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RESUMEN

Por andalisis microscopico, en vivo y en frotis fijados y tefiidos
de la hemolinfa de 15 ejemplares de la Almeja Pismo, Tivela stultorum;
se encontraron 11 tipos celulares. Estos se determinaron siguiendo

criterios morfoldgicos y morfométricos, y se propone la funcién de

cada uno en base a sus caracteristicas morfoldgicas y actividad celu-
lar. Entre los ejemplares estudiados es notable la variacién de por-
centajes relativos de los tipos celulares, esto se atribuye al estado

fisioldgico del organ ismo.

ABSTRACT

Through microscopic analysis, live and on dyed fixed smears from
the hemolymph of 15 Pismo clam exemplarys, Tivela stultorum; 11 cellu-
lar types were founds. These were determined following morphologic

and morphometric criterious, and the function of each is proposed on
theirs morphologic characteristics and cellular activity. Among

studied exemplarys, is remarkable the variation of relative percenta-
ges of cellular types, this is attributed to the phisiological condi-

tion of the organism,



INTRODUCCTON

La almeja Pismo, Tivela stultorum, pertenece a la clase Pe-
lecypoda (Bivalvia), familia Veneridae (Keen & Coan 1974). E1
género Tivela contiene mas de 400 especies vivientes en todo el

mundo, y solo 14 de ellas, se localizan en la regidon central del

Pacifico, siendo Tivela stultorum monotipica de esta costa. Se

distribuye (Fig. 1) desde cerca de San Francisco, Cal., EE,UU,
(37°30'N) hasta la TIsla Socorro, México (18°6' N), (Fitch 1950).

Es un filtroalimentador de diatomeas, bacterias, flagelados
y otros protozoarios, asi como gametos de invertebrados, zoospo-
ras de algas, detritus animal y vegetal principalmente, El agua
penetra en la cavidad paleal y sale de ella a través de unos Or-
ganos tubulares, situados ventral y dorsalmente, llamados sifones,
incurrente y excurrente, respectivamente; alcanza su talla comer-
cial a los 127 mm, en 5 a 8 arios (Andénimo 1979), Se le encuentra
en playas arenosas y de poca pendiente, desde el horizonte inter-
mareal hasta los 26 m de profundidad. (Ferrer & Gastelu 1982).

Tivela stultorum, es un organismo que constituye un recurso

de gran importancia regional, debido fundamentalmente a su valor
alimenticio, ya que se utiliza para consumo directo, tanto su car-
ne como su jugo, ademas como producto enlatado y carnada; la con-
cha, es un subproducto que se utiliza en la fabricacion de artesa-
nias y botones. La importancia comercial de este recurso, con re-
lacién a otros invertebrados marinos, se debe mas al volimen de
captura que a su cotizacion en el mercado. La produccidn en Méxi -
co durante 1977 y 1978 fué de 3 281 580 kg, de este total, la cap-

tura en Baja California Norte representa el 80%, (Andénimo 1979).



E1l valor alimenticio de este organismo es bastante importan-
te, pues se reporta un contenido aproximado de 11,5% de proteinas,
1.2% de lipidos, 1.9% de carbohidratos y 807 de agua (Andénimo
1979). La explotacién comercial de este organismo, no esta suje-
ta a medida alguna de regulacidén, y esta situacién obedece, al
menos parcialmente, a la falta de estudios biolégicos, pesqueros

y socioecondémicos (Searcy 1982).

1



35°

SAN FRANCISCO

HALF MOOR o
BAY (v

CALIFORNiaA

)2s?

30°

OCEANO PACIFICO ;

SONORA

QUAYMAS

ORNIA

B. Magdalena

MAZATLAN  Eig . No. | .— Distribucion

L de la almeja plsmo, Tivela

_’_,’ stultorum. ( Segun Fitch 1950).
NAYARIT,
IS. SOCORRO
/ %2 PUERTO
b VALLARTA
/uo° ? JALISCO
4




ANTECEDENTES

Sobre este molusco se ha publicado poco; por tal motivo y da-
da la importancia de este organismo, se considerd importanté con=-
tribuir con respecto a su biologia, especificamente en lo que se
refiere al estudio de la hemolinfa (sangre), ya que es un tejido
que entre sus funciones inclu&e un papel activo en la defensa in-
terna, provocando respuestas de diversa indole contra la invasidn
de material extrafio, bidtico y abidtico (Cushing & Campbell 1960;
Cheng et al. 1982; Flores 1982; Hernandez 1983). Se sabe que la
almeja pismo, como cualquier organismo filtroalimentador, lleva
consigo el riesgo de acumular material capaz de causarle alguna
alteracion fisiologica, por lo que el estudio de su hemolinfa y
los elementos formes que circulan en ella, permitirdn conocer los
elementos que intervienen con algin tipo de respuesta contra la
invasién de agentes extratos u otro tipo de factores, cosa que
cada dia es mas frecuente, ya que este organismo no esta exento

del peligro que representa la creciente contaminacién de su habi-

tat.

La clasificacion de los tipos celulares presentes en la hemo-
linfa de los moluscos, ha sido sujeta a mucha especulacién, este
motivo condujo a la realizacion del presente trabajo, que contri-

buira a formar un criterio acerca de ella.

Para bivalvos, se menciona un aparato circulatorio tipicamen-
te abierto, constituido por corazoén, senos tisulares, nefridios y
branquias (Bayne et al. 1976; Barnes 1977), La hemolinfa esta for-

mada por células en un plasma incoloro, sin pigmentos respiratorios,



y con una capacidad de acarreo de oxigeno muy baja (Bayne et al.
1976). EL volimen de hemolinfa en bivalvos es grande, para Myti-
lus californianus, es del 50,87 del peso neto del cuerpo, exclu-

yendo la concha (Bayne et al. 1976), Para Mercenaria mercenaria,

se reporta una insignificante correlacidén entre las dimensiones
del animal entero y el conteo diferencial del vollmen celular
(Foley & Cheng 1974). E1 promedio del conteo, de todos los hemo-
citos circulantes de Tapes semidecussata, es aproximadamente de
1650 células por cada 180 m3 de hemolinfa (Cheney 1971).

Las células de la hemolinfa de moluscos, han sido referidas
como: Hemocitos, amibocitos, leucocitos, linfocitos y fagocitos,
Pero estos términos son sindnimos (Bayne et al. 1976),

Hill & Welsh (1966) mencionaron la naturaleza fagocitica de
estas células, basandose en la capacidad de poder ingerir particu-
las del colorante Indigo. Los hemocitos son células con capacidad
de movimiento independiente que desempeitan un papel importante en
la digestion, excrecion, regeneracién, transporte de nutrientes y
defensa interna (Bayne et al. 1976; Brehelin et al. 1976). Se ha
sugerido que, estas células, provienen del tejido epitelial y de
la gldndula digestiva (Holland et al, 1965; Bayne et al. 1976).

La clasificacion de las células de la hemolinfa de moluscos,
ha estado sujeta a mucha especulacién, aunque en general, se basa
en la presencia o ausencia de granulos citopldsmicos, afinidad a
diversos colorantes, caracteristicas de movilidad y actividad fa-
gocitica (Hill & Welsh 1966; Cheney 1971; Foley 1974; Moore & Eble
1977).
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Hill & Welsh (1966) menciomron una clasificacién donde con-
templan dos categorias bien diferenciadas: Amibocitos, que se pre-
sentan en todos los moluscos y Eritrocitos, que se presentan en
algunos bivalvos que poseen hemoglobina. Cheney (1971) elaboréd
una tabulacién, e hizo comparaciones entre la morfologia y fun-
ciones conocidas de leucocitos en varios Phyla de invertebrados

con especial atencidn a los leucocitos de Tapes semidecussata

(almeja de Manila), que son similares morfoldgicamente a los leu-
cocitos de otros moluscos, descritos por algunos investigadores.
Moore & Eble (1977), reportaron tres tipos de hemocitos en Merce-

naria mercenaria: agranulocitos, granulocitos pequetios y granu-

locitos grandes, y mencionaron la posibilidad de que estos tipos
celulares corresponden a diferentes estados de desarrollo de una
sola linea celular, basandose en la apariencia morfoldgica simi-
lar en los nlicleos de estos tipos celulares, en el grado de va-
riacion que presentan en la movilidad y actividad fagocitica.
Foley & Chen (1974) propusieron una clasificacién de las células

de la hemolinfa de Mercenaria mercenaria, basandose en caracteris-

ticas cualitativas y cuantitativas, tanto en preparaciones en vi-
vo, como fijadas, distinguiéndose tres tipos de leucocitos: granu-

locitos, fibrocitos y hialinocitos.



