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Resumen

Los hemacitos son células efectoras de la defensa inmune celular de bivalvos, lo
cual realizan mediante las actividades de fagocitosis y produccion de radicales de
oxigeno (ROS). Ambos son aspectos sensibles a alteraciones en el ambiente
(temperatura, salinidad, pH), infecciones por patdgenos e inclusive a la presencia
de contaminantes. Por ello, el nimero total, diferencial asi 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
Peninsula de Baja California con significativo valor comercial. Sin embargo, no se
tiene informacion referente al funcionamiento de su sistema inmune y menos adn,
bajo diferentes temperaturas de aclimatacion. El presente estudio tuvo por objetivo
evaluar la capacidad fagocitica y produccidn intracelular del radical superdxido a
30, 60 y 120 min en los hemocitos de P. globosa expuesta a distintas temperaturas
de aclimatacién (15°C, 25 °C, 30 °C; 20 °C grupo control). El recuentro total de
células varié de 2-9 x 10° hemocitos ml2, siendo significativamente (p<0.05) mas
bajo en almejas aclimatadas a 15° C y mas alto en aquellas a 30 °C. La viabilidad
celular vari6 de 81-83% sin diferencias significativas (p>0.05) entre los
tratamientos. La hemolinfa esta conformada por tres subpoblaciones de hemocitos:
hialinocitos grandes (12-18 wm) y hialinocitos pequefos (4-12 um), que son células

con pocos granulos en el citoplasma celular; y granulocitos (12-18 pm), células con
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numerosos granulos en el citoplasma. Todas las subpoblaciones celulares fagocitan
particulas siendo los granulocitos las células més activas. No obstante, en todos los
tiempos de incubacion, se observo que la actividad fagocitica de las células tiende
a disminuir (p>0.05) en almejas aclimatadas a 30° C. Los resultados obtenidos
indican que el nimero total de hemocitos es afectado por la temperatura por lo cual,
podria 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 incubacion, aunque éstas no son inhibidas,
lo que sugiere que este bivalvo esta adaptado a las amplias variaciones de
temperatura a las que esta expuesto de manera natural.

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

respiratorio.
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1. Introduccion.

Panopea globosa es un moluscos bivalvo de importancia comercial que se
distribuye en ambas costas del Golfo de California y en Bahia 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 (16° C - 30° C) (Aragén-Noriega et
al., 2007; Arambula-Pujol Edna et al., 2008; Calderon-Aguilera et al., 2010). Son
organismos dioicos cuya gametogénesis y desove transcurre de otofio a invierno
cuando la temperatura superficial del mar se encuentra entre 17°Cy 21°C (Aragon-

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 asiatico
principalmente Japon, Corea y China siendo este Gltimo el mayor comprador. Solo
del 2005-2010 se extrajeron 841 ton de P. globosa representando 77% de la pesca
total del género Panopea, posicionandose como una de las principales pesqueria
artesanales del Estado de Baja California (Carta estatal pesquera). En este sentido,
la acuicultura representa una alternativa para evitar la sobreexplotacion de los
bancos naturales. Por ello se ha desarrollado la tecnologia de cultivo de esta especie
(Garcia-Esquivel et al., 2013; Quintana-Lopez, 2015) y a la par de ello, se han
estudiado aspectos claves tales como desarrollo gonadico (Tapia-Morales, 2014;

Arcos-Ortega et al., 2015), alimentacion, tasas de crecimiento y supervivencia en



condiciones de laboratorio (Ferreira-Arrieta et al., 2015; Tapia- Morales et al.,
2015). No obstante, se conoce que las condiciones de cultivo favorecen la
transmision de patégenos (Berthe, 2005). En el caso de las especies del genero
Panopea spp. Este tema aun es poco conocido. Algunos estudios han descrito
verrugas color crema a rosado-grisaceo, ampollas con un liquido transparente,
cicatrices y verrugas de color naranja que afecta el manto y sifén en Panopea
generosa (Bower y Blackbourn, 2003). En Panopea abbreviata, se han observado
bacterias tipo Rickettsia en las células epiteliales de los tubulos de la glandula
digestiva, ciliados en branquias y con menor prevalencias en los palpos labiales,
asi como protozoarios en las células epiteliales del intestino, gregarinas en el tejido
conectivo del manto, nemertinos (Malacobdella arrokeana) en la cavidad del
manto (Vazquez, 2015). También se han observado turbelarios (Paravortex
panopea) en el lumen del intestino (Brusa et al., 2011; Vazquez et al., 2015). En
Panopea globosa recientemente se ha podido aislar y cultivar el protozoario
Uronema marium extraido de tejido dafiado similar al descrito por Céceres
Martinez (2015). El tejido se encontraba parcialmente lacerado provocando la
formacion de agujeros que dan la apariencia de un tejido cavernoso invadido por
numerosos protozoarios (Pérez Bustamante, 2017). Sin embargo, no se tiene
informacion relacionada con el funcionamiento del sistema inmune de Panopea

globosa.



