sin ningun tipo de
alteracion (Fig. 18a, b, c y d), incluyendo al musculo, que es donde se aplico la

inyeccion.

Figura 18. Observaciones histologicas en distintos 6rganos de N.
subnodosus durante la infeccién con la bacteria V. alginolyticus, a) glandula
digestiva; b) génada; c) manto; d) branquias; e€) musculo.
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7. DISCUSION

7.1. Dosis subletal

Las bacterias juegan un papel muy importante dentro del ambiente marino ya
que éstas llevan a cabo un sinfin de procesos biolégicos y bioquimicos que
mantienen en equilibrio el ecosistema (Kaneko y Colwell 1973, Oubella et al. 1994).
En este sentido, todos los animales marinos son capaces de coexistir con bacterias,
ya sea porque su concentracion no es suficiente para causarles dafio o porque su
sistema inmune es capaz de controlarlas. Sin embargo, para realizar este estudio era
necesario que la respuesta inmunolégica fuera muy evidente y por ello se usaron
concentraciones altas de Vibrio alginolyticus que en raras ocasiones se alcanzan en
el ambiente marino.

Se encontré que en el lote infectado con la mayor concentracion bacteriana
(1 x 10° UFC*mL™), el total de los organismos murieron al tercer dia del experimento,
mientras que en las concentraciones menores a 1 x 10° UFCsmL"" la sobrevivencia
fue del 100%. Asi, considerando que el lote con la concentracion de
1 x 10° UFC+mL™ present6 una sobrevivencia del 87.5 %, y que la Unica muerte se
presentd a las 24 h de iniciado el experimento, esta se consider6 como la dosis
subletal.

La mayor parte de los estudios relacionados con inducciones a infecciones
bacterianas se centran en los primeros estadios de desarrollo larvario en especies de
interés comercial como Pecten maximus, Mercenaria mercenaria, Ostrea edulis,

Toredo navalis (Tubiash et al. 1965), Haliotis rufescens (Anguiano-Beltran et al.
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1998), Argopecten ventricosus (Sainz et al. 1997, Luna-Gonzalez et al. 2002),
Nodipecten subnodosus, Atrina maura y Crassostrea gigas (Luna-Gonzalez et al.
2002). Sin embargo, debido a que el sistema inmune de las larvas y los juveniles de
bivalvos no se encuentra en un estado de desarrollo avanzado, en comparacién con
el de los adultos, las comparaciones entre uno y otro resultan erréneas.

En contraste, son pocos los estudios sobre el sistema inmune realizados en
organismos adultos. Estrada-Mufios (2005) observd que en N. subnodosus las
concentraciones menores a 30-50 ng eq sax/cel del dinoflagelado Gymnodinium
catenatum no causan ninguna respuesta inmunoldgica. No obstante, al aplicarles
concentraciones mayores, si se presenté mortalidad. A pesar de que no se pueden
hacer comparaciones directas entre los resultados de Estrada-Mufios (2005) y los del
presente trabajo una vez que las fuentes de infeccién son diferentes, si se puede
establecer que el sistema inmune de N. subnodosus es capaz de controlar agentes
infecciosos a bajas concentraciones. Los sintomas provocados por una infecciéon
dependen del agente infeccioso. En el caso de N. subnodosus infectados con
G. catenatum, los efectos (contracciones tonico clonicas al momento de la infeccion,
pérdida de la capacidad del cierre de las valvas y contracciones del manto) fueron
provocadas por concentraciones de toxinas (Estrada-Mufios 2005). En este trabajo, a
pesar de que no se considerd la evaluacion de los efectos provocados por la dosis
letal, se pudieron observar organismos moribundos con valvas abiertas, abundante
moco en el manto y el desprendimiento masivo de branquias, principalmente en

organismos muertos. Esto mismo ya ha sido reportado para la misma especie
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(Luna-Gonzalez et al. 2002) y otras especies como A. ventricosus (Sainz et al. 1997,

Luna-Gonzalez 2002), A. maura y C. gigas (Luna-Gonzalez et al. 2002).