OBJET 1LVO

E1l objetivo fundamental de este trabajo, es identificar y
describir las caracteristicas morfoldgicas de las células de la

hemolinfa de Tivela stultorum, y relacionarlas con la posible

funcién que desempetien en ella, ya que esto es obviamente esen-
cial como preliminar para estudios posteriores, sobre la funcidn

especifica, que desemperia cada Cipo celular, relacionada con as-~
pectos de defensa interna del organismo.



MATERTIAL

Se trabajo con 15 ejemplares adquiridos con intervalos de 8
a 15 dias aproximadamente, de la playa del Ejido Santa Maria en
San Quintin, Baja California y cuando las condiciones climatold-
gicas no lo permititeron, se adquirieron en carros ambulantes de
la localidad, obteniéndolas vivas y conservandolas en bandejas
con agua de mar y arena, tratando de mantener al animal en con-
diciones similares a las de su habitat natural y evitar al maxi-
mo alteraciones fisiologicas significativas para el desarrollo
del trabajo. FEn la mayoria de los casos, se examinaron en menos
de 24 h, salvo en dos ocasiones en que se trabajaron a las 48 h,
y en eslos casos se colocaron en un relrigerador, Se tomaron
datos como [echa, talla, procedencia, y se les asignd un ndmero

para control,



METODOS

La extraccion de la muestra de hemolinfa se hizo por medio
de una puncion en la cavidad pericardica, con una aguja hipodér-
mica, succionandose con una jeringa para tuberculina de plastico,
con capacidad de lcc. La aguja se introdujo en el extremo infe-
rior de la charnela, en una posicidén lateral teniendo cuidado de
no hacerlo profundamente, para no perforar otras cavidades. La
muestra obtenida, se deposito en recipientes de vidrio y pléstico,
debido a que, algunos tipos celulares, tienen la particularidad
de adherirse al material de vidrio, dificultdandose su observacién.
En algunos casos, se utilizo solucién Ringer (Humason 1972), para
conservarla mds Liempo en buenas condiciones, pero en la mayoria
de los casos la muestra se trabajé inmediatamente., Se tomaron
datos como color, actividad celular y presencia de microorganis-

mos.

Las muestras se trabajaron tanto en vivo como en preparacio-
nes fijas. El estudio en vivo se realizb para hacer observacio-
nes microscopicas de los elementos formes en un estado cercano al
que presentan normalmente. Se analizé la hemolinfa, utilizando
muestras en estado fresco, sin utilizar reactivos modificadores,

y utilizando técnicas de coloracién supravital, Las observaciones
se hicieron con un microscépio de contraste de fases American Op-
tical (Mod. One-Ten) con un micrometro ocular calibrado, para efec-
tuar la medicién de las células. (Casartelli 1968; Barthelemy et
al, 1975).
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Una parte de la muestra de hemolinfa obtenida (0.5 ml), fué
puesta en contacto durante 20 minutos, con una solucidén de tinta
china al 1% en agua de mar (llernandez 1979), para comparar la
existencia de algunas modificaciones celulares con respecto a la
muestra natural, Para efectuar las observaciones se colocd una
pequenia gota de la muestra entre un portaobjetos y cubreobjetos,
sellando con parafina para evitar la desecacién, pero este pro-
cedimiento se eliminé al notar cambio en la actividad celular
debido al efecto de la temperatura. Se observé con un microsco-

pio de contraste de fases American Optical (Mod. One-Ten),

De cada tipo celular, se tomaron datos como forma, tamaio,
. . 4 . . / .
movimiento, caracteristicas de las membranas citoplasmica y nu-
clear, citoplasma y nuclco, aspeclos basicos, que [ueron necesa-
rios para la interpretacion posterior, estos daltos fucron resu-

midos en tablas,

Paralelamente al trabajo con material en vivo, se elaboraron
frotis, que fueron colocados en vasos coplin y fijados con meta-
nol, por un tiempo mayor de 10 minutos, posteriormente se les apli-
c6 técnicas de coloracion como Giemsa (Gavitio et al. 1977) y Wright
(Fernandez et al. 1979; Humason 1972), Con una solucién buffer, de
fosfatos de sodio, evidenciando estructuras que con otras técnicas

no es posible apreciar (Ham 1983).

En el material fijado, se tomd en cuenta aspectos como forma,
tamanio de la célula y nlGcleo, presencia de nucleolos, caracteristi-
cas morfoldgicas del citoplasma, nitcleo y nucleolos, ademas la ten-
dencia a formar conglomerados., Se efectud con mayor precision la
cuenta de los elementos presentes, para establecer el porcentaje de
cada tipo celular, haciendolo en dos frotis de cada ejemplar estu-

diado, llevando a cabo en cada uno de ellos, tres veces el conteo

11



diferencial de los tipos celulares presentes. Se elaboraron los
calculos correspondientes para cada tipo celular en cada ejemplar
y finalmente el porcentaje total en todos los organismos, Se uti-
lizaron tablas para resumir los resultados.

Posteriormente, se seleccionaron las laminillas y los tipos
celulares representativos, a los cuales se tomaron microfotogra-

fias, utilizando un fotomicroscépio Carl Zeiss con luz polarizada
(Mod. 14).

12



RESULTADOS

Los 15 ejemplares con los que se trabajo, tuvieron las ca-
racteristicas que en forma resumida se presentan en la Fig. 2;
Estos datos fueron de suma importancia ya que con ellos se hi-
cieron relaciones en cuanto a al presencia y porcentaje relati-
vo (Fig. 3) que presentaron los diferentes tipos celulares que
se encontraron., El tamatio promedio de los tipos celulares se

presenta en la Fig., 4.

Se encontraron 11 tipos celulares, que se clasifican dentro
de dos categorias bien definidas: Granulocitos y Agranulocitos,
dependiendo de la presencia o ausencia de granulos citoplasmicos,
Estos tipos celulares seran nombrados utilizando la letra G para
los Granulocitos, y la letra A para los Agranulocitos, siguiendo
una secuencia nimerica de acuerdo al porcentaje global (Fig. 5)

que presentaron.
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Fig. 2.— Datos para el conirol de los ejem

plares estudlados y caracteristicas de su -

hemolinfa.