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 antigeno anticuerpo (Vargas y Barracco, 2001). En moluscos, el
sistema inmune estd integrado por componentes humorales compuesto por
proteinas plasmaticas como lisinas, lectinas, péptidos bioactivos, y citosinas
(Anisimova, 2013); asi 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 granulos
presente en su citoplasma la afinidad a los colorantes morfologia y funcién (Hine,
1999; Anisimova, 2013). Sin embargo, el criterio mas 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 ningun granulo; y
granulocitos o células granulares los cuales, se caracterizan por tener una gran
cantidad de granulos dispersos en el citoplasma. Cabe resaltar que, en cualquier
caso, no existe un nimero estandar de granulos que caracterice a uno y otro grupo
de células. Asi se han identificado hemocitos irregulares, acidofilos, baséfilos,
pueden presentar un solo ndcleo 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 pequefios



(1 a 3 um), hialinocitos grandes (5 a 8 um) y granulocitos (3 a 5 um) (Li et al.,
2015). Sin embargo el didmetro de los hemocitos varia entre las especies
registrando tamafios para hialinocitos grandes que rondan 6-15 pum, de 1-7um los
hialinocitos pequefios y granulocitos entre 7-13 um (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 moérula” y se caracterizan por ser las células de mayor tamatio,

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

Los hemocitos cumplen diferentes funciones tales, como el transporte y la
digestion de nutrientes, y la reparacion de tejidos dafiados. Sin embargo, su
participacion mas sobresaliente es la defensa contra agentes no propios del
organismo ante los cuales, las distintas subpoblaciones de hemocitos tienen
funciones diferentes en relacion a la defensa inmune. Por tanto, la variacion de la
proporcion de dichas subpoblaciones podria 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 eliminacion
mediante sintesis y liberacion de péptidos antimicrobianos y enzimas lisosdmicas
0 bien mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Anisimova,

2013; Pila et al., 2016), también denominado estallido respiratorio, en el cual se
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liberan radicales de oxigeno tales como anion superéxido (Oz), hidréxido (OH) y
peroxido de hidrogeno (H202) (Anisimova, 2013; Pila et al., 2016), que son
producidos una vez que la célula ha fagocitado un patégeno (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 lakovleva, 2007).

Los parametros funcionales de los hemocitos son sensibles a diversos factores
tanto internos como externos. La abundancia, asi como la proporcion de las
subpoblaciones de hemocitos varian segun 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 pardmetros 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 disminucién del
namero total de hemocitos en moluscos puede reflejar estrés fisiolégico derivado
de cambios ambientales, exposicion a contaminantes o patdgenos (Gagnaire et al.,
2006; Yu et al., 2009; Giuliano y Fontanetti, 2010; Ding et al., 2016). En
acuicultura, es importante poder predecir periodos de mayor estrés, ya que €stos se
han asociado a la inmunodepresion de los organismos y por tanto a brotes de

enfermedades (Hooper et al., 2014). En Crassostrea virginica, Chamelea gallina 'y



Mactra veneriformis el incremento de la temperatura disminuye la capacidad
fagocitica de los hemocitos (Hégaret et al., 2003; Monari et al., 2007; Yu et al.,
2009). Del mismo modo, la produccion de ROS en el abuldn Haliotis discus hannai

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

Panopea globosa es una especie de notable relevancia econémica para el sector
pesquero Yy acuicola de Baja California. Para proporcionar un producto de calidad,
es necesario obtener y mantener organismos sanos sin embargo, en la cadena
productiva y de distribucidn existen condiciones tales como exposicion 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 condicién 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
acuicola y pesquera (Giuliano y Fontanetti, 2010; Hooper et al., 2014). Por ello,
estudios como el que aqui se presenta, son necesarios para aportar conocimiento

relativo a la defensa inmune de esta especie.