7.2. Numero y talla de hemocitos

En los invertebrados, los hemocitos constituyen la primera linea de defensa
contra los patdégenos y particulas extrafas, y una variacion en el numero de células
circulantes es uno de los primeros eventos que se manifiesta como una respuesta
del sistema inmune ante una agresiéon (Oubella et al. 1993, Montes et al. 1997). En
este estudio se presentd una variacion significativa en el numero de hemocitos a lo
largo de todo el experimento. Después de presentar una drastica disminucion en el
numero de hemocitos a las 6 horas de experimento, el mayor numero de hemocitos
se alcanzé a las 24 h después de la infeccidn; posteriormente disminuyé hasta el
sexto dia y se estabilizé en el décimo, donde la cantidad de hemocitos fue similar a la
del control. Un aumento repentino en el numero de hemocitos ha sido observado en
otras especies como Biomphalaria glabrata (Mounkassa y Jourdane 1990),
C. virginica (Anderson et al. 1992, Ford et al. 1993) y Tapes semidecussatus (Montes
et al. 1997). El aumento de células en las primeras horas del experimento se debe a
una hipersintesis de hemocitos (Mounkassa y Jourdane 1990, Anderson et al. 1992,
Ford et al. 1993, Montes et al. 1997), como una respuesta del sistema inmune.
Cuando el ataque bacteriano es muy fuerte, esta infeccidén puede lisar o inhabilitar a
los hemocitos por saturacion y de ahi la importancia de aumentar la produccion de

estas células.
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Por otro lado, se ha reportado que la posterior disminucién en el numero de
hemocitos puede deberse, precisamente a que estos son lisados por las bacterias
(Cheng et al. 1978, Mohandas et al. 1985) o bien, a la infiltracion de estos a los
tejidos para tratar de controlar una probable zona de lesion (Oubella et al. 1994). La
infiltracion de hemocitos a los tejidos ha sido comprobada en N. subnodosus
(Estrada-Mufios 2005) y C. virginica (Anderson et al. 1992, Ford et al. 1993), como
respuesta a una proliferacion de parasitos (Anderson et al. 1992). Sin embargo, se
ha observado que ademas de la infiltracion de hemocitos a los tejidos causada por el
grado de infeccion, los organismos siguen produciendo hemocitos (Suzuki y Awaji
1995, Montes et al. 1997, Sonnenholzner et al. 2002).

En este experimento, y aunque parezca contradictorio, durante las primeras
horas de experimento hubo una disminucion en el numero de células. En este
sentido, es probable que durante el inicio de la infeccidon los hemocitos existentes
sean lisados, lo que consecuentemente provoca su disminucién en numero y que al
mismo tiempo la produccion de nuevos hemocitos tarde algunas horas y por lo tanto,
el aumento en el numero de hemocitos se haya visto reflejado hasta después de 24
horas.

En contraste, las tallas de los hemocitos presentaron una tendencia inversa a
la que presentd el numero de hemocitos. El mayor diametro y area se encontraron a
las seis horas y tres dias después de iniciado el experimento cuando el numero de
hemocitos es significativamente menor. Por el contrario, cuando el numero de los
hemocitos aumenta, las tallas son menores, y esto fue mas evidente a las 24 horas.

Las variaciones en las tallas observadas en nuestro trabajo, se entienden como una
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nueva generaciéon de células producidas por el organismo para contrarrestar la
infeccion, y éstas al ir madurando van incrementando su tamanio.

Finalmente, se observa que en el dia 10 el numero de hemocitos y el diametro
es similar al control, lo que indica que fisiologicamente, el sistema inmune regreso a

sus niveles basales de expresion, lo que indica que la infeccion fue controlada.

7.3. Deteccion de la actividad enzimatica

Las enzimas hidroliticas llevan a cabo procesos de degradacién de los
agentes extrafos, tanto dentro como fuera de las células (Cheng 1983), fagocitando
bacterias y otros organismos invasores (Feng 1988). También, al llevar a cabo el
reconocimiento de los agentes infecciosos, se encargan de modificar la conformacion
de la pared celular de los mismos, favoreciendo su fagocitosis (Cheng 1981, 1992).

En este trabajo se detectaron 11 enzimas con actividad en SLH y 6 en plasma,
asimismo, la concentracién fue mayor en SLH en comparacién con la de plasma. En
este sentido, una mayor concentracién enzimatica en SLH, en comparacién con el
plasma, también ha sido reportada para otras especies (Crassostrea virginica,
C. gigas, A. ventricusus, A. maura) (Cheng 1983, 1992, Xue y Renault 2000,
Luna-Gonzalez et al. 2002). Las mayores concentraciones de enzimas encontradas
en SLH se deben a que los hemocitos son los encargados de sintetizar estas
enzimas y al aumentar el numero y maduracion de los hemocitos la concentracion
enzimatica aumenta (Cheng 1992). Asi, una de las estrategias que los moluscos

bivalvos utilizan para la eliminacion de patéogenos es mediante la liberacién de las
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enzimas al plasma por degranulaciéon y lisis de los hemocitos (Cheng 1983, 1992)
para que una vez liberadas puedan actuar contra los patégenos.