LONGXAM:H—‘ COLORACION ACTIVIDAD | PRESENC 1A PRESENCIA
EJEMPLAR FECHA PROCEDENCIA DE LA DE PE OTROS
R temay 4 HEMOLINFA | CELULAR | gACTERIAS| ORGANISMO!
SAN
| n-1v-83| 1ox7 | CLARA |NORMAL| BAJA [NEMATODOS
QUINTIN
2 25-Iv-83| 95X6 I Il ALTA ALTA —
3 9-1v-83| 65Xl I I NORMAL 1] —
4 | 7-v-83| 13X 9 Il I NORMAL| 1 _—
5 18-v-83| 9X 6 |ENSENADA[AMARLLENTA A LTA ALTA [prOTOZOA
NEMATODOS
6 6-VI-83 8 X5 Il CLARA |NORMAL BAUA ey
7 20-VI-83| 8 X5.5 Sl Il Il Il s
“"1QUINTIN
8 21-VI-83| 10.5X7 1l AMARILLENTA| B AJA Il . [pPrROTOZOA
PROTOZOA
9 27-VI1-83 | JOX7.5 11
" | CLARA ALTA ALTA REMATO0S
10 29-VII-83| 136 X11.5 |1 Il NORMAL| BAJA —_—
Il 19vVIII-83112.5X10.5 Il I Il I e
PROTOZOA
12 29-VII-83] 9Xe6e I ANARANJADA
) BAJA | ALTA  Leionos

13 6-1X-83| 14X12 |ENSENADA CLARA | ALTA I I

14 19-1X-83| BXS5 I 1 I | 1l

15 20-1X-83] 9X6 Il I Il ] Il




Fig. 3.— Porcentajes relativos y globales
presentados por los tipos celulares de la
hemolinfa de Tivela stultorum.
AT TI1PO CELULAR
NS | 16 | 26 | 36 | 4 | 56 |66 [ 1a| 24| 3A | 4A 5A |
| lis.oal — |107a| — |2.46 | — |58.6|10.60 — | — |
2 |3770| — | 651 | 6.08 [5.88 | — [2952 (1526 | — | — | —
3 |ase9| 5.85| 426 | 540 |2.15 | — |31.86| 477 | — | — | T
] 4 |31.03| 195 _4.23 6.87 531—_— 4120|936 | — | — | —
5 |2016|17.14 | 3.35| 7.22 |6.09 | — 2223|1480 | — | — | —
i 6 Is3.10| 968 | 403|381 | — | — [2271| 697 — | — | ™
7 |4391[1131 — | 409 |1.35 | — |3371| 426 | — 1.35 | —
8 |2572] 3.69 | 416 | 203 | — | — 60.il | — — | 428 | —
o |1772] 272 |432|2.68|1.26 |6.90(42.87|I19.19} — | = 2.34
o ler7ilz2oe2|321|379| — | — (2635|201 — | — | —
11 |se20| aBs [ 351|148 | - — |31.39|249| — | — | —
12 laa.as| 871 | 1.42 | 3.56 | 202| — [2964 |10.20) — | — | 7
i3 |3578| 363|281 |269] — | — |23.96]11.66 1947 — | —
14 |39.01l 2.41 | 361 |3.97] 223 | — 121.53 1414 13.0 | — | —
15 l44.91| 5.21 | 870 4.93 |2.31 | — [17.35(16.59| — | — | —
GL:/';’AL39.94 5.33| 425 3.88 |2.07 |0.45|32.83| 948 2.17 | 0.37 [0.15
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GRANULOCTTOS

Dentro de los granulocitos, tenemos los siguientes tipos ce-
lulares, determinados en base a sus caracteristicas morfologicas,

actividad y coloracionm.

TIPO 1G.

Este tipo celular fué observado con un porcentaje de 38,947
tiene un tamamno de 6 a 8 p, su forma es redonda, aunque es fre-
cuente observar deformaciones de la membrana citoplasmica, dan-

dole a la célula un aspecto irregular,

Ln frotis Lenidos con Giemsa y Wright, el citoplasma tiene
una coloracion ligeramente bas6fila, con granulos neutréfilos,
heterogéneos en tamano y no muy abundantes, generalmente locali -
zados hacia la periferia, dando un aspecto mas oscuro a esa zona,
En ocasiones los granulos llenan casi todo el citoplasma.

,

E1l nicleo, tiene un tamaitio de 4.5 a 5 p, la membrana es
evidente y baso6fila, su forma es un poco ovoide y su posicion es
excéntrica, tiene coloracion basofila, ocasionalmente con un nu-

cleolo muy bas6filo, desplazado hacia un extremo,

En vivo, el citoplasma tiene una coloracidn grisdcea opaca
tanto los granulos citoplasmicos como el nicleo se observan os-
curos. Se noto la formacion de filopodios, localizados en un
extremo de la célula, los cuales se bifurcan formando ramifica-
ciones, que en conjunto dan la apariencia de un penacho que tie-

ne un movimiento de tipo rotativo.

La membrana citoplasmica presenta evidentes deformaciones,

18



que provocan la constitucion de prolongaciones cortas y gruesas
a manera de seudopodos. Los granulos citopldsmicos tienen un
constante movimiento de cicldsis, concentrdandose en las areas
donde se forman seuddépodos, dandoles un aspecto oscuro, E1 na-
cleo también presenta un claro movimiento de tipo contractil,
con formacion de ondulaciones verticales, y a veces se observa

la aparicion de una escotadura que le da un aspecto reniforme.

En las muestras a las que se amadid colorante vital, se ob-
servo incorporacion de éste, formandose manchones oscuros en el
citoplasma, ademas de que el movimiento en las células se inten-
sificd, si endo mas evidente la formacion de seudopodos y el mo-

vimiento nuclear,

Estas células tienen un movimiento lento, y hay una clara
tendencia a formar conglomerados, de tamaiio y nimero de células
variables. Por la presencia de colorante vital incorporado, y
por el tipo de movimiento observado, se podria considerar a es-

te tipo celular como fagocitico. (Fig. 6).

TIPO 2G.

Este tipo celular solo fué observado en frotis teitidos, con
un porcentaje de 5.33%, tiene un tamatio de 6 a 8 pu, su forma es
redonda aunque frecuentemente hay deformacion de la membrana ci-

toplasmica, dandole a la celula un aspecto irregular,
E1l citoplasma es ligeramente bas6filo, con pocos granulos

basofilos y grandes, localizados hacia la periferia, ocasional-

mente llenan todo el citoplasma.
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El nicleo tiene un tamaiio de 4.5 a 5 p, con una membrana evi-
dente un poco oscura, su forma es ovoide y tiene posicion bastante
excéntrica, la coloracién es ligeramente bas6fila, no homogénea.
En algunas células se observo un nucleolo, oscuro y desplazado ha-

cia un extremo.

Existe tendencia a formar conglomerados, y en las muestras
a las que se les anadié colorante vital, no fué evidente la in-
corporacién de éste. Este tipo celular presenta bastantes simi-
litudes con el tipo 1G, sicndo diferente Gnicamente en la colo-
racion que presenta, tanto el citoplasma y sus granulos como el
nicleo, por lo que en vivo no se logro diferenciarlos claramente,
Aunque no fué muy evidente la incorporacion de colorante vital,
por la presencia de granulus, se le atribuye una funcioén fagocd -
tica. (Fig. 7).

TIPO 3G.

Este tipo celular, fué observado con un porcentaje de 4,25%
apareciendo en la mayoria de los organismos estudiados, sin im-
portar el estado de la hemolinfa, tiene un tamatio de 5 a 8 p,
forma es redonda, y ocasionalmente se observa ligera deformacion

de la membrana citoplasmica, con aspecto de ondulaciones.
En frotis tenidos, el citoplasma tiene una coloracion baso-
fila con granulos muy finos y oscuros, distribuidos homogéneamen-

te,

£l nicleo es lobulado, presentando de 2 a 3 1ébulos unidos

por una banda sumamente delgada, cada lobulo mide aproximadamente

20



1.5 p, sin una posicion definida, ya que la orientacidén de los
1l6bulos es variable, La coloracién es baséfila, y en algunas

células se observé un nucleolo pequeiio y oscuro en cada lébulo,

En vivo, el citoplasma tiene una coloracidén grisacea opaca
los granulos se observan como puntos muy finos, y el nGcleo tie-

ne una coloracidén oscura no homogénea,

En algunas muestras a las que se les afadié colorante vital,
se observd ligera incorporacidén de éste, ademas se noté un visi-
ble incremento en el tamano de las células cque se encontraban en
hemolinfa con una coloracion amarillenta, considerada como anor-
mal, debido a la escasa actividad celular y al alto indice de

bacterias y otros organismos,

E1l movimiento que presentan estas células es lento, ademds
se observd un leve movimiento contractil tanto en el nlcleo co-

mo en la célula,

Debido a que se observo incorporacion de colorante vital, y
al tipo de movimiento que presenta, se puede considerar a este

tipo celular como fagocitico. (Fig. 8).

