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Resumen  

Los hemocitos son células efectoras de la defensa inmune celular de bivalvos, lo 

cual realizan mediante las actividades de fagocitosis y producción de radicales de 

oxígeno (ROS). Ambos son aspectos sensibles a alteraciones en el ambiente 

(temperatura, salinidad, pH), infecciones por patógenos e inclusive a la presencia 

de contaminantes. Por ello, el número total, diferencial así como las actividades 

funcionales que los hemocitos realizan se utilizan como indicadores para evaluar 

el estado de salud de los bivalvos. Panopea globosa es una especie endémica de la 

Península de Baja California con significativo valor comercial. Sin embargo, no se 

tiene información referente al funcionamiento de su sistema inmune y menos aún, 

bajo diferentes temperaturas de aclimatación. El presente estudio tuvo por objetivo 

evaluar la capacidad fagocítica y producción intracelular del radical superóxido a 

30, 60 y 120 min en los hemocitos de P. globosa expuesta a distintas temperaturas 

de aclimatación (15°C, 25 °C, 30 °C; 20 °C grupo control). El recuentro total de 

células varió de 2-9 x 105 hemocitos ml-1, siendo significativamente (p<0.05) más 

bajo en almejas aclimatadas a 15º C y más alto en aquellas a 30 °C. La viabilidad 

celular varió de 81-83% sin diferencias significativas (p>0.05) entre los 

tratamientos. La hemolinfa está conformada por tres subpoblaciones de hemocitos: 

hialinocitos grandes (12-18 μm) y hialinocitos pequeños (4-12 μm), que son células 

con pocos gránulos en el citoplasma celular; y granulocitos (12-18 μm), células con 
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numerosos gránulos en el citoplasma. Todas las subpoblaciones celulares fagocitan  

partículas siendo los granulocitos las células más activas. No obstante, en todos los 

tiempos de incubación, se observó que la actividad fagocítica de las células tiende 

a disminuir (p>0.05) en almejas aclimatadas a 30º C. Los resultados obtenidos 

indican que el número total de hemocitos es afectado por la temperatura por lo cual, 

podría ser utilizado como indicador para evaluar el bienestar de P. globosa. Por su 

parte, las actividades defensivas de los hemocitos sufren ligeras alteraciones, 

principalmente después de 120 min de incubación, aunque éstas no son inhibidas, 

lo que sugiere que este bivalvo está adaptado a las amplias variaciones de 

temperatura a las que está expuesto de manera natural. 

Palabras clave: Panopea globosa, temperatura, hemocitos, fagocitosis, estallido 

respiratorio. 
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1. Introducción.  

Panopea globosa es un moluscos bivalvo de importancia comercial que se 

distribuye en ambas costas del Golfo de California y en Bahía Magdalena Baja 

California Sur (Rivera, 2010). Esta especie habita desde 10 hasta 100 m de 

profundidad (Coan y Valentich, 2012) y se encuentra expuesta a amplias 

variaciones de temperatura de manera natural (160 C - 300 C) (Aragón-Noriega et 

al., 2007; Arambula-Pujol Edna et al., 2008; Calderon-Aguilera et al., 2010). Son 

organismos dioicos cuya gametogénesis y desove transcurre de otoño a invierno 

cuando la temperatura superficial del mar se encuentra entre 170 C y 210 C (Aragón-

Noriega et al., 2007; Arambula-Pujol et al., 2008; Calderon-Aguilera et al., 2010). 

P. globosa es un producto de alto valor comercial para el mercado asiático 

principalmente Japón, Corea y China siendo este último el mayor comprador. Solo 

del 2005-2010 se extrajeron 841 ton de P. globosa representando 77% de la pesca 

total del género Panopea, posicionándose como una de las principales pesquería 

artesanales del Estado de Baja California (Carta estatal pesquera). En este sentido, 

la acuicultura representa una alternativa para evitar la sobreexplotación de los 

bancos naturales. Por ello se ha desarrollado la tecnología de cultivo de esta especie 

(García-Esquivel et al., 2013; Quintana-Lopez, 2015) y a la par de ello, se han 

estudiado aspectos claves tales como desarrollo gonádico (Tapia-Morales, 2014; 

Arcos-Ortega et al., 2015), alimentación, tasas de crecimiento y supervivencia en 
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condiciones de laboratorio (Ferreira-Arrieta et al., 2015; Tapia- Morales et al., 

2015). No obstante, se conoce que las condiciones de cultivo favorecen la 

transmisión de patógenos (Berthe, 2005). En el caso de las especies del genero 

Panopea spp. Este tema aún es poco conocido. Algunos estudios han descrito 

verrugas color crema a rosado-grisáceo, ampollas con un líquido transparente, 

cicatrices y verrugas de color naranja que afecta el manto y sifón en Panopea 

generosa (Bower y Blackbourn, 2003). En Panopea abbreviata, se han observado 

bacterias tipo Rickettsia en las células epiteliales de los túbulos de la glándula 

digestiva, ciliados en branquias y con menor prevalencias en los palpos labiales, 

así como protozoarios en las células epiteliales del intestino, gregarinas en el tejido 

conectivo del manto, nemertinos (Malacobdella arrokeana) en la cavidad del 

manto (Vázquez, 2015). También se han observado turbelarios (Paravortex 

panopea) en el lumen del intestino (Brusa et al., 2011; Vázquez et al., 2015). En 

Panopea globosa recientemente se ha podido aislar y cultivar el protozoario 

Uronema marium extraído de tejido dañado similar al descrito por Cáceres 

Martínez (2015). El tejido se encontraba parcialmente lacerado provocando la 

formación de agujeros que dan la apariencia de un tejido cavernoso invadido por 

numerosos protozoarios (Pérez Bustamante, 2017). Sin embargo, no se tiene 

información relacionada con el funcionamiento del sistema inmune de Panopea 

globosa. 
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Al igual que en el resto de moluscos el sistema inmune de P.globosa se 

encuentra restringido por una inmunidad innata, por lo tanto, no presenta 

especificidad antígeno anticuerpo (Vargas y Barracco, 2001). En moluscos, el 

sistema inmune está integrado por componentes humorales compuesto por 

proteínas plasmáticas como lisinas, lectinas, péptidos bioactivos, y citosinas 

(Anisimova, 2013); así como de componentes celulares, éstos son propiamente los 

hemocitos, los cuales se distribuyen a todo el organismo por medio de la hemolinfa 

(Vargas y Barracco, 2001). 