2. Hipdtesis

La temperatura ambiental a la que estan expuestos los bivalvos modula los
pardmetros inmunes de estos moluscos. Por tanto, el incremento de la temperatura
ocasionara un aumento en el numero total de hemocitos, asi como en la actividad
fagocitica y produccion de ROS de los mismos, pero disminuira 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 especificos

e Caracterizar los hemocitos de Panopea globosa mediante microscopia
Optica y electronica de transmision.

e Determinar el efecto de la temperatura (15° C, 25° C y 30° C) sobre el
namero total de hemocitos en la hemolinfa de Panopea globosa.

e Determinar el efecto de la temperatura (15° C, 25° C y 30° C) sobre la
viabilidad de los hemocitos de Panopea globosa.

e Determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad fagocitica de los
hemocitos de Panopea globosa.

e Determinar el efecto de la temperatura sobre el estallido respiratorio de los
hemocitos de Panopea globosa.



4. Metodologia

4.1 Obtencion y aclimatacion 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
Biotecnologia de Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
UABC en Ensenada, B.C. De éstas, un grupo de almejas (n=4) se utilizd para
evaluar el estatus inmune inicial, previo a la aclimatacién (denominadas tiempo
cero, TO). Las almejas restantes se mantuvieron en aclimatacién por 18 dias a 20°C
en tanques de 500 L con sistema abierto. Durante este periodo, se suministré a las
almejas una dieta viva de Isochrysis galbana y Pavlova pinguis complementada

con pasta (concentrado de Isochrysis galbana y Pavlova pinguis)
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Figura 1. Localidad de extraccion de Panopea globosa (tomado de: INEGI, 2018)



4.2 Disefo experimental

Una vez concluido el periodo de aclimatacion las almejas se subdividieron
en un grupo control conformado por 17 organismos mantenidos a 20° C ya que, es
la temperatura Optima de alimentacién de esta especie (Garcia-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° Cy 30° C, respectivamente. En relacion a la temperatura, ésta se incremento
o disminuyé gradualmente (1° C¥?) hasta alcanzar la deseada segun el tratamiento
correspondiente (15° C, 25° C 0 30° C). Una vez ocurrido lo anterior, las almejas
se mantuvieron durante 48 h en la respectiva temperatura de experimentacion tras
lo cual, se procedi a realizar el muestreo. Durante el periodo experimental, a todos
los organismos se les suministré una dieta de las microalgas vivas lIsochrysis

galbana y Pavlova pinguis.
4.3 Caracterizacion morfoldgica y funcional de hemocitos de Panopea globosa
4.3.1 Extraccion de hemolinfa y recuento total de hemocitos (RHT)

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

utilizando una jeringa de 1 ml (0.9 x 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 proporcién 1:1. Las muestras se colocaron en viales
y se mantuvieron en hielo hasta su uso. EI nimero total de hemocitos (RHT) se
cuantificé con una cadmara de Neubauer. El ensayo de viabilidad celular se realizé
mediante el método de exclusion azul tripan de acuerdo con Yao y Somero (2012)
en el cual, las células muertas se tifien de azul mientras que, las células vivas
permanecen incoloras. El porcentaje de viabilidad celular se estimé de acuerdo

con la siguiente formula:

no. hemocitos teiidos

% viabilidad = < ) X 100

no. total células

4.3.2 Caracterizacion morfoldgica de hemocitos por microscopia 6ptica

Con la hemolinfa extraida de cada almeja en las condiciones antes mencionadas
se elaboraron, por triplicado, monocapas de hemocitos (1 x 10%) en agua de mar
filtrada y estéril (FSSW). Las monocapas se incubaron en camara himeda durante
30 min a temperatura ambiente (22-24° C) para permitir la adhesion celular en
portaobjetos de vidrio. Posteriormente, se tifieron con Hemacolor® de acuerdo
con el protocolo del fabricante y se observaron en un microscopio optico Axiostar
(Zeiss). Se midieron, al menos, 100 hemocitos de cada tipo para determinar los
tamafios de las diferentes células presentes en la hemolinfa de P. globosa

utilizando el software ZEN (Zeiss).
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4.3.3 Caracterizacién morfoldgica de hemocitos por microscopia electronica

de transmision (MET)

La ultraestructura de los hemocitos se analizd mediante microscopia
electronica de transmision (MET). Para ello, se extrajo una muestra de hemolinfa
de la cavidad pericardica de las almejas mantenidas 20° C utilizando una jeringa
de 1 ml (0.9 x 25 mm), previamente cargada con glutaraldehido 2.5% en tampon
cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.4. La fijacion de las muestras se realiz6 durante
2h a 4° C tras lo cual se lavaron en el mismo tampon 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 concentracion 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/carbén, se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se
observaron en un microscopio electrénico de transmision Hitachi H7500 a un

voltaje de 80 keV..