TIPO 4G.
Este tipo celular fue observado con un porcentaje de 3,88%
tiene un tamatio de 5 a 8 p, su forma es redonda, la membrana ci-

topldsmica no es evidente y no se observa deformacién en ella,
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Tipo celular 1G.- Citoplasma
bas6filo, con grdnulos neutré-
filos. Nicleo baséfilo y
excéntrico. Presenta filopo-
dios,

Téc, de Wright. (100X).

Tipo celular 2G.- Citoplasma
bas6filo, con grdnulos basdfi-
los. Nacleo baséfilo y excén-
trico. Presenta filopodios.
Téc. de Wright., (100X).

Tipo celular 3G.- Citoplasma
bas6filo, con granulos oscuros
muy finos. Nuicleo baséfilo y
lobulado.

Téc. de Giemsa. (100 X).

Citoplasma (Ci); Nacleo (Nu);
Granulos (Gr); Filopodios (Fp).
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En frotis teniidos, el citoplasma es ligeramente baséfilo,
en ocasiones muy palido, tiene gran cantidad de granulos eosi-
n6filos, redondos y homogéneos.

.

E1l ntcleo por lo general no se observa, ya que se encuen-
tra enmascarado por los granulos citoplasmicos, solamente se
logra ver un poco utilizando contraste de fases, con lo que se
aprecia a manera de manchones bas6filos, localizados en el cen-

tro de la célula.

En vivo, el citoplasma se observa con una coloracion pali-
da y refringente, con los granulos claros y brillantes., En las
muestras donde se utilizo colorante vital, no se notd ningun

cambio importante.

Presentan movimiento de tipo ciircular, ademas de desplaza-
miento lento. Por la presencia de granulos, se puede considerar
a este tipo celular como fagocitico, aunque no puede afirmarse
con certeza, ya que no hubo otras evidencias como incorporacioén
de colorante vital o movimiento caracteristico de células fago-
citicas. (Fig. 9).

TIPO 5G.

Este tipo celular fué observado (nicamente en frotis, con
un porcentaje de 2,07%, se present6 en la mayoria de los orga-
nismos estudiados, tiene un tamatio de 3 a 5 p, la membrana ci-

topldsmica no es evidente, y no se observa deformacion,
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El citoplasma es ligeramente bas6filo, haciéndose notar la

presencia de abundantes granulos grandes, con una coloracion ba-

s6fila, distribuidos en todo el citoplasma.

E1 nicleo generalmente no se observa, ya que se encuentra
enmascarado por los granulos del citoplasma, solamente se logra
ver un poco utilizando contraste de fases, apreciandose como

g /7
una region central mas densa.

No puede precisarse su funcion debido a que, las observa-
ciones fueron escasas y no en vivo, aunque la presencia de abun-

dantes granulos, nos indica una funcién fagocitica. (Fig. 10).

TIPO 6G.

Este tipo celular solamente fué observado en frotis tenidos,
con un porcentaje de 0.46%, en un solo organismo, con la carac-
teristica de presentar un alto indice de bacterias en la hemo-
linfa. Su tamafio es de 10 a 14 p, tiene una forma oval. La
membrana citopldsmica es evidente y se observa deformacion en
ella.

El citoplasma es abundante, acidofilo, con gran cantidad
de granulos eosin6filos, redondos y honogéneos, localizados ha-
cia la periferia; en algunas células llenan casi todo el cito-
plasma, dejando libre de ellos, una region alrededor del nucleo.

E1l nidcleo tiene un tamario de 4.4 yp, la membrana es eviden-
te, ligeramente mis oscura que el nicleo, el cual es basé6filo,
redondo y excéntrico. Se observa cromatina dispuesta de una

manera radial, con una apariencia de hilos delgados y oscuros.
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|~ o ' N Tipo celular 4G.- Citoplasma ba-
\ " ( s6filo, con granulos eosinéfilos,

. o enmascarando el nlcleo.
Cr. R - Téc. de Wright, (100X).
' X
: S
(B . ]
i S v
Fig, 9
| A @ pq;~ .O
e : | Tipo celular 5G,- Citoplasma 1i-
L4 L “' PR OB geramente basofilo con abundantes
‘. : : Sl granulos bas6filos enmascarando
f ¢ 8 al nucleo.
‘ .0 REES ‘ Téc. de Wright. (100X).
c."H tres "t
2% $ el
Fig. 10
T1po celular 6G, - Cltoplasma aci-

d6filo, con granulos eosindfilos.

Nucleo bas6filo con cromatina ra-
dial. Membrana nuclear evidente.
Téc. de Wright, (100X).

Fig. 11

Citoplasma (Ci); Nicleo (Nu);
Granulos (Gr); Membrana nuclear
(Mn) .
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Debido a la presencia de granulos, podria considerarse que
este tipo celular es Cagocitico, sin precisarlo definitivamente
ya que no contamos con sulicientes evidencias para hacerlo .
(hlp, 11).

AGRANULOCITOS

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, actividad y
reacciones de coloracion, se han clasificado como Agranulocitos

a los siguientes tipos celulares,

TIPO 1A.

Este tipo celular fuc observado con un porcentaje de 32,83%
presentandose en todos los organismos estudiados. FE1 tamato que
tiene es de 2 a 6 p, su forma es esférica, y la membrana cito-

pldsmica no es muy evidente.

En frotis teriidos se observa que el citoplasma es escaso,
encontrandose como un anillo delgado en la periferia, y ocasio-
nalmente formando un pequeiio casquete, no tiene granulos y su

coloracién es basofila.

E1l nGcleo tiene un tamatio de 3.5 a 4.5 u, su membrana no
es evidente, Ocupa la mayor parte de la célula, generalmente
es redondo, pero en ocasiones presenta una escotadura que le
da un aspecto reniforme, se localiza centralmente, y en algunas
células completamente desplazado hacia un extremo, su colora-

. 7/ / .
cion es basofila y no se observan nucleolos,
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En vivo el citoplasma tiene una coloracidén palida, re-
fringente, el nidcleo se observa oscuro., No se notdé cambios
importantes en las muestras a las que se les afadid coloran-

te vital,

Tienen un movimiento lento. En algunas de las muestras,
se observaron modificaciones importantes, como deformacion de
la célula, hasta alcanzar una forma completamente ovoide tanto
en el ndcleo como en la célula, ademas de la presencia de ve-
siculas pequeiias y refringentes, distribuidas en hileras en la
periferia. También se observd la formacidén de un filamento
largo, muy delgado con apariencia rigida, y en su parte termi-
nal presenta un abultamiento que sufre evidentes transforma-
ciones, que van desde una [forma completamente esférica, hasta
una forma alargada con apariencia de lanza; en el interior de
esta estructura, hay un movimiento continuo de material, obser-

vandose la aparicion y desaparicién de zonas oscuras,

Posiblemente hay flujo de material desde el cuerpo de la
célula hacia el abultamiento, a través del filamento, y poste-
riormente haya un desprendimiento de una seccidén del filamento
que lleva consigo el abultamiento, después el filamento se va
retrayendo poco a poco y el abultamiento va tomando una forma
esférica de aproximadamente 4 p, originandose una nueva célula,

por lo que parece ser un proceso de gemacion,

Este tipo celular no se considera fagocitico, debido a dque
no presenta granulos citoplasmicos, ademas no se observd incor-
poracidén de colorante vital, y el tipo de movimiento no corres-
ponde al de células de este tipo. (Figs. 12, 13, 14 y 15).
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Tipo celular 1A.- Citoplasma pe-
riférico, basdfilo y agranular,
Nticlec baséfilo, ocupando la ma-
yor parte de la célula,

Téc., de Wright, (100X).

Tipo celular 1A (modificacion).-
Citoplasma y Nicleo muy baséfilos,
se observa la presencia de un fij-
lamento rigido,

Téc. de Wright. (100X).

Tipo celular 1A (modificacion).-
Citoplasma y Nicleo muy basodfilos,
Se observa en detalle un filamento
muy alargado. Evidente deforma-
cién de 1a célula.

Téc. de Wright. (100X).