Los hemocitos pueden clasificarse de acuerdo con la cantidad de gránulos 

presente en su citoplasma la afinidad a los colorantes morfología y función (Hine, 

1999; Anisimova, 2013). Sin embargo, el criterio más aceptado para clasificar a los 

hemocitos ha sido el de Cheng (1984) el cual establece dos grandes grupos: 

hialinocitos o células agranulares que pueden tener pocos o ningún granulo; y  

granulocitos o células granulares los cuales, se caracterizan por tener una gran 

cantidad de gránulos dispersos en el citoplasma. Cabe resaltar que, en cualquier 

caso, no existe un número estándar de gránulos que caracterice a uno y otro grupo 

de células. Así se han identificado hemocitos irregulares, acidófilos, basófilos, 

pueden presentar un solo núcleo esférico, ovoide o en forma de herradura; y 

ocasionalmente se observan células binucleadas (Hine, 1999). Por ejemplo, en la 

ostra perlera Pinctada fucata los hemocitos se clasificaron en hialinocitos pequeños 
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(1 a 3 μm), hialinocitos grandes (5 a 8 μm) y granulocitos (3 a 5 μm) (Li et al., 

2015). Sin embargo el diámetro de los hemocitos varía entre las especies 

registrando tamaños para hialinocitos grandes que rondan 6-15 µm, de 1-7µm los 

hialinocitos pequeños y granulocitos entre 7-13 µm (Li et al., 2015; Vieira et al., 

2017 y Li et al.2018). En el caso de la almeja gigante Tridacna crocea se 

encontraron tres subpoblaciones de hemocitos granulares una de las cuales, se 

clasifico como “tipo mórula” y se caracterizan por ser las células de mayor tamaño, 

en relación al resto de hemocitos (Nakayama et al., 1997).  

Los hemocitos cumplen diferentes funciones tales, como el transporte y la 

digestión de nutrientes, y la reparación de tejidos dañados. Sin embargo, su 

participación más sobresaliente es la defensa contra agentes no propios del 

organismo ante los cuales, las distintas subpoblaciones de hemocitos tienen 

funciones diferentes en relación a la defensa inmune. Por tanto, la variación de la 

proporción de dichas subpoblaciones podría tener efectos importantes en la 

inmunocompetencia de los organismos (Ellis et al., 2011). La defensa celular se 

realiza por medio de un proceso denominado fagocitosis en el cual, la célula 

envuelve a todo lo que sea ajeno al organismo para su posterior eliminación 

mediante síntesis y liberación de péptidos antimicrobianos y enzimas lisosómicas 

o bien mediante la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Anisimova, 

2013; Pila et al., 2016), también denominado estallido respiratorio, en el cual se 
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liberan radicales de oxígeno tales como anión superóxido (O2), hidróxido (OH) y 

peróxido de hidrogeno (H2O2) (Anisimova, 2013; Pila et al., 2016), que son 

producidos una vez que la célula ha fagocitado un patógeno (Donaghy et al., 2012; 

Carrillo et al., 2016). Ambos aspectos funcionales de los hemocitos han sido 

evaluados en especies como Mytilus galloprovincialis y Littorina littorea 

(Carballal et al., 1997; Gorbushin and Iakovleva, 2007).  

Los parámetros funcionales de los hemocitos son sensibles a diversos factores 

tanto internos como externos. La abundancia, así como la proporción de las 

subpoblaciones de hemocitos varían según la especie (Hine, 1999). Ambos 

aspectos se ven influenciados por factores como temperatura, salinidad, pH, 

amonio a los cuales se entren expuestos los organismos (Cheng et al., 2004; 

Gagnaire et al., 2006; Ding et al., 2016). Por tanto, los parámetros funcionales de 

los hemocitos se han empleado para monitorear el estado de salud de los 

organismos (Fournier et al., 2001). Por ejemplo, el aumento o disminución del 

número total de hemocitos en moluscos puede reflejar estrés fisiológico derivado 

de cambios ambientales, exposición a contaminantes o patógenos (Gagnaire et al., 

2006; Yu et al., 2009; Giuliano y Fontanetti, 2010; Ding et al., 2016). En 

acuicultura, es importante poder predecir períodos de mayor estrés, ya que éstos se 

han asociado a la inmunodepresión de los organismos y por tanto a brotes de 

enfermedades (Hooper et al., 2014). En Crassostrea virginica, Chamelea gallina y 
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Mactra veneriformis el incremento de la temperatura disminuye la capacidad 

fagocítica de los hemocitos (Hégaret et al., 2003; Monari et al., 2007; Yu et al., 

2009). Del mismo modo, la producción de ROS en el abulón Haliotis discus hannai 

se vio afectada por el incremento de la temperatura (Ding et al., 2016). 