4.3.4 Evaluacidn de la capacidad fagocitica de los hemocitos

La evaluacion de la capacidad fagocitica de los hemocitos se realizo en
todas las almejas en los diferentes tratamientos térmicos se realiz6 de acuerdo

con Carballal et al., (1997). Se elaboraron, por triplicado, monocapas con 1 x
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10* hemocitos/ml en FSSW incubadas en camara himeda, a temperatura
ambiente, durante 30 min para permitir la adhesion de las células. A cada
preparacion se le agregé zimosan (SIGMA) en proporcion 1:10 (hemocito:
zimosan) y se incubaron durante 30, 60, y 120 min a temperatura ambiente (22-
24° C) tras lo cual, el zimosan no fagocitado se lavé con FSSW. Las
preparaciones se fijaron en metanol durante 1miny se tifieron con el kit de tincién
rapida Hemacolor®, siguiendo las indicaciones del fabricante. EI nimero de
células fagociticas se cuantifico en, al menos, 200 células en total observadas en
10 campos seleccionados al azar usando un microscopio compuesto Carl Zeiss
primo star a una magnificacion de 400 x. El porcentaje de células fagociticas y
el indice de particulas fagocitadas (IPF) se estimaron, respectivamente, de

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

no. cels.con zimosan

% céls fagociticas = < ) x 100

no.total céls.analizadas

no.particulas fagocitadas
pp = "o fag

no. céls. fagociticas



4.3.5 Estallido respiratorio

El estallido respiratorio se determind mediante la prueba de nitroazul de
tetrazolio (NBT) en la cual, la presencia del radical superoxido utilizado para
eliminar potenciales patdégenos se demuestra mediante la formacion de depositos
de formazan color azul-morado (Carballal et al., 1997). Para ello, se elaboraron
monocapas de 1 x 10* hemocitos/ml. Para estimular las células se afiadié zimosan
en proporcion 1:10 (hemocito: zimosan) y se incubaron en 0.1% NBT durante 60
min, en cdmara himeda, a temperatura ambiente (22-24° C). En los controles se
afiadieron 100 pl FSSW. Para verificar la especificidad de la reaccion, se
elaboraron monocapas en las que, ademas de NBT y zimosan se afiadid el
inhibidor SOD (300U/ml) para verificar la especificidad de la reaccion.
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

magnificacion de 400x.
4.4 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software SigmaPlot 9 (Systat Software, Inc., San
Jose, CA, EE.UU.) mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de una prueba de Tukey cuando fue necesario. La normalidad de las

variables se analiz6 con la prueba de Kolmogorov-Smirnov mientras que, la



prueba de Levene se utilizé para verificar la homogeneidad de varianzas. Cuando
los datos no siguieron una distribucion normal, se analizaron con la prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples Holm-Sidak o la
prueba de Dunn. Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar
(DS) de la muestra y se consideraron significativos a una p<0.05.

5. Resultados

5.1 Caracterizacion morfolégica de hemocitos por microscopia 6ptica y
electrénica de transmision (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 pequefios y hialinocitos grandes (Tablal).
Los hialinocitos pequefios son células redondeadas que en promedio miden 8+0.16
um de didmetro, el ndcleo es redondeado, central, baséfilo y presenta pocos
granulos en el citoplasma celular del que derivan pequefios pseudopodos (Fig. 2C).
Los hialinocitos pequefios son las células menos representadas en la hemolinfa de
la almeja (Tabla 1). Los hialinocitos grandes miden en promedio 13x1 pm de
diametro, presentan nucleo central a excéntrico, redondeado, acidofilo (Fig. 2A),
presentan pocos granulos en el citoplasma y gran capacidad de extension de
pseudopodos (Fig. 2A, 2B). Los hialinocitos grandes son las células mas
abundantes en la hemolinfa de P. globosa y muestran una proporcion

nucleo/citoplasma similar a la de los hialinocitos pequefios (Tabla ). Los
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granulocitos miden en promedio 11+0.33 um de diametro, el nucleo es redondeado
y excéntrico, basofilo, presentan numerosos granulos basofilos en el citoplasma
(Fig. 2D). La proporcién nucleo/citoplasma de los granulocitos es menor que en
los hialinocitos y son células menos abundantes que los hialinocitos grandes (Tabla
). El analisis ultraestructural confirma la presencia de las distintas subpoblaciones
celulares. Los hialinocitos pequefios muestran un ndcleo ovalado, excéntrico, con
visible heterocromatina condensada principalmente, en la periferia del mismo (Fig.
3A-B).