Citoplasma (Ci); Nicleo (Nu);
Filamento (Fi).
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Tipo celular 1A (modificacion).-
Célula con un filamento, en cuyo
extremo tiene un abultamlento.
Téc. de Giemsa. (40X),

Tipo celular 2A.-~ Citoplasma
abundante, vesiculoso, ligera-
mente actdof110 con bacterias.
Nicleo basofllo con aspecto
granuloso, excentr1co

Téc. de erght (100X) .

Tipo celular 2A (modificacion).-
Citoplasma lleno de bacterias vy
otras inclusiones. Se observan
dos nucleos.

Téc., de Wright. (100X).

Citoplasma (Ci); Nidcleo (Nu);

Fi 17 ‘ | | Célula (Cel); Filamento (Fi);
e Bacterias (Ba); Inclusiones
(In),
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TIPO 2A.

Este tipo celular fué observado con un porcentaje de
9.48% siendo evidente un incremento del porcentaje relativo,
en las muestras de hemolinfa donde la presencia de bacterias
y nematodos fué notable, tiene un tamatio de 8 a 12 p, su for-
ma es esférica, aunque debido a deformaciones de la membrana
citoplasmica, frecuentemente adopta una forma irregular, la

membrana citoplasmica es evidente, ligeramente baso6fila.

En frotis teriidos se observa un citoplasma abundante con
aspecto vesiculoso, con coloracion ligeramente acidofila, no
se nota la presencia de granulos, aunque no debe descartarse
por completo., FEn algunas células se nota la presencia de pe-
querias estructuras en su interior, con apariencia de ser bac-
terias, ya que su forma y tamatio es similar a las que se ob-
servaron en la hemolinfa, no se determind a que especie co-~

7 . . .
rrespondan, pero morfologicamente son tipo bacilos,

E1 ndcleo tiene un tamano de 5 p, la membrana es eviden-
te y a veces presenta particulas oscuras adheridas. La forma
varfa de redonda a ovoide, su posicién es excéntrica, con una
coloracién basofila no homogénea, notandose ocasionalmente un

aspecto granuloso, no se observaron nucleolos,

En vivo el citoplasma es claro, no homogéneo, con aspec~
to grumoso, el nicleo se observa oscuro con regiones mids den-
sas. En las muestras a las que se les aniadié colorante vital,
fue posible ver que en ocasiones hubo incorporacion de éste,
notandose un evidente aceleramiento de la actividad celular,
manifestandose por un movimiento de cicldsis, ademas, el des-
plazamiento de la célula se intensifico, notdndose este incre-
mento alin mas en aquellos organismos en los cuales la hemolin-

fa presentd un alto indice de bacterias y otros microorganis-
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mos. '

El movimiento y la actividad fagocitica de estas células
es muy evidente, se observd un desplazamiento muy rapido y
clara fagocitosis de bacterias, efectuado mediante la emisiodn
de seudopodos cortos y gruesos. En el interior de la célula
hay gran actividad de los organismos ingeridos, los cuales
provocan la formacion de grandes abultamientos en la membrana

citopldasmica.

Se considera que hay suficientes evidencias, como es la
incorporacion de colorante vital, tipo de movimiento, clara
ingestion de bacterias, que permiten afirmar que este tipo ce-
lular tiene funcion lagocitica, aunque no se observd la pre-

. / 4 . ’ /
sencia de granulos, caracteristica comin a aquellas células
con funcién fagocitica. (Figs. 16 y 17).

TIPO 3A.

Este tipo celular solamente fué observado en frotis te-
fiidos, con un porcentaje de 2,17%, su tamafio es muy variable,
se presenta con un rango de 8 a 25 j, no tiene una forma de-
finida pues se observa gran cantidad de prolongaciones suma-
mente delgadas,

E1l citoplasma es abundante, con un aspecto vacuolado, la

o 2 & ’ . ’,
coloracion es acidofila y no se observan granulos.

El ndcleo tiene un tamaiio promedio de 7 M, sin forma de-
finida, ya que al igual que el citoplasma, presenta prolonga-
ciones muy delgadas, que inclusive, en ocasiones parecen
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sobresalir de la célula. La posicidén es central y su colora-

cion es acido6fila.,

Este tipo celular solo se observo en dos organismos, pe-
ro con un porcentaje relativo alto., Los organismos en los
que se encontrd, fueron conservados por mds de 48 horas reti-
rados de su habitat antes de tomar la muestra de hemolinfa;
ademds presentaron alto indice de bacterias, protozoarios y

nematodos .

No se puede indicar con precision la posible funcidn
que desempetie este tipo de células, ya que no se observd en
vivo, ademds, las caracteristicas de su citoplasma no estén
muy deflinidas, solo la presencia de gran cantidad de prolon-
gaciones, podria sugerir actividad Fagocftica, sin afirmarlo

definitivamente. (I'ig. 18).

TIPO 4A.

Este tipo celular solo fué observado en frotis tefiidos,
con un porcentaje de 0.37%, en dos organismos Unicamente, uno
considerado con hemolinfa normal, y otro con hemolinfa con un
color amarillento y escasa actividad celular, y gran cantidad

de microorganismos.

E1 tamaito observado fué de 11 p, su forma es esférica,
la membrana citoplasmica es evidente y tiene una coloraciédn
basé6fila, se observa ligera deformacién a manera de pequeias

ondulaciones,
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E1l citoplasma es abundante, con aspecto vesiculoso, su
coloracién es basdéfila, no homogénea, y no se observa la pre-

. /
sencia de granulos,

El nicleo tiene un tamatio de 4 p, es pequeiio con rela-
cién al citoplasma, su posicidén es central, aunque en oca-
siones es excéntrico, la coloracion es baséfila, no homogénea,

notdndose regiones mas oscuras en el centro.

Tal vez, no tenga funcion fagocitica, ya que no se ob-
servaron evidencias que lo indiquen, aunque las observaciones

no fueron suficientes para poder afirmarlo. (Fig. 19).

TIPO 5A.

Este tipo celular, solo se observd en frotis teiiidos,
con un porcentaje de 0.15%, en un solo organismo, con la ca-
racteristica de presentar un alto indice de bacterias en la
hemolinfa. Su tamaiio es de 10 p, tiene una forma esférica,
la membrana citopldsmica es evidente, con una coloracién ba-
sofila y no presenta deformacién., E1 citoplasma es abundan-
te, con coloracién ligeramente bas6fila y homogénea, no hay

presencia de granulos,

E1l nGcleo tiene un tamaiio promedio de 4.5 x 5.5 p, es
reniforme, con posicion excéntrica, la coloracidén es acidd-
fila, observandose la presencia de granulos baséfilos y re-

dondos,
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No hay evidencias para considerar este tipo ecelular comeo
fagocitico, a reserva de hacer mayor mimero de observaciones,
ya que como se indico, se observo com un porcentaje sumamente
bajo que no permitido hacerlas ampliamente. (Fig. 20).

34



{ o . ¥ ,

rﬁh " ’g Tipo celular 3A.- Citoplasma

bR : acidé6filo, con gran cantidad

\ de prolongac10nes. Nicleo eo-

N, sin6filo, con aspecto estre-

(v llado y prolongaciones,

' : Téc. de Wright, (100X).
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.r’ oL s‘:l :
Fig. 18
Tipo celular 4A.- Citoplasma
bas6filo, vesiculoso. Nicleo
basofllo pequeiio con relacidn
N < al c1top1asma
- Téc. de Wright. (100X).
2 4A
Fig. 19

Tipo celular 5A.- Citoplasma
bas6filo. Nicleo acidofilo y
reniforme, con grdnulos baso-
filos.

Téc. de Wright. (100X).