Panopea globosa es una especie de notable relevancia económica para el sector 

pesquero y acuícola de Baja California. Para proporcionar un producto de calidad, 

es necesario obtener y mantener organismos sanos sin embargo, en la cadena 

productiva y de distribución existen condiciones tales como exposición al aire, al 

sol o bien, el traslado en contenedores no adecuados para el correcto transporte de 

los organismos, lo que originan estrés en los mismos y a su vez, puede suprimir su 

sistema inmune y favorecer el desarrollo de enfermedades (Mydlarz et al., 2006; 

Hurtado-Oliva et al., 2015). El estudio de la condición del sistema inmune de los 

organismos aporta herramientas para detectar su estado de salud, lo cual es 

particularmente relevante en especies que, como P. globosa, tienen relevancia 

acuícola y pesquera (Giuliano y Fontanetti, 2010; Hooper et al., 2014). Por ello, 

estudios como el que aquí se presenta, son necesarios para aportar conocimiento 

relativo a la defensa inmune de esta especie. 
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2. Hipótesis 

La temperatura ambiental a la que están expuestos los bivalvos modula los 

parámetros inmunes de estos moluscos. Por tanto, el incremento de la temperatura 

ocasionará un aumento en el número total de hemocitos, así como en la actividad 

fagocítica y producción de ROS de los mismos, pero disminuirá la viabilidad 

celular. 

3. Objetivos  

3.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la respuesta inmune celular de los 

hemocitos de Panopea globosa. 

3.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar los hemocitos de Panopea globosa mediante microscopía 

óptica y electrónica de transmisión. 

 Determinar el efecto de la temperatura (15° C, 25° C y 30° C) sobre el 

número total de hemocitos en la hemolinfa de Panopea globosa. 

 Determinar el efecto de la temperatura (15° C, 25° C y 30° C) sobre la 

viabilidad de los hemocitos de Panopea globosa. 

 Determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad fagocítica de los 

hemocitos de Panopea globosa. 

 Determinar el efecto de la temperatura sobre el estallido respiratorio de los 

hemocitos de Panopea globosa. 
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4. Metodología 

4.1 Obtención y aclimatación de organismos 

 Se obtuvieron 34 almejas adultas de San Felipe, B.C. (Figura 1) las cuales 

pesaron entre 738 y 1,295 ± DS 133g y fueron trasladadas al laboratorio de 

Biotecnología de Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanológicas de la 

UABC en Ensenada, B.C. De éstas, un grupo de almejas (n=4) se utilizó para 

evaluar el estatus inmune inicial, previo a la aclimatación (denominadas tiempo 

cero, T0). Las almejas restantes se mantuvieron en aclimatación por 18 días a 20ºC 

en tanques de 500 L con sistema abierto. Durante este periodo, se suministró a las 

almejas una dieta viva de lsochrysis galbana y Pavlova pinguis complementada 

con pasta (concentrado de lsochrysis galbana y Pavlova pinguis) 

 

     Figura 1. Localidad de extracción de Panopea globosa (tomado de: INEGI, 2018) 
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4.2 Diseño experimental 

 Una vez concluido el periodo de aclimatación las almejas se subdividieron 

en un grupo control conformado por 17 organismos mantenidos a 20º C ya que, es 

la temperatura óptima de alimentación de esta especie (García-Esquivel et al., 

2014). Asimismo, se establecieron grupos experimentales a temperaturas de 15° C, 

25° C y 30° C. Al momento de procesar las almejas de los grupos experimentales, 

se seleccionaron aleatoriamente también cinco almejas del grupo control para ser 

procesadas al mismo tiempo que aquellas mantenidas a 15° C. Asimismo, cuatro 

almejas del grupo control se procesaron al mismo tiempo que aquellas aclimatadas 

a 25° C y 30° C, respectivamente. En relación a la temperatura, ésta se incrementó 

o disminuyó gradualmente (1° C-día) hasta alcanzar la deseada según el tratamiento 

correspondiente (15° C, 25° C o 30° C). Una vez ocurrido lo anterior, las almejas 

se mantuvieron durante 48 h en la respectiva temperatura de experimentación tras 

lo cual, se procedió a realizar el muestreo. Durante el periodo experimental, a todos 

los organismos se les suministró una dieta de las microalgas vivas lsochrysis 

galbana y Pavlova pinguis. 

4.3 Caracterización morfológica y funcional de hemocitos de Panopea globosa 

4.3.1 Extracción de hemolinfa y recuento total de hemocitos (RHT)  

Se extrajo una muestra de hemolinfa de la cavidad pericárdica de las almejas 

utilizando una jeringa de 1 ml (0.9 × 25 mm), previamente cargada con 
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antiagregante (Modified Alsever's Solution: glucosa 20.8 g; citrato de sodio 8 g; 

EDTA 3.36 g; NaCl 22.3 g) en proporción 1:1. Las muestras se colocaron en viales 

y se mantuvieron en hielo hasta su uso. El número total de hemocitos (RHT) se 

cuantificó con una cámara de Neubauer. El ensayo de viabilidad celular se realizó 

mediante el método de exclusión azul tripán de acuerdo con Yao y Somero (2012) 

en el cual, las células muertas se tiñen de azul mientras que, las células vivas 

permanecen incoloras. El porcentaje de viabilidad celular se estimó de acuerdo 

con la siguiente fórmula: 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 = (
𝑛𝑜. ℎ𝑒𝑚𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑡𝑒ñ𝑖𝑑𝑜𝑠

𝑛𝑜.  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
) ×  100 

4.3.2 Caracterización morfológica de hemocitos por microscopía óptica 

Con la hemolinfa extraída de cada almeja en las condiciones antes mencionadas 

se elaboraron, por triplicado, monocapas de hemocitos (1 × 104) en agua de mar 

filtrada y estéril (FSSW). Las monocapas se incubaron en cámara húmeda durante 

30 min a temperatura ambiente (22-24º C) para permitir la adhesión celular en 

portaobjetos de vidrio. Posteriormente, se tiñeron con Hemacolor® de acuerdo 

con el protocolo del fabricante y se observaron en un microscopio óptico Axiostar 

(Zeiss). Se midieron, al menos, 100 hemocitos de cada tipo para determinar los 

tamaños de las diferentes células presentes en la hemolinfa de P. globosa 

utilizando el software ZEN (Zeiss).  
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4.3.3 Caracterización morfológica de hemocitos por microscopía electrónica 

de transmisión (MET) 

 La ultraestructura de los hemocitos se analizó mediante microscopía 

electrónica de transmisión (MET). Para ello, se extrajo una muestra de hemolinfa 

de la cavidad pericárdica de las almejas mantenidas 20° C utilizando una jeringa 

de 1 ml (0.9 × 25 mm), previamente cargada con glutaraldehído 2.5% en tampón 

cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.4. La fijación de las muestras se realizó durante 

2h a 4º C tras lo cual se lavaron en el mismo tampón y se postfijaron en OsO4, 2% 

en las mismas condiciones de tiempo y temperatura antes mencionadas. 