En el citoplasma se distinguen pocos granulos electron-claros y electron-densos
(Fig. 3 A-B). La membrana celular muestra pseuddpodos muy pequefios (Fig. 3 A-
B). La abundancia de hialinocitos grandes fue evidente (Fig. 3C). Estas células
muestran ndcleo circular, excéntrico, con notable heterocromatina condensada
(Fig. 3C-D). En el citoplasma celular se observan pocos granulos principalmente,
electron-claros, numerosas mitocondrias electron-densas y vacuolas (Fig. 3C-D).
Ambos tipos de hialinocitos muestran abundantes vesiculas y depositos de
glicogeno en el citoplasma (Fig. 3B, D). La ultraestructura de los granulocitos
muestra células con nucleo excéntrico de abundante heterocromatina dispersa (Fig.
3E-F). Numerosos granulos electron-claros, lisosomas, vacuolas, vesiculas y
pequefio granulos de glicogeno se observan dispersos en el citoplasma celular del

cual se desprenden delgados pseudopodos de tipo filopodos (Fig. 3E-F).
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Tabla I. Hemograma de la hemolinfa de Panopea globosa (n=10, 20° C). Los valores se presentan media +

DS (n=100 células) N/C, proporcion nicleo/citoplasma.

Didmetro (um)

Tipo N/C Abundancia (%)
Hemocito min Max
Hialinocitos 4 12 0.63+0.11 5+0.1
pequefios
Hialinocitos 6 18 0.63+0.15 67+.43
grandes
Granulocitos 6 18 0.44+0.10 28+.38

A B ~PS

C
% .‘

10 um 10 pm,

N

10 pm, gt 10pm

Figura 2. Micrografias de las subpoblaciones de hemocitos caracterizadas en la hemolinfa de Panopea
globosa. A-B: Hialinocitos grandes mostrando ndcleo (N) acidofilo y la presencia pseudépodos (Ps). Tipo
filépodos C: Hialinocito pequefio mostrando el ndcleo basofilo, la presencia de pequefios pseudépodos y
pocos granulos en el citoplasma celular. D: Granulocito mostrando nlcleo ovalado, excéntrico y abundantes

granulos bas6filos en citoplasma celular.
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Figura. 3 Micrografias electronicas de transmisién de los hemocitos de Panopea globosa. A-B: Hialinocitos
pequefios, C-D: Hialinocitos grandes, D-E: Granulocitos. N: nlcleo, C: citoplasma, PS: pseudépodos, HE:
heterocromatina, Va: vacuolas y Mi: mitocondria.
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5.2 Caracterizacion funcional de los hemocitos

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

El RTH en la hemolinfa circulante de P. globosa incubada a diferentes
temperaturas mostré una gran heterogeneidad (Fig. 4). EI RTH de las almejas
aclimatadas en las distintas temperaturas varié 2-9 x 10° hemocitos/ml, siendo
significativamente (p<0.05) mas bajo el numero de hemocitos en almejas
aclimatadas a 15° C y mas alto (p<0.05) en aquellas aclimatadas a 30° C (Fig. 4).
En relacion a la variacion de los tipos celulares, el porcentaje de hialinocitos
pequenos fue significativamente (p<0.05) menor en las almejas analizadas tal
como se obtuvieron del campo y aquellas aclimatadas a 30° C en comparacién con
las almejas aclimatadas a 15° C (Fig. 5). Por su parte, la proporcién de hialinocitos
grandes fue significativamente menor en las almejas aclimatadas a 15° C, aunque,
esto solo fue estadisticamente significativo de las almejas aclimatadas a 25° C
(Fig.5). La proporcion de granulocitos mostré amplias variaciones, principalmente,
una notable disminucion de este tipo celular en almejas aclimatadas a 25° C aunque,
no se registraron diferencias significativas (Fig. 5). En todos los casos, la viabilidad
celular varié 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
(20°C) y TO: almejas del tiempo cero previo a la manipulacion. Los datos muestran la media + DS. Letras

distintas indican diferencias significativas al p<0.05.
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Figura 5. Variacién de las subpoblaciones de hemocitos en la hemolinfa de P. globosa en funcién de los
tratamientos utilizados. C: grupo control (20°C) y TO: almejas del tiempo cero, previo a la manipulacién.