Citoplasma (Ci); Nicleo (Nu);
Granulos (Gr); Prolongaciones
c1toplasmlcas (Pc); Prolonga-
ciones nucleares (Pr).
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DISCUSTON

La diversidad de cclulas presentes en la hemolinfa de

Tivela stultorum, quedaria comprendida en una clasificaciodn

general, que considera dos tipos celulares bdsicos (Cheney
1971; Foley & Cheng 1974; Moore & Eble 19775 Flores 19825
Hernandez 1983), Estos tipos celulares, por la presencia

o ausencia de granulos en su citoplasma, son llamados Gra-
nulocitos y Agranulocitos. Dentro de esta clasificacién
basica, se presentaron variedades, de acuerdo a diferencias

en cuanto a caracteristicas morfolégicas y tipo de actividad.
La clasificacién y nomeclatura utilizada para nombrar a estas
variedades morfoldgicas, se puede decir que es muy variable,
ya que cada autor, ain siguiendo un criterio basico, utiliza
diferentes términos para referirse a un mismo tipo, encontran-
dose que no existe una clasificacidén completamente establecida,
que incluya a los diferentes tipos celulares de la hemolinfa

de moluscos,

En cuanto a la funcidon que se le puede atribuir a cada
tipo celular dentro de la hemolinfa, no debe tomarse a la
ligera, ya que para poder identificar un tipo celular y de-
terminar la funcién que desempeiia, se deben tomar en cuenta
gran cantidad de factores que podrian ser causa de variacio-
nes morfolégicas y funcionales, Ademds de caracteristicas
morfoldgicas y morfométricas, tanto de las células como de

sus estructuras, es importante el estudio en vivo de estos

elementos, para poder determinar su comportamiento, FE1
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estado fisioldégico del organismo, las caracteristicas de su
habitat y las variaciones de cualquier indole que en él ocu-
rran, son factores importantes, ya que pueden provocar cam-
bios, tanto en la frecuencia de los tipos celulares como
cambios morfofisioldgicos.

En este trabajo, se ha intentado cubrir todos estos as-
pectos, para sentar un antecedente que permita posteriormente,
determinar con mayor precision, los tipos celulares y su fun-

cién dentro de la hemolinfa de Tivela stultorum.

Se sabe que todo sistema de leucocitos funciona para
defender al organismo contra cuerpos extratos (Hillman 1977).
Esta defensa contra cuerpos extranos, incluye dos mecanismos
generales que son: Fagocitosis de una sustancia reconocida
como extrafia y Desarrollo de una respuesta inmunitaria contra
sustancias extranas (Hillman 1977; Herndndez 1983). La natu-
raleza de estas reacciones dependerd del tipo y caracteristi-
cas de agente extraiio, observandose una reaccidén general de
las células, y en ocasiones en mayor grado, de determinado
tipo de células,

Los tipos celulares 1G, 2G, 3G y 2A, se consideraron
fagociticos debido a que hubo incorporacién de colorante vi-
tal, por su movimiento y fagocitosis de bacterias, En los
tipos clasificados como 4G, 5G, 6G y 3A, no se encontraron
suficientes evidencias para afirmar que desempeiian una fun-
cién fagocitica, pero se observa cierta tendencia a ello,
Los tipos 1A, 4A y 5A, no son fagociticos y se desconoce la
respuesta que puedan dar como mecanismo de defensa, u otro

tipo de funcidén que desempefien,
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Los tipos 1G y 2G son similares morfoldgicamente, pero
presentan diferentes reacciones de coloraciodn con las técni-
cas utilizadas, por lo que puede considerarse que sus estruc-
turas internas, producen diferente tipo de sustancias. En-
tre estos dos tipos no se pudo establecer una clara diferen-
cia al ser observados en vivo. Se observd incorporaciodn de
colorante vital, pero no se pudo ver el mecanismo de incor-
poracién, ya que el tipo de particulas que forman el colo-
rante son muy finas, La deformacidén que sufre este tipo de
células y la formacién de seuddpodos, son evidencias de su
funcién fagocitica; Estas células presentan semejanzas con
las reportadas como granulocitos por Foley & Cheng (1974), o
granulocitos con seudodpodos filamentosos, por Cheney (1971).

Estos tipos celulares tienen la particularidad de adhe-
rirse a material de vidrio por lo que se hace dificil, a pe-
sar de su abundancia, la observacidén en vivo. Si durante el
manejo de la muestra de hemolinfa, esta es extraida con ma-
terial de plastico y se coloca en el portaobjetos directamen-
te, después de 20 minutos aproximadamente, es posible obser-
var estas células adheridas al sustrato sélido y ver la for-
macion de filopodios que se extienden y contraen constante-
mente, estas estructuras desaparecen por completo al detener-
se la actividad celular, por lo que en frotis fijados, es muy
dificil observarlos. Seglin Foley & Cheng (1974), este tipo
de comportamiento ha sido significativo para la identificacidn

y clasificacion de estas células.
Ha sido particularmente notable, la tendencia de estas

células a formar conglomerados., En frotis tefiidos, se han

observado conglomerados formados por un solo tipo de células
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(1G) y por dos tipos de células (1G y 2G). E1 nimero de cé-
lulas que forman estos conglomerados es muy variable, se ob-
servaron desde dos células a varias decenas, formando una
gran masa sin forma definida y este tipo de comportamiento
ha sido mencionado por George & Ferguson (1950) y por Foley
& Cheng (1974).

Hillman (1977) afirmé que la tendencia a formar asocia-
ciones de células, es con el fin de poder ingerir particulas
de mayor tamatio. No se pudo observar esta particularidad,
aunque no se descarta la posibilidad debido a que en algunos
conglomerados, se observd ocasionalmente en la membrana de

las células, particulas oscuras adheridas a ella,

En el tipo 3G, la presencia de grdnulos y una ligera in-
corporacidén de colorante vital en algunas células, indican
fagocitosis, aunque no pudieron ser observados los mecanismos
de ella. En los trabajos de Flores (1982) y Hernandez (1983)
se reporta un tipo celular con cierta semejanza a é1, FEllos
describen un tipo celular al que llaman células granulares I
6 células cafés, que presenta un ndcleo lobulado, aunque la
descripcion que se hace de los granulos, es diferente, ya que
en este trabajo se han descrito como granulos muy finos y
neutréfilos, y ellos hablan de granulos ovoides o irregulares,
pigmentados y bas6filos, En cuanto al tipo de movimiento, hay
coincidencia entre nuestra descripcion y la de Hernandez (1983)
ya que se menciona la presencia de pequeiias ondulaciones que

aparecen y desaparecen,
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Flores (1982) y Hernandez (1983), anotaron que estas células,
son las mds abundantes, aunque sus apreciaciones fueron aproximadas,
ya que no se reportan haber efectuado cuenta de células en frotis
fijados, el porcentaje que mencionan es de un 857 del total de los
tipos celulares de Anadara tuberculosa. Nosotros reportamos en fro-

tis fijados, un porcentaje de 4.25% en Tivela stultorum, por lo que

apreciamos una gran diferencia en los porcentajes.

En cuanto a tamatio, Flores (1982), dice que en promedio miden
de 14 a 16 u, Hernandez (1983) solo menciona que son muy grandes, no-
SOLTOS reportamos que en promedio miden 6,6 p, aunque cabe hacer men-
cién de que en una de las muestras de hemolinfa con una coloracidn
amarillenta, actividad celular casi nula, y alto indice de bacterias,
se observé la presencia de este tipo celular con un tamaiio de 12 a
14 p.  En general, tomando como base las comparaciones hechas en cuan-
to a este tipo celular como fueron, caracteristicas de coloracidn de
los granulos, frecuencia y tamaito, consideramos que son tipos celulares
diferentes, a reserva de realizar comparaciones mas especificas, puesto
que Flores (1982) y Hernandez (1983), lo reportan en Anadara tuberculosa

y nosotros en Tivela stultorum, por lo que se debe considerar diversos

factores, tanto fisicos como biolégicos, para poder determinar si son

tipos celulares similares o no.