Posteriormente, las células se deshidrataron en una serie gradual de etanol (15, 30, 

50, 75 y 100%) durante 2h en cada concentración y se incluyeron en resina Spurr 

(EMS). Finalmente, se realizaron cortes ultrafinos de 70 nm de grosor en un ultra- 

microtomo Leica Ultracut R. Los cortes se montaron en rejillas de cobre con 

formvar/carbón, se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se 

observaron en un microscopio electrónico de transmisión Hitachi H7500 a un 

voltaje de 80 keV.. 

4.3.4 Evaluación de la capacidad fagocítica de los hemocitos  

 La evaluación de la capacidad fagocítica de los hemocitos  se realizó en 

todas las almejas en los diferentes tratamientos térmicos se realizó de acuerdo 

con Carballal et al., (1997). Se elaboraron, por triplicado, monocapas con  1 × 
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104 hemocitos/ml en FSSW incubadas en cámara húmeda, a temperatura 

ambiente, durante 30 min para permitir la adhesión de las células. A cada 

preparación se le agregó zimosán (SIGMA) en proporción 1:10 (hemocito: 

zimosán) y  se incubaron durante 30, 60, y 120 min a temperatura ambiente (22-

24º C) tras lo cual, el zimosán no fagocitado se lavó con FSSW. Las 

preparaciones se fijaron en metanol durante 1min y se tiñeron con el kit de tinción 

rápida Hemacolor®, siguiendo las indicaciones del fabricante. El número de 

células fagocíticas se cuantificó en, al menos, 200 células en total observadas en 

10 campos seleccionados al azar usando un microscopio compuesto Carl Zeiss 

primo star a una magnificación de 400 ×. El porcentaje de células fagocíticas y 

el índice de partículas fagocitadas (IPF) se estimaron, respectivamente, de 

acuerdo con Oliver y Fisher (1995) como se indica a continuación: 

 

% 𝑐é𝑙𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 = (
𝑛𝑜. 𝑐𝑒𝑙𝑠. 𝑐𝑜𝑛 𝑧𝑖𝑚𝑜𝑠á𝑛

𝑛𝑜. 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐é𝑙𝑠. 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎𝑠
) ×  100 

 

𝐼𝑃𝐹 =
𝑛𝑜. 𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑛𝑜. 𝑐é𝑙𝑠. 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑐í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠
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4.3.5 Estallido respiratorio 

 El estallido respiratorio se determinó mediante la prueba de nitroazul de 

tetrazolio (NBT) en la cual, la  presencia del radical superóxido utilizado para 

eliminar potenciales patógenos se demuestra mediante la formación de depósitos 

de formazán color azul-morado (Carballal et al., 1997). Para ello, se elaboraron 

monocapas de 1 × 104 hemocitos/ml. Para estimular las células se añadió zimosán 

en proporción 1:10 (hemocito: zimosán) y se incubaron en 0.1% NBT durante 60 

min, en cámara húmeda, a temperatura ambiente (22-24º C). En los controles se 

añadieron 100 μl FSSW. Para verificar la especificidad de la reacción, se 

elaboraron monocapas en las que, además de NBT y zimosán se añadió el 

inhibidor SOD (300U/ml) para verificar la especificidad de la reacción. 

Finalmente, las monocapas   se   fijaron   en   glutaraldehido   1.25%   en   FSSW.   

Todas   las  preparaciones se elaboraron por triplicado. Se cuantificaron, al menos, 

200 células en un microscopio compuesto Carl Zeiss primo star a una 

magnificación de 400×. 

4.4 Análisis estadístico 

Los datos se analizaron con el software SigmaPlot 9 (Systat Software, Inc., San 

Jose, CA, EE.UU.) mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA), 

seguido de una prueba de Tukey cuando fue necesario. La normalidad de las 

variables se analizó con la prueba de Kolmogorov-Smirnov mientras que, la  
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prueba de Levene se utilizó para verificar la homogeneidad de varianzas. Cuando 

los datos no siguieron una distribución normal, se analizaron con la prueba de 

Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones múltiples Holm-Sidak o la 

prueba de Dunn. Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar 

(DS) de la muestra y se consideraron significativos a una p<0.05. 

5. Resultados  

5.1 Caracterización morfológica de hemocitos por microscopía óptica y 

electrónica de transmisión (MET) 

 En la hemolinfa de la almeja P. globosa se identificaron dos subpoblaciones 

de hemocitos: granulocitos y hialinocitos (Fig. 2). Los hialinocitos, a su vez, se 

clasificaron en dos subtipos: hialinocitos pequeños y hialinocitos grandes (Tabla1). 

Los hialinocitos pequeños son células redondeadas que en promedio miden 8±0.16 

µm de diámetro, el núcleo es redondeado, central, basófilo y presenta pocos 

gránulos en el citoplasma celular del que derivan pequeños pseudópodos (Fig. 2C). 