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

La actividad fagocitica de los hemocitos de P. globosa se determino
mediante la incubacion de las células con zimosan. Las células se incubaron
durante tres tiempos distintos en los cuales, se analizo el efecto de la temperatura
sobre la fagocitosis celular observandose que, las tres subpoblaciones celulares
tienen la capacidad de fagocitar zimosan, siendo los granulocitos las células que
mostraron una mayor actividad, seguidas de los hialinocitos grandes y pequefios,
respectivamente (p>0.05) (Fig. 6). La incubacién de las células durante 30 min
mostré una ligera reduccién en la fagocitosis de los distintos tipos celulares y en
las temperaturas analizadas, (p>0.05) (Fig. 6A). Los valores mas altos se
observaron en la actividad fagocitica de los hialinocitos pequefios y granulocitos
de las almejas aclimatadas a 25° C (Fig. 6A), aunque sin ser estadisticamente
diferentes (p>0.05). En las células incubadas con zimosan durante 60 min (Fig.
6B), la fagocitosis de los hialinocitos pequefios mostro poca variacion en relacion
a la temperatura y (p>0.05). En cambio, la fagocitosis de los hialinocitos grandes
y granulocitos fue mayor en las almejas aclimatadas a 15° C y 25° C (p>0.05),
respectivamente, en relacion al resto de tratamientos y disminuyo en las almejas de
30°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
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mostraron los valores significativamente (p<0.05) méas altos de fagocitosis,
alcanzado hasta 70% en los granulocitos (Fig.6C).

En relacion con el nimero de particulas que pueden fagocitar los distintos
tipos celulares, se observo que tras 30 min incubacion, el nimero de particulas por
tipo celular se increment6 gradualmente conforme se incrementd la temperatura
(p>0.05), excepto en los hialinocitos grandes de almejas aclimatadas a 15° C
(Fig.7A), donde el numero de particulas fagocitadas se redujo significativamente
(p<0.05) en comparacion con el resto de los tratamientos (Fig. 7A). Por su parte,
tras 60 min de incubacién, la actividad fagocitica de las células se incremento
paulatinamente conforme el incremento de la temperatura. Los granulocitos fueron
las células con capacidad para fagocitar el mayor nimero de particulas, en relacion
a los hialinocitos grandes y pequefios (Fig. 7B). Por su parte, los hialinocitos
pequefios de almejas aclimatadas a 15° C fagocitaron un mayor numero de
particulas (p<0.05) en comparacion con el resto de los tratamientos mientras que,
en los tratamientos restantes, esta mismas células se mantuvieron sin cambios (Fig.
7B). En relacién a las células incubadas durante 120 min (Fig. 7C), se observé un
incremento no significativo (p>0.05) en el numero de particulas fagocitadas por
los granulocitos de almejas aclimatadas a 15° y 25° C, respectivamente; mientras
que, en los hialinocitos (ambos tipos), el nimero de particulas fagocitadas se

mantuvo practicamente sin cambios (p>0.05) (Fig. 7C)
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Figura 6. Actividad fagocitica de los hemocitos C: grupo control (20°C) y TO: almejas del tiempo cero.
(Hp: hialinocitos pequefios, Hg: hialinocitos grandes, G: granulocitos) de Panopea globosa (media + DS)
a diferentes temperaturas y tiempos de incubacién. (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. Indice de particulas fagocitadas T0: almejas del tiempo cero y C: grupo control (20°C) (IPF) (Hp:
hialinocitos pequefios, Hg: hialinocitos grandes, Gr: granulocitos) por los hemocitos de Panopea globosa
(media = DS) a distintas temperaturas y tiempos de incubacion: (A) 30 minutos, (B) 60 minutos y (C) 120

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



5.2.3 Estallido respiratorio

La deteccion intracelular del estallido respiratorio se determin6 mediante la
precipitacion de formazan 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 oxigeno qued6 asi
demostrada, sin observarse efecto alguno por la temperatura a la cual se
mantuvieran las almejas (p>0.05) (Fig.9). El patron general muestra una
produccion de radicales de oxigeno similar en los hemocitos de almejas de 15° C,
30° C y el grupo control (20° C) asi como entre las almejas mantenidas a 25° C y
aquellas del tiempo cero (Fig.9) aunque, sin diferencias significativas (p>0.05)

entre los tratamientos.