En este estudio se encontré que las seis enzimas detectadas en plasma
fueron detectadas también en SLH, por lo tanto, se puede asumir que el total de las
enzimas detectadas en plasma de N. subnodosus fueron producidas por los
hemocitos. No obstante, se ha reportado que probablemente las enzimas hidroliticas
puedan originarse en lugares distintos a los hemocitos (Xue y Renault 2000), sin
embargo, esto no pudo ser corroborado en este trabajo.

En este estudio, las enzimas que presentaron mayor concentracion litica tanto
en SLH como en plasma fueron la leucil arilamidasa y la esterasa. Probablemente,
estas enzimas son las encargadas en mayor grado de la degradacién de la pared
bacteriana, ademas de que probablemente, también sean las encargadas del
reconocimiento bacteriano, por lo que los hemocitos las sintetizan en mayor cantidad
para que el control de la infeccidn sea eficiente (Cheng y Rodrick 1975, Cheng 1976).
Asi, se puede asumir que éstas podrian representar el principal mecanismo de
control bacteriano en N. subnodosus. La presencia de leucil arilamidasa y esterasa
ha sido reportada en otros trabajos (Xue y Renault 2000, Carballal et al. 1997, Lopez
et al. 1997, Luna-Gonzalez 2002), asi como nafthol fosfohidrolasa y fosfatasa acida
(Cheng y Rodrick 1975, Rodrick y Ulrich 1984, Cheng 1992, Carballal et al. 1997,
Lopez et al. 1997).

Por otro lado, la enzima pB—glucoronidasa estuvo presente solamente en SLH.
Esta enzima es considerada como una molécula de defensa no especifica muy

importante, debido a que puede hidrolizar mucopolisacaridos acidos, los cuales son
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componentes de ceélulas bacterianas y tegumento de helmintos (Cheng 1976). En
este y en otros trabajos realizados en bivalvos se reportan concentraciones o
composiciones enzimaticas diferentes entre si (Cheng y Rodrick 1975, Cheng 1992,
Oubella et al. 1994, Carballal et al. 1997, Lopez et al. 1997, Xue y Renault, 2000,
Luna-Gonzalez 2002), y aunque hay algunas enzimas que si son comunes, es
probable que dichas discrepancias sean producto de diferencias reales en los
sistemas inmunes entre especies.

La lisozima es un componente humoral no especifico del sistema inmune de
los invertebrados, la cual funciona como una proteina antibacterial (Mock et al. 1992).
Esta enzima hidroliza el acido muramico glicosidado de la pared celular de las
bacterias, causandoles lisis (Mock et al. 1992). Se sabe que las variaciones en la
concentracion de lisozima se deben a alteraciones que sufren los organismos debido
a un estrés fisiolégico al que son sometidos, por lo que la lisozima es liberada al
plasma cuando existe un estimulo, ya sea una infeccion o algun otro agente extrafio
(Cheng et al. 1974, 1975). También se ha reportado que las variaciones de la
lisozima estan relacionadas con los cambios estacionales (Chu y La Peyre 1989,
Carballal et al. 1997, Lopez et al. 1997) o con el desarrollo gametogénico (Feng y
Canzonier 1970, Chu y La Peyre 1989, Santarem et al. 1994). En este estudio, se
descarta la influencia del grado de desarrollo gonadico, ya que de acuerdo con el
analisis histologico se pudo comprobar que los organismos se encontraban en
periodo de reposo reproductivo.

En este trabajo se encontré que las mayores concentraciones de esta enzima

se presentaron en el plasma, contrario a lo sucedido con las enzimas hidroliticas, lo
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que hace suponer que la lisozima se puede producir fuera de los hemocitos, o bien,
que ésta sea la primer enzima liberada por los mismos. Sin embargo, algunos
trabajos en los que la infeccién fue indirecta, reportan que la concentracion de
lisozima es mayor en SLH que en el plasma (Cheng et al. 1974, 1975, Cronin et al.
2001, Luna-Gonzalez et al. 2002). Los resultados encontrados en este trabajo
contrastan con lo anterior probablemente debido a que una infeccién directa
mediante una inyeccién pudo provocar una respuesta inmune muy rapida, con la
consecuente liberacion de la enzima y provocando la mayor concentracion de
lisozima en plasma.