Los hialinocitos pequeños son las células menos representadas en la hemolinfa de 

la almeja (Tabla 1). Los hialinocitos grandes miden en promedio 13±1 µm de 

diámetro, presentan núcleo central a excéntrico, redondeado, acidófilo (Fig. 2A), 

presentan pocos gránulos en el citoplasma y gran capacidad de extensión de 

pseudópodos (Fig. 2A, 2B). Los hialinocitos grandes son las células más 

abundantes en la hemolinfa de P. globosa y muestran una proporción 

núcleo/citoplasma similar a la de los hialinocitos pequeños (Tabla I). Los 
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granulocitos miden en promedio 11±0.33 µm de diámetro, el núcleo es redondeado 

y excéntrico, basófilo, presentan numerosos gránulos basófilos en el citoplasma 

(Fig. 2D). La proporción núcleo/citoplasma de los granulocitos es menor que en 

los hialinocitos y son células menos abundantes que los hialinocitos grandes (Tabla 

I). El análisis ultraestructural confirma la presencia de las distintas subpoblaciones 

celulares. Los hialinocitos pequeños muestran un núcleo ovalado, excéntrico, con 

visible heterocromatina condensada principalmente, en la periferia del mismo (Fig. 

3A-B).  

En el citoplasma se distinguen pocos gránulos electron-claros y electron-densos 

(Fig. 3 A-B). La membrana celular muestra pseudópodos muy pequeños (Fig. 3 A-

B). La abundancia de hialinocitos grandes fue evidente (Fig. 3C). Estas células 

muestran núcleo circular, excéntrico, con notable heterocromatina condensada 

(Fig. 3C-D). En el citoplasma celular se observan pocos gránulos principalmente, 

electron-claros, numerosas mitocondrias electron-densas y vacuolas (Fig. 3C-D). 

Ambos tipos de hialinocitos muestran abundantes vesículas y depósitos de 

glicógeno en el citoplasma (Fig. 3B, D). La ultraestructura de los granulocitos 

muestra células con núcleo excéntrico de abundante heterocromatina dispersa (Fig. 

3E-F). Numerosos gránulos electron-claros, lisosomas, vacuolas, vesículas y 

pequeño gránulos de glicógeno se observan dispersos en el citoplasma celular del 

cual se desprenden delgados pseudópodos de tipo filópodos (Fig. 3E-F). 
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Tabla I. Hemograma de la hemolinfa de Panopea globosa (n=10, 20º C). Los valores se presentan media ± 

DS (n=100 células) N/C, proporción núcleo/citoplasma. 

 Diámetro (μm)   

Tipo 

Hemocito 

 

min 

 

máx 

N/C Abundancia (%) 

Hialinocitos 

pequeños 

4 12 0.63±0.11 5±0.1 

Hialinocitos 

grandes 

6 18 0.63±0.15 67±.43 

Granulocitos 6 18 0.44±0.10 28±.38 

 

 
Figura 2. Micrografías de las subpoblaciones de hemocitos caracterizadas en la hemolinfa de Panopea 

globosa. A-B: Hialinocitos grandes mostrando núcleo (N) acidofilo y la presencia pseudópodos (Ps). Tipo 

filópodos C: Hialinocito pequeño mostrando el núcleo basófilo, la presencia de pequeños pseudópodos y 

pocos gránulos en el citoplasma celular. D: Granulocito mostrando núcleo ovalado, excéntrico y abundantes 

gránulos basófilos en citoplasma celular. 
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Figura. 3 Micrografías electrónicas de transmisión de los hemocitos de Panopea globosa. A-B: Hialinocitos 

pequeños, C-D: Hialinocitos grandes, D-E: Granulocitos. N: núcleo, C: citoplasma, PS: pseudópodos, HE: 

heterocromatina,  Va: vacuolas y Mi: mitocondria. 
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5.2 Caracterización funcional de los hemocitos  

 

5.2.1 Extracción de hemolinfa y recuento total de hemocitos (RTH) 

 

 El RTH en la hemolinfa circulante de P. globosa incubada a diferentes 

temperaturas mostró una gran heterogeneidad (Fig. 4). El RTH de las almejas 

aclimatadas en las distintas temperaturas varió 2-9 × 105 hemocitos/ml, siendo 

significativamente (p<0.05) más bajo el número de hemocitos en almejas 

aclimatadas a 15º C y más alto (p<0.05) en aquellas aclimatadas a 30º C (Fig. 4). 

En relación a la variación de los tipos celulares, el porcentaje de hialinocitos 

pequeños fue significativamente (p<0.05) menor en las almejas analizadas tal 

como se obtuvieron del campo y aquellas aclimatadas a 30º C en comparación con 

las almejas aclimatadas a 15º C (Fig. 5). Por su parte, la proporción de hialinocitos 

grandes fue significativamente menor en las almejas aclimatadas a 15º C, aunque, 

esto sólo fue estadísticamente significativo de las almejas aclimatadas a 25º C 

(Fig.5). La proporción de granulocitos mostró amplias variaciones, principalmente, 

una notable disminución de este tipo celular en almejas aclimatadas a 25º C aunque, 

no se registraron diferencias significativas (Fig. 5). En todos los casos, la viabilidad 

celular varió de 81-83% sin diferencias significativas entre los tratamientos (p> 

0.05). 
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Figura 4. Recuento total de hemocitos de Panopea globosa en los diferentes tratamientos C: grupo control 

(20ºC) y T0: almejas del tiempo cero previo a la manipulación. Los datos muestran la media ± DS. Letras 

distintas indican diferencias significativas al p<0.05.   

 

 

 

Figura 5. Variación de las subpoblaciones de hemocitos en la hemolinfa de P. globosa en función de los 

tratamientos utilizados. C: grupo control (20ºC) y T0: almejas del tiempo cero, previo a la manipulación. 