E1l tipo 4G, podria considerarse potencialmente fagocitico, debido
a la presencia de abundantes granulos; Este tipo coincide morfoldgica-
mente, con la descripcién hecha por Herndndez (1983) para el tino celu-
lar nombrado como células granulares III (esferulocitos), pero no se
reportan datos de tamano ni coloracidén, ademas, no se encontré en la

bibliografia disponible ninguna otra referencia.
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Presenta cierta semejanza con el tipo clasificado por nosotros
como 1G, aunque los grdnulos son mas notables, con una coloracidn

eosin6fila y muy abundantes. Se piensa que podria tratarse de un
estado de maduracidén diferente, hecho que no puede afirmarse, ya que
hacen falta mias observaciones y otro tipo de técnicas para comprobar-
lo.

El porcentaje con que se presentd este tipo de células, fué re-
lativamente bajo (3.88%), aunque se observa un ligero incremento del
‘porcentaje, en las muestras tomadas de almejas con alto indice de
bacterias y nematodos, factor que podria servir de apoyo para pensar
que, se trata de un estado de maduracidén diferente del tipo clasifi-
cado como 1G, puesto que este tipo es considerado fagocitico, y al
haber un incremento de material extraiio en el organismo podrian de-
sencadenarse mecanismos de formacidén de nuevas células, para contra-
restar los efectos que pudiera provocar el material extratio, A re-
serva de comprobar lo expuesto, se considerara a este tipo celular

como diferente,

E1l tipo 5G, es parecido al tipo 4G, difiriendo en tamafio de 1la
célula y reacciones de coloracién de los granulos, ya que en este ti-

po son basé6filos.,
Al igual que en el tipo 4G, se observa un incremento importante
de este tipo celular, en aquellas muestras tomadas de almejas con al-

to indice de bacterias y nematodos.

De la misma manera que el tipo 4G, se puede considerar, debido a

la presencia de gran cantidad de grdnulos, potencialmente fagocitico

41



y cabe pensar que, de igual manera, podria tratarse de un estado fisio-
logico diferente del tipo 1G, exponiéndose las mismas razones que en el

tipo anterior, para no afirmarlo definitivamente,

E1l tipo 1A, no lo consideramos fagocitico o la menos, no encontra-
mos evidencias de ello. La descripcion que se hace de é1, de acuerdo
a las caracteristicas observadas, coincide con el tipo celular descrito
como agranulocitos por Moore & Eble (1977), células tipo I, semejantes
a linfocitos por Flores (1982) y como células agranulares semejantes a
linfocitos por Herndndez (1983).

En este tipo celular, fué observado un comportamiento, del cual no
encontramos referencia en otros trabajos., Podria tratarse de un meca-
nismo mediante el cudl, se forman nuevas éélulas, este mecanismo solo
fué observado en dos ejemplares, obtenidos en una época en la que hubo
un incremento en la temperatura de su habitat, debido a la influencia
de una corriente marina, no comin en esta regidén, por lo que, esto pudo
haber sido un factor importante en este peculiar comportamiento, pero
evidentemente, para llegar a una conclusion, es necesario considerar
mds ampliamente una serie de factores como son: Cambios de temperatura,
hdbitos alimenticios, salinidad del medio, presencia y cantidad de mi-
croorganismos en la hemolinfa y observar en que condiciones especifica-
mente, aparecen estas modificaciones, ya que Akberali (1980), menciona
que la concentracion de iones en la hemolinfa, varia paralelamente con
la concentracién del medio, y Foley & Cheng (1974) proponen la tesis
de que se pueden producir cambios cuantitativos y cualitativos en los
leucocitos, influenciados por variaciones en alimentacién, cambios de
intensidad de luz, temperatura y salinidad, 6 por la presencia de ma-
teria orgdnica, y que estos factores en conjunto, pueden provocar una
variacion de los leucocitos circulantes, atribuidos al estado fisiolé-

gico del individuo.
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En nuestro trabajo, el porcentaje para este tipo celular es bas-
tante elevado (32.83%), lo cual no corresponde al porcentaje mencio-
nado por Moore & Eble (1977) que es de un 2%, y por Flores (1982)
que sin precisar un porcentaje, indica que son las menos abundantes
en la hemolinfa, por lo que pensamos, que esta gran diferencia podria
deberse a diversas causas como son factores fisicos del medio en que

vive el organismo.

Si segin sus caracteristicas morfoldgicas, este tipo celular,
fuese realmente un linfocito y tuviera las funciones de dicha célula,
entre ellas, segin Hillman (1977), la de reaccionar formando anticuer-
pos e iniciar una respuesta de tipo inmunitario que protegeria al
organismo contra agentes patdgenos ambientales, se relacionaria el
alto porcentaje cuantificado, como una respuesta a agentes extrafios,
ya que la mayoria de los organismos estudiados, tuvieron un alto grado
de incidencia de microorganismos, que aunque no se precisdé si son pa-

tégenos, se encontraron en una cantidad anormal,

Este tipo de respuesta ain no es bien conocida en invertebrados,
aunque Cheng & Sullivan (1983) citan un trabajo de Acton & Evans
(1968), en donde indujeron por medio del colifago T2, una respuesta

de este tipo en moluscos bivalvos, especificamente en Crassostrea

virginica.

Nosotros no pudimos determinar la funcién de este tipo celular,
pero morfoldégicamente, al igual que los autores Flores (1982) y Her-
nandez (1983), los seguiremos considerando tipo linfocitos, a reserva

de verificar si su funcidén es similar.
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El tipo 2A, lo consideramos fagocitico. Las evidencias para ello
son suficientes porque, tanto en vivo como en frotis fijados, se obser-
v6 la presencia de bacterias en su interior, ademas de que fué posible
ver el mecanismo de fagocitosis, que se realiz6 por medio de la forma-
cién de seuddpodos cortos y gruesos, que captan rapidamente las bacte-

rias, quedando estas atrapadas en el interior de la célula.

Moore & Eble (1977) mencionan haber observado ocasionalmente fa-
gocitosis de bacterias, efectuada por células de tipo granulocitico y
nunca en agranulociticos. El tipo celular clasificado por nosotros
como 2A, se considerd como agranulocitico, pues como se describe en
los resultados, no presenta granulos o al menos no fueron observados,
aunque cabe la posibilidad de que los contenga, pero no se hicieron
evidentes con las técnicas de coloracion utilizadas, Segin Flores
(1982) hay algunos tipos de granulos que no son notables con las téc-
nicas de coloracidén comunes, por lo que habria que comprobar, utili-
zando técnicas mds especificas, si en realidad corresponde a un tipo

agranulocitico,

Foley & Cheng (1974) mencionan un tipo con semejanza a este, y
lo 1llaman hialinocito, describiendo que contienen algunos cuerpos
vermiformes, vacuolas y cuerpos refriactiles situados cerca del ni-

cleo, caracteristicas observadas en las células que mencionamos.

Es importante hacer notar que, estas células, presentan una fre-
cuencia elevada, que se modifica considerablemente, incrementandose
al haber un nGmero elevado de bacterias en la hemolinfa del organis-
mo, ademds se observa un aumento en la movilidad de la célula, por lo
que puede decirse que el porcentaje y actividad de estas células, de-
pende en gran medida, de la influencia de agenltes extranos en la hemo-
linfa.
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Los tipos 6G, 3A, 4A y 5A, son tipos que aln, con no ser predo-
minantes o representativos, puesto que su porcentaje fué muy bajo 6
en su defecto alto, pero en muy pocos de los ejemplares estudiados,
fueron tomados en cuenta considerando que posiblemente sean modifi-
caciones morfdlogicas de alguno de los tipos predominantes, 6 tipos
que se presenten al haber alguna condicidén que provoque su presen-
cia, y que para nosotros es desconocida, Sobre estos tipos, no se
encontrd referencia alguna en la bibliografia disponible, por lo
que se carece de fundamentos s6lidos para efectuar una discusion
acerca de ellos, sin embargo, se tratara de proponer una posible fun-
cién para ellos, en la hemolinfa, en base a sus caracteristicas y
condiciones en que fueron observadas, Cabe mencionar que las obser-
vaciones que se hicieron de ellos, fueron escasas, pues en general

sus porcentajes fueron sumamente bajos.