Los constituyentes bioquimicos de la hemolinfa de los bivalvos se han utilizado
para estimar el efecto de deterioro que sufre el hospedero a causa del parasito. Las
proteinas, se han asociado a la lisozima ya que ésta es una proteina antibacterial
(Sotelo-Mundo et al. 2003). Asi, las concentraciones proteicas encontradas en este
estudio, indican que durante las primeras horas de experimento la infeccion fue
controlada mediante la liberacion de enzimas al plasma, esto se puede suponer ya
que las concentraciones de proteina aumentaron en el plasma y disminuyeron en el
SLH. Al contrarrestarse la infeccién, la concentracién proteica disminuy6é en el
plasma, y aumentd en el SLH, esto puede entenderse como una nueva sintesis
enzimatica de los hemocitos, para mantener en éptimas condiciones el sistema
inmune (Cronin et al. 2001), aunado a que ya no es necesario liberar mas enzima al
plasma.

Por otro lado, se ha sugerido que las variaciones de la concentracion proteica

se deben a la gametogénesis, desoves y altas tasas metabdlicas cuando la
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temperatura del agua se incrementa (Chu y La Peyre 1989). En este experimento,
como se menciond anteriormente, estos posibles factores de influencia fueron
eliminados, ya que los organismos utilizados se encontraban en periodo de reposo
reproductivo. Sin embargo, las variaciones de temperatura observados en nuestro
estudio, probablemente causaron un estrés en los organismos provocando que el
numero de células circulantes en los organismos variara, sin tomar en cuenta la
proliferacion celular provocada por la infeccion.

Ahora bien, las reservas energéticas en los bivalvos estan basadas
principalmente en las concentraciones de lipidos y carbohidratos (Racotta et al.
2003). Sin embargo, poco se sabe del efecto de estos sustratos en el mantenimiento
de la respuesta inmune, pero es innegable que una proliferacion tan masiva de
hemocitos debe ser muy costosa en términos energéticos para los organismos
(Sonnenholzner et al. 2002). En este experimento, no se encontré una tendencia
clara en la concentracién de lipidos y carbohidratos, ademas de que no se pudo
establecer una relacién directa con la respuesta inmunoldgica.

Por otra parte, las observaciones histolégicas de este estudio no mostraron
ninguna lesion en los tejidos de los organismos, o evidencia de una infiltracion de
hemocitos a los mismos. Por esto, se asume que el organismo control6é rapidamente
la infeccion evitando que la bacteria causara lesiones o, probablemente, que el grado

de infeccion no fue lo suficientemente grande para provocar estas alteraciones.
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8. CONCLUSIONES

La dosis subletal encontrada para adultos de Nodipecten subnodosus se

estimo en 1 x 10° UFCemL-".

La actividad hematopoyética se evidencia 24 h después de la infeccion, con

las mayores cantidades de hemaocitos.

Las mayores concentraciones de enzimas detectadas por el kit APl ZYM se

encontraron en SLH, en comparacion con el plasma.

Las enzimas encontradas en mayores concentraciones fueron leucil
arilamidasa y esterasa, por lo que se asume que éste puede ser el principal

mecanismo de control bacteriano en N. subnodosus.
Las concentraciones de lisozima fueron mayores en plasma sugiriendo que

ésta enzima se puede producir fuera de los hemocitos, o bien, que ésta sea la

primer enzima liberada por los mismos.
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9. RECOMENDACIONES

En el presente trabajo se generd informacion basica valiosa para entender el

comportamiento del sistema inmunoldgico de Nodipecten subnodosus. Sin embargo,

se sugiere tomar en cuenta los siguientes puntos para estudios posteriores:

1.

Para evitar alteraciones en los organismos, se debe tener mayor control en las
condiciones de su aclimatacién y mantenimiento, ya que las fluctuaciones en
la temperatura y la contaminacion en el alimento suministrado, podria

provocar alteraciones en la condicion fisioldgica del organismo.

Se debe dar un seguimiento a la hemolinfa mediante analisis microbiologicos
durante todo el periodo experimental, esto para corroborar que no esta
ocurriendo un nuevo crecimiento de bacterias después de la infeccion con la

dosis subletal
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ANEXO |

a) Analisis de varianza de los conteos de hemocitos.

Andlisis de varianza de los tratamientos y control.

Variable SC GL CM F p

Tratamientos | 41E13 9 45E12 3.911 .001*

Prueba de Tukey para observar las diferencias estadisticas en el numero de
hemocitos.