Los valores muestran la media ± DS. Letras distintas indican diferencias significativas al (p<0.05) 
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5.2.2Fagocitosis  

 

La actividad fagocítica de los hemocitos de P. globosa se determinó 

mediante la incubación de las células con zimosán. Las células se incubaron 

durante tres tiempos distintos en los cuales, se analizó el efecto de la temperatura 

sobre la fagocitosis celular observándose que, las tres subpoblaciones celulares 

tienen la capacidad de fagocitar zimosán, siendo los granulocitos las células que 

mostraron una mayor actividad, seguidas de los hialinocitos grandes y pequeños, 

respectivamente (p>0.05) (Fig. 6). La incubación de las células durante 30 min 

mostró una ligera reducción en la fagocitosis de los distintos tipos celulares y en 

las temperaturas analizadas, (p>0.05) (Fig. 6A). Los valores más altos se 

observaron en la actividad fagocítica de los hialinocitos pequeños y granulocitos 

de las almejas aclimatadas a 25º C (Fig. 6A), aunque sin ser estadísticamente 

diferentes (p>0.05). En las células incubadas con zimosán durante 60 min (Fig. 

6B), la fagocitosis de los hialinocitos pequeños mostró poca variación en relación 

a la temperatura y (p>0.05). En cambio, la fagocitosis de los hialinocitos grandes 

y granulocitos fue mayor en las almejas aclimatadas a 15º C y 25º C (p>0.05), 

respectivamente, en relación al resto de tratamientos y disminuyó en las almejas de 

30º C (p>0.05) (Fig. 6B). En las muestras incubadas durante 120 min se incluyeron 

aquellas almejas analizadas tal como se obtuvieron del campo, mismas que 



  21 

 

mostraron los valores significativamente (p<0.05) más altos de fagocitosis, 

alcanzado hasta 70% en los granulocitos (Fig.6C). 

En relación con el número de partículas que pueden fagocitar los distintos 

tipos celulares, se observó que tras 30 min incubación, el número de partículas por 

tipo celular se incrementó gradualmente conforme se incrementó la temperatura 

(p>0.05), excepto en los hialinocitos grandes de almejas aclimatadas a 15º C 

(Fig.7A), donde el número de partículas fagocitadas se redujo significativamente 

(p<0.05) en comparación con el resto de los tratamientos (Fig. 7A). Por su parte, 

tras 60 min de incubación, la actividad fagocítica de las células se incrementó 

paulatinamente conforme el incremento de la temperatura. Los granulocitos fueron 

las células con capacidad para fagocitar el mayor número de partículas, en relación 

a los hialinocitos grandes y pequeños (Fig. 7B). Por su parte, los hialinocitos 

pequeños de almejas aclimatadas a 15º C fagocitaron un mayor número de 

partículas (p<0.05) en comparación con el resto de los tratamientos mientras que, 

en los tratamientos restantes, esta mismas células se mantuvieron sin cambios (Fig. 

7B). En relación a las células incubadas durante 120 min (Fig. 7C), se observó un 

incremento no significativo (p>0.05) en el número de partículas fagocitadas por 

los granulocitos de almejas aclimatadas a 15º y 25º C, respectivamente; mientras 

que, en los hialinocitos (ambos tipos), el número de partículas fagocitadas se 

mantuvo prácticamente sin cambios (p>0.05) (Fig. 7C)
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Figura 6. Actividad fagocítica de los hemocitos C: grupo control (20ºC) y T0: almejas del tiempo cero. 

(Hp: hialinocitos pequeños, Hg: hialinocitos grandes, G: granulocitos) de Panopea globosa (media ± DS) 

a diferentes temperaturas y tiempos de incubación. (A) 30 min, (B) 60 min y (C) 120 min. Letras distintas 

indican diferencias significativas a p<0.05. 
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Figura 7. Índice de partículas fagocitadas T0: almejas del tiempo cero y C: grupo control (20ºC)   (IPF) (Hp: 

hialinocitos pequeños, Hg: hialinocitos grandes, Gr: granulocitos) por los hemocitos de Panopea globosa 

(media ± DS) a distintas temperaturas y tiempos de incubación: (A) 30 minutos, (B) 60 minutos y (C) 120 

minutos. Los letras indican diferencias significativas p<0.05 con respecto al control.  
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5.2.3 Estallido respiratorio 

 

 

 La detección intracelular del estallido respiratorio se determinó mediante la 

precipitación de formazán que otorga a los hemocitos un color azul-morado, mismo 

que fue detectado principalmente, en hialinocitos grandes y granulocitos (Fig. 8). 

La capacidad de las células para producir radicales de oxígeno quedó así 

demostrada, sin observarse efecto alguno por la temperatura a la cual se 

mantuvieran las almejas (p>0.05) (Fig.9). El patrón general muestra una 

producción de radicales de oxígeno similar en los hemocitos de almejas de 15º C, 

30º C y el grupo control (20º C) así como entre las almejas mantenidas a 25º C y 

aquellas del tiempo cero (Fig.9) aunque, sin diferencias significativas (p>0.05) 

entre los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Producción de ROS en hemocitos de Panopea globosa. Micrografía de hemocitos (A) mostrando 

la producción del radical superóxido y, (B) la inhibición del mismo en el grupo control (con SOD). 

A B 
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Fig. 9. Producción del radical superóxido en hemocitos de Panopea globosa. Los datos muestran valores 

media ± DS de los distintos tipos celulares, C: grupo control (20ºC) y T0: almejas del tiempo cero, previo 

a la manipulación 

6. Discusión 

El presente estudio es el primero en su tipo en caracterizar las células 

circulantes en la hemolinfa de P. globosa, así como, determinar el efecto de la 

temperatura sobre la actividad funcional de las mismas. 