E1l tipo 6G, es un tipo al que puede considerarse fagocitico, de-
bido a que presenta gran cantidad de'grénulos en su citoplasma, No
es un tipo comin, puesto que solo se observé en un ejemplar, con un
porcentaje muy bajo (0.46%); E1 ejemplar en el cual se encontrd pre-
sente, se caracterizd por tener gran cantidad de bacterias, factor
que debe considerarse importante, pues fué el factor comin que estuvo
presente junto con estos tipos celulares, considerados como no predo-

minantes.
En la bibliografia consultada, no se encontré ninguna referencia

que pudiese ayudar a establecer, con precisién la funcidén que desem-

peia este tipo y condiciones en que se presente,
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El determinar la funcién especifica que desempeiien estas células
en la hemolinfa, solo lograra hacerse con un mayor nimero de observa-
ciones y en condiciones controladas, para poder determinar cuando

aparece este tipo celular,

E1l tipo 3A, estd representado por células que fueron observadas
Gnicamente en dos organismos estudiados, el porcentaje que presenta-
ron fué alto (2.17%) con relacidén a otros tipos celulares que se pre-
sentaron en mayor numero de organismos, Se hace notar que en las
muestras tomadas, se observd una gran cantidad de bacterias, ademas
los ejemplares fueron adquiridos en carros ambulantes de la zona, por
lo que no puede precisarse el tiempo que hayan estado retirados de su

habitat, ni el manejo que se hizo de ellos.

En la bibliografia disponible, no se encontrd referencia alguna

que pudiese ser comparada con estas células.

El citoplasma se observa con gran cantidad de filopodios sumamen-
te delgados, lo cudl no permitidé observar detalles estructurales de él,
y no se pudo precisar la presencia de grdnulos, por lo cual se clasi-

fico como agranulocito.

Se puede considerar como un tipo fagocitico, en base a la presen-
cia de gran ndmero de prolongaciones citoplasmicas que tiene, aunque
no fue posible determinarlo debido a que no hubo observaciones en vivo

que permitieran tener mayores bases.
Es posible que este tipo, se presente Unicamente en determinadas

condiciones, pero para poder conocerlas, es necesario diserfar mecanis-

mos experimentales que permitan establecer cuales son estas condiciones.
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Se supone que algin factor fisico es el que induce su aparicidn, ya
que la presencia de microorganismos, fué comin a la mayoria de los
ejemplares estudiados, y estas células solo se observaron en dos de
ellos, que como ya se mencioné, se desconocfa si hubo algin factor
que pudiera haber provocado alteraciones fisioldgicas, debido a que

su procedencia y manejo no estuvo controlada.

El tipo 4A, estd constituido por células que fueron observadas
con un porcentaje muy bajo (0.37%) Unicamente en dos organismos, uno
de ellos con hemolinfa considerada como anormal, por presentar una
coloracién amarillenta y escasa actividad celular, No se considerd
fagocitico, puesto que ademas de no observarse la presencia de granu-
los, no hubo otras evidencias que asi lo demostraran, pero podria
pensarse en base a caracteristicas morfoldgicas de su citoplasma,
que pueda tratarse de alguna variedad morfoldgica del tipo clasifi-
cado como 2A, el cudl, sin haber sido posible determinar la presen-
cia de granulos, por otro tipo de evidencias, fué ampliamente deter-
minado como fagocitico. Ambos tipos, presentan semejanzas morfologi-
cas, sobre todo a nivel de citoplasma, ya que en ambos tiene un as-
pecto vesiculoso y es abundante; en el tipo 4A la relacion nicleo-
citoplasma, no es comin a la observada en otros tipos, ya que el nu-
cleo es bastante pequeiio en relacién con la cantidad de citoplasma,
hecho que llevé a considerarlo como un tipo diferente, ademas de la

¢ 7 / /
coloracion que presento el nucleo.

Para poder determinar las condiciones en que se presenta este
tipo celular, y la funcidén que desempeiia, es necesario, igual que en
los casos anteriores, hacer mayor nimero de observaciones, en condi-

ciones controladas,
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En la bibliografia consultada, no se encontrd ninguna referencia
con la cual pudiera hacerse comparaciones, A reserva de verificar si
su naturaleza es fagocitica o no, y si es una modificacidn del tipo

2A, se considerara como no fagocitico y tipo celular diferente,

El tipo 5A, se considera como no fagocitico, debido a que no pre-
. . 0 - . . .
senta granulos en el citoplasma, ni alguna otra evidencia para afirmar
lo contrario., Es el tipo celular con el mas bajo porcentaje (0.15%),
dnicamente se encontrd en un organismo con la caracteristica de conte-
ner gran cantidad de bacterias en su hemolinfa. En la bibliografia

consultada, no se encontré ninguna referencia acerca de él,

Se desconoce la funcién que pudiera desempeffar ya que no hubo ob-
servaciones en vivo de este tipo, aunque debido a la ausencia de gra-
nulos en su citoplasma, se sugiere que se trate de un tipo no fagoci-
tico. Se considera que se deben realizar mayor nimero de observacio-
nes y bajo condiciones controladas, para poder determinar la funcidn

que desempeiia y condiciones en que se presenta.

Es evidente, al analizar los porcentajes relativos que presentan

los tipos celulares de la hemolinfa de Tivela stultorum, que estos no

son constantes, sino que varian notablemente, sobre todo en aquellos
organismos que de alguna manera se noté alguna alteracion en la hemo-
linfa, siendo preponderante la alta incidencia de microorganismos,
como factor determinante en la variabilidad de los porcentajes; olro
tipo de factores que pueden influir, son factores fisicos del medio,

y esto es mencionado por Foley & Cheng (1974).
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Evidentemente, las células de la hemolinfa desempefian un papel
importantisimo, dentro de lo que se considera mecanismos de defensa,
entre otras funciones, ya que dentro de la hemolinfa son ellas las
que directamente reaccionan contra los diferentes impactos a los que
se encuentra sometido el organismo, provocando respuestas de diverso
tipo, como es la fagocitosis de material extrano; otro tipo de res-
puesta como serian inmunolégicas, se desconoce si se presentan y de
que magnitud, ya que los estudios sobre estos mecanismos en inverte-
brados son escasos, ‘sin embargo, como todo organismo .expuesto a cons-
tantes cambios ambientales y alteraciones por contaminantes, sugiere

una capacidad de adaptacién y defensa para sobrevivir en ese medio.
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CONCLUSTIONES

Se encontraron dos categorias celulares basicas, y dentro de ellas,
varios tipos con caracteristicas propias para considerarlos diferentes.
Las categorias se clasificaron siguiendo el criterio de presencia o au-
sencia de granulos citopldsmicos; y los tipos, de acuerdo al porcenta-

je global que tuvieron en los organismos estudiados,

Se considera que la presencia de algunos tipos (6G, 3A, 4A y 5A),

es influenciada por factores que no fué posible su determinacion,

Es evidente que, el estudio y clasificacion de los tipos celula-

res presentes en la hemolinfa de Tivela stultorum, presenta bastante

dificultad, sobre todo en su interpretacidén, ya que se encontro gran

variedad morfoldgica, incluso dentro de un mismo tipo celular,

Este trabajo debe ser tomado como un estudio preliminar, que es~-
tablece cuales son los tipos celulares mds comunes en la hemolinfa de

Tivela stultorum y su posible funcidén; ademas se mencionan algunos ti-

pos no comunes, que pueden tratarse de modificaciones morfoldgicas de
algin tipo predominante, 6 que se presenten bajo determinadas condicio-

nes,

Se sugiere la funcidn que realizan los diferentes tipos celulares
en la hemolinfa, puesto que para definirla, se debe tener en cuenta
que es indispensable el analisis bioquimico, citoquimico y ultraestruc-
tural en organismos controlados, para poder llegar a una conclusidén con
respecto a la funcién especifica de cada tipo celular; esto proporciona
a la vez un camino mas para conocer factores inmunoldgicos que puedan

ser utilizados por el hombre.
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