Control 6 horas 24 horas 3dias 6dias 10dias
Control 0.045529 0.206871 0.959725 0.067017 0.939406
6 horas 0.045529 0.002212 0.678449 0.999994 0.031230
24 horas 0.206871 0.002212 0.164565 0.003087 0.776029
3 dias 0.959725 0.678449 0.164565 0.748741 0.745017
6 dias 0.067017 0.999994 0.003087 0.748741 0.043257
10 dias 0.939406 0.031230 0.776029 0.745017 0.043257

b) Analisis de varianza de las tallas de los organismos.

Effect SC GL CM F p

Tallas | 3.454 4,5 .863 .202 .935
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c) Analisis de varianza de la medicién de Diametros.

Andlisis de varianza de los tratamientos y control.

Variable SC GL CM F p

Diametros | 159.8 5 31.96 7.345 .000*

Prueba de Tukey para observar las diferencias estadisticas en el diametro de los
hemocitos.

Control 6 horas 24 horas 3dias 6dias 10dias
Control 0.013640 0.771568 0.621029 0.001088 0.999479
6 horas 0.013640 0.004996 0.773238 0.000021 0.058921
24 horas 0.771568 0.004996 0.219859 0.320928 0.972599
3 dias 0.621029 0.773238 0.219859 0.000287 0.683987
6 dias 0.001088 0.000021 0.320928 0.000287 0.056307
10 dias 0.999479 0.058921 0.972599 0.683987 0.056307

d) Analisis de varianza de la medicion de areas.

Analisis de varianza de los tratamientos y el control.

Variable SC GL CM F p

Tratamiento | 818E2 5 164E2 7.363 .000*
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Prueba de Tukey para observar las diferencias estadisticas en el area de los

hemocitos.

Control 6 horas 24 horas 3dias 6dias 10 dias
Control 0.012694 0.659514 0.496105 0.001962 1.000000
6 horas 0.012694 0.002755 0.840482 0.000021 0.101918
24 horas 0.659514 0.002755 0.116529 0.478110 0.865578
3 dias 0.496105 0.840482 0.116529 0.000253 0.734394
6 dias 0.001962 0.000021 0.478110 0.000253 0.041021
10 dias 1.000000 0.101918 0.865578 0.734394 0.041021

e) Analisis de varianza de la concentracion enzimatica.

Analisis de varianza de la concentracion enzimatica de SLH entre tiempos

Variable

GL

CM

F

Tiempo

10

51.05

22.11

.000*

Analisis de varianza de la concentracidon enzimatica de SLH entre enzimas

Variable

GL

CM

Enzimas

5

51.05

16.09

.004*

Analisis de varianza de la concentracion enzimatica de plasma entre enzimas.

Variable

GL

CM

F

Enzimas

4

51.05

22.11

.000*

Analisis de varianza de la concentracion enzimatica de plasma entre tiempos.

Variable

GL

CM

F

Tiempos

51.05

16.00

.000*
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f) Andlisis de varianza de la concentracion de lisozima.

Analisis de varianza de la concentracion de lisozima en SLH.

Variable | SC GL CM F p

Tiempos | 1625 5 325.0 3.974 .013*

Prueba de Tukey para observar las diferencias estadisticas de la concentracion de
lisozima en SLH entre los lotes.

Control 6 horas 24 horas 3dias 6dias 10dias
Control 0.104627 0.999811 0.084591 0.973969 0.999903
6 horas 0.104627 0.166814 0.999997 0.353504 0.067992
24 horas 0.999811 0.166814 0.136713 0.996391 0.995963
3 dias 0.084591 0.999997 0.136713 0.299884 0.054477
6 dias 0.973969 0.353504 0.996391 0.299884 0.921927
10 dias 0.999903 0.067992 0.995963 0.054477 0.921927

Analisis de varianza de la concentracion de lisozima en plasma.

Variable | SC GL CM F p

Tiempo | 1256 5 251.2 2.244 0.94

Prueba de Tukey para observar las diferencias estadisticas de la concentracién de
lisozima en plasma entre los lotes.

Control 6 horas 24 horas 3dias 6dias 10dias
Control 0.358749 0.917438 0.450357 0.053120 0.655862
6 horas 0.358749 0.891375 0.999976 0.872454 0.994685
24 horas 0.917438 0.891375 0.945098 0.300510 0.993774
3 dias 0.450357 0.999976 0.945098 0.792439 0.999245
6 dias 0.053120 0.872454 0.300510 0.792439 0.592843
10 dias 0.655862 0.994685 0.993774 0.999245 0.592843

76