En la hemolinfa de P. globosa se identificaron dos subpoblaciones celulares, 

granulocitos y hialinocitos (pequeños y grandes), mismos que han sido previamente 

observados en la hemolinfa de otros bivalvos (Carballal et al, 1997; Donaghy y 

Volety,2011 y Jun Li et al, 2018). Ambos tipos celulares muestran diferencias 

morfológicas con base en la presencia/ausencia de gránulos en el citoplasma y la 

proporción núcleo/citoplasma (N/C) (Carballal et al., 1997), lo cual se confirmó a 

nivel ultraestructural. La afinidad a los colorantes permitió identificar a los 
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granulocitos como células basófilas con númerosos gránulos, igualmente basófilos, 

en el citoplasma celular. En cambio, los hialinocitos (ambos tipos), se distinguen 

de los anteriores por su característica acidófila, igual que los pocos gránulos 

presentes en su citoplasma. Usualmente, células pequeñas (3-8 μm de diámetro), 

de núcleo central, con poco citoplasma y carente de gránulos, son clasificadas como 

blast-like (Travers et al., 2008) las cuales, presumiblemente, son células inmaduras 

que han sido vertidas a la hemolinfa y por tanto, aún no son capaces de desarrollar 

ninguna actividad (Donaghy et al., 2009; Evariste et al., 2016). No obstante, en P. 

globosa, las células caracterizadas como hialinocitos pequeños presentan una 

proporción N/C similar a la de los hialinocitos grandes, son capaces de extender 

pseudópodos y fagocitar partículas. Todo ello implica que son células totalmente 

funcionales y por tanto, no es posible considerarlas inmaduras. Por su parte, los 

hialinocitos grandes, fueron las células más abundantes en la hemolinfa de P. 

globosa seguidas por los granulocitos, similar a lo observado en Ostrea edulis y 

Pteria hirundo (Xue et al., 2001). 

En  moluscos, las variaciones en el número total de hemocitos puede estar 

asociado a cambios ambientales, la presencia de contaminantes o patógenos y por 

tanto, se considera un indicador del estado de salud de los organismos (Giuliano y 

Fontanetti, 2010; Ding, J et al, 2016). En el caso  de P. globosa el recuento total de 

hemocitos (RTH) en las almejas del grupo control no excedió de 9 x 105 cels ml-1 



  27 

 

mientras que, en las almejas aclimatadas a distintas temperaturas el RTH no superó 

7 x 105 cels ml-1. Tales valores indican pocas células en la hemolinfa circulante de 

la almeja, en comparación con otros bivalvos de menor tamaño como el mejillón 

Mitylus edulis, que presenta 4.2 x 106 cels ml- 1(Renwrantz, 2013). Sin embargo, 

pocos hemocitos también han sido observados en bivalvos de aguas profundas 

como Bathymodiolus japonicus (9 x 105 cels ml-1), Bathymodiolus platifrons (8 x 

105 cels ml-1) (Tame et al., 2015) y un bivalvo de gran tamaño como el callo de 

hacha Pinna nobilis (5 x105 cels ml-1) (Matozzo et al., 2016). 

La temperatura es uno de los factores ambientales de mayor influencia sobre 

procesos fisiológicos en bivalvos, tales como el crecimiento y la reproducción 

además de los parámetros inmunes (Donaghy et al., 2009). Con base en Sánchez 

(2012) y Tapia-Morales (2014), las tallas y pesos de los organismos empleados en 

este estudio se encontraban en etapas tempranas de maduración gonadal. Sin 

embargo, en las etapas tempranas de desarrollo gonádico no se han registrado 

alteraciones en la respuesta inmune (Anisimova et al., 2017). Así, en P. globosa se 

observó que el número total de hemocitos se redujo significativamente en las 

almejas aclimatadas a 15º C, pero éstos se incrementaron significativamente en las 

almejas incubadas a 30º C, similar a lo registrado en Mactra veneriformis (3x105-

7x105 cels ml-1) incubada a 10° C y 30° C; y Crassostrea corteziensis (6.10x105-

1.50x106 cels ml-1) incubada a 22° C y 30° C (Yu et al.,2009; Hurtado-Oliva et 
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al.,2015). En ambos casos, la fluctuación en el número de hemocitos circulantes 

probablemente es debida a la migración de estas células desde la hemolinfa hacia 

tejidos periféricos y viceversa, distribuyendo material energético de reserva para 

frenar lesiones o detener infecciones oportunistas (Yu et al.,2009; Ding et al.,2016). 

En el abulón Haliotis rubra, el incremento de la temperatura reduce la actividad 

antibacteriana de la hemolinfa, dejando a los organismos susceptibles a infecciones 

bacterianas (Vibrio spp.) que originan las mortalidades en verano (Dang et al., 

2012).  

En P. globosa incubadas a 30 º C fueron las únicas almejas en las que se 

observaron bacterias (tipo bacilos) en la hemolinfa, similar a lo observado en 

Chamelea gallina (Monari et al.,2017) en la cual, un gran número de bacterias 

estaba presente en la hemolinfa de almejas incubadas a 30 º C. En ambos casos, es 

probable que se trate de bacterias del genero Vibrio ya que, la cantidad de las 

mismas generalmente se incrementa conforme se incrementa la temperatura 

(Holstein et al.2018). No obstante, este aspecto tendrá que ser estudiado más a 

detalle en estudios futuros en P. globosa. 

En P. globosa los hialinocitos grandes fueron las células más abundantes, 

seguidos por los granulocitos y hialinocitos pequeños, respectivamente. De éstos, 

los granulocitos son las células con mayor actividad en la defensa inmune, ya que 



  29 

 

son células fagocíticamente más activas y capturan más partículas que los 

hialinocitos tal como tal como en Mytilus galloprovincialis, Perna viridis, 

Crassostrea virginica y Crassostrea gigas (Carballal et al.,1997; Donaghy et 

al.,2011; Wang et al.,2017; Lau et al.,2017). No obstante, los hialinocitos 

(particularmente los hialinocitos grandes) de P. globosa también son capaces de 

fagocitar partículas al igual que los de Bellamya bengalensis (Ray et al., 2013) y 

Callista chione (Matozzo et al., 2015). De hecho, con base en lo observado en este 

estudio, los hialinocitos grandes pueden fagocitar casi el mismo número de 

partículas que los granulocitos. En función de lo anterior, cabría esperar un mayor 

porcentaje de granulocitos en P. globosa. Sin embargo, las únicas variaciones 

significativas fueron observadas en la proporción de hialinocitos pequeños de 

almejas del T0, en comparación con aquellas aclimatadas a 15º C y 30º C (p<0.05); 

así como de los hialinocitos grandes en almejas aclimatadas a 15º C y 25º C 

(p<0.05). Rebelo et al. (2013) sugiere que las subpoblaciones de hemocitos 

corresponden a células en distintas etapas de madurez con diferente capacidad de 

respuesta. De ser así, es imprescindible para los organismos contar con aquellas 

células capaces de erradicar potenciales agentes extraños esto es, granulocitos y 

hialinocitos grandes. Las almejas del T0 reflejan el estrés de origen biótico y 

abiótico al que están sometidas de manera natural, lo que podría explicar la escaza 

proporción de hialinocitos pequeños. Por su parte, la proporción de hialinocitos 
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grandes se mantuvo prácticamente sin cambios excepto en las almejas aclimatadas 

a 15º C, donde se redujeron significativamente en comparación con las 

temperaturas analizadas principalmente a 25º C. 

La fagocitosis y citotoxicidad son mecanismos importantes de la respuesta 

inmune celular de bivalvos para eliminar patógenos (Pila et al., 2016). A nivel 

funcional, los hemocitos de P. globosa mostraron su capacidad fagocítica en los 

distintos tiempos de incubación sin embargo, se reduce en los hemocitos de las 

almejas aclimatadas a 30º C en comparación con aquellas aclimatadas a 25º C. En 

todos los casos, los granulocitos son las células de mayor actividad fagocítica, 

resaltando así que son las principales células responsables de capturar patógenos 

como se ha observado en Crassostrea gigas (Wang et al., 2017). En relación al 

estallido respiratorio, la producción de radicales de oxigeno ocurre cuando el 

organismo es atacado por patógenos por lo cual, se reconoce como una estrategia 

importante para destruir todo aquello no propio sin embargo, requiere ser 

caracterizada para cada especie ya que, puede presentar variaciones entre las 

mismas (Song et al., 2010). Por ejemplo, en el abulón Haliotis discus hannai la 

producción de ROS se incrementó significativamente en la temperatura más baja 

(8 º C) a la que se expusieron los organismos y disminuyó considerablemente en la 

temperatura más alta analizada (26 º C) (Ding et al., 2016). En cambio, en la almeja 

Spisula solidissima expuesta a 19º C y 23º C, la producción de ROS se redujo en 
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la temperatura más baja y se incrementó en la temperatura más alta analizada, 

respectivamente (Hornstein et al., 2018). En el caso de P. globosa, se demostró la 

producción de radicales de oxígeno en las distintas temperaturas analizadas 

(p<0.05).Los distintos tratamientos mostrando ligeras variaciones entre sí, 

principalmente en las almejas aclimatadas a 15º C en las cuales la producción del 

radical superóxido fue limitada prácticamente igual al de los organismos control 

(p<0.05). Sin embargo,no desaparece lo que sugiere que la respuesta citotóxica 

defensiva no disminuye en consecuencia de la temperatura (p>0.05). Los análisis 

funcionales son consistentes con las observaciones realizadas a nivel molecular ya 

que, se identificó la activación de genes asociados a la respuesta antioxidante en 

juveniles de P. globosa tras la exposición a temperaturas de 29º C y 31º C (Juárez 

et al., 2018). Si bien, la respuesta citotóxica es necesaria para combatir patógenos, 

los radicales de oxigeno también pueden afectar a las células que las producen por 

ello, el sistema antioxidante es necesario para proteger a la almeja (Bandyopadhyay 

et al., 1999). Lo anterior muestra, a nivel funcional y molecular, que la respuesta 

citotóxica de la almeja P. globosa no es afectada por la temperatura. Por el 

contrario, se activan genes del sistema inmune que impiden la muerte celular 

(Juárez et al., 2018) lo cual, evidencia que P. globosa está adaptada para tolerar 

amplias variaciones de temperatura a las que se encuentra expuesta de manera  
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natural (16ºC- 30ºC) (Aragón-Noriega et al., 2007; Arambula-Pujol Edna et al., 

2008; Calderon- Aguilera et al., 2010; Juárez et al., 2018). 

7. Conclusiones  

1. Se identificaron dos subpoblaciones  de hemocitos: hialinocitos, subdivididos en 

función del tamaño y afinidad a los colorantes  en pequeños (4 μm-12 μm) y grandes 

(6 μm-18 μm); y granulocitos. 

2. La temperatura afecta al número total de hemocitos presentes en la hemolinfa de 

Panopea globosa. 

3. La fagocitosis de los hemocitos tiende a disminuir con el incremento de la 

temperatura. 

4. Los granulocitos fueron las células de mayor actividad fagocítica, seguida de los 

hialinocitos grandes. 

5. La producción del radical superóxido fue limitada en almejas aclimatadas a 15º 

C, con variaciones en los tratamientos restantes. Sin embargo, no es inhibida por 

cambios en la temperatura. 

6. Los hemocitos de las almejas del tiempo cero (T0) mostraron mayor actividad 

fagocítica en comparación con el resto de tratamientos; la producción de ROS fue 

similar al que presentaron almejas aclimatadas a 25º C (p>0.05). 
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7. Las actividades defensivas de los hemocitos no son interrumpidas por los 

cambios en la temperatura. 
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