A * B

= oy

Figura 8. Produccion de ROS en hemocitos de Panopea globosa. Micrografia de hemocitos (A) mostrando

la produccion del radical superéxido y, (B) la inhibicién del mismo en el grupo control (con SOD).
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Fig. 9. Produccion del radical superéxido en hemocitos de Panopea globosa. Los datos muestran valores
media + DS de los distintos tipos celulares, C: grupo control (20°C) y TO: almejas del tiempo cero, previo

a la manipulacion

6. Discusion

El presente estudio es el primero en su tipo en caracterizar las células
circulantes en la hemolinfa de P. globosa, asi 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 (pequefios 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
morfologicas con base en la presencia/ausencia de granulos en el citoplasma y la
proporcion nucleo/citoplasma (N/C) (Carballal et al., 1997), lo cual se confirmo a

nivel ultraestructural. La afinidad a los colorantes permitié identificar a los
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granulocitos como células baséfilas con nUmerosos granulos, igualmente basofilos,
en el citoplasma celular. En cambio, los hialinocitos (ambos tipos), se distinguen
de los anteriores por su caracteristica acidofila, igual que los pocos granulos
presentes en su citoplasma. Usualmente, células pequefias (3-8 um de diametro),
de ndcleo central, con poco citoplasma y carente de granulos, 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, aiin 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 pequefios presentan una
proporcion N/C similar a la de los hialinocitos grandes, son capaces de extender
pseudopodos y fagocitar particulas. 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 mas 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 nimero total de hemocitos puede estar
asociado a cambios ambientales, la presencia de contaminantes o patégenos 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 excedié de 9 x 10° cels ml?



mientras que, en las almejas aclimatadas a distintas temperaturas el RTH no supero
7 x 10° cels ml. Tales valores indican pocas células en la hemolinfa circulante de
la almeja, en comparacién con otros bivalvos de menor tamafio como el mejillon
Mitylus edulis, que presenta 4.2 x 108 cels ml- {(Renwrantz, 2013). Sin embargo,
pocos hemocitos también han sido observados en bivalvos de aguas profundas
como Bathymodiolus japonicus (9 x 10° cels mlt), Bathymodiolus platifrons (8 x
10° cels mlY) (Tame et al., 2015) y un bivalvo de gran tamafio como el callo de

hacha Pinna nobilis (5 x10° cels mlt) (Matozzo et al., 2016).

La temperatura es uno de los factores ambientales de mayor influencia sobre
procesos fisiologicos en bivalvos, tales como el crecimiento y la reproduccién
ademas de los parametros inmunes (Donaghy et al., 2009). Con base en Sanchez
(2012) y Tapia-Morales (2014), las tallas y pesos de los organismos empleados en
este estudio se encontraban en etapas tempranas de maduracién gonadal. Sin
embargo, en las etapas tempranas de desarrollo gonadico no se han registrado
alteraciones en la respuesta inmune (Anisimova et al., 2017). Asi, en P. globosa se
observo que el numero total de hemocitos se redujo significativamente en las
almejas aclimatadas a 15° C, pero éstos se incrementaron significativamente en las
almejas incubadas a 30° C, similar a lo registrado en Mactra veneriformis (3x10°-
7x10° cels mI?) incubada a 10° C y 30° C; y Crassostrea corteziensis (6.10x10°-

1.50x10° cels mlt) incubada a 22° C y 30° C (Yu et al.,2009; Hurtado-Oliva et



al.,2015). En ambos casos, la fluctuacion en el nimero de hemocitos circulantes
probablemente es debida a la migracion 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 abuldn 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 ° C fueron las Unicas 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 nimero de bacterias
estaba presente en la hemolinfa de almejas incubadas a 30 © 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 tendra que ser estudiado mas a

detalle en estudios futuros en P. globosa.

En P. globosa los hialinocitos grandes fueron las células mas abundantes,
seguidos por los granulocitos y hialinocitos pequerios, respectivamente. De éstos,

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



son celulas fagociticamente mas activas y capturan mas particulas 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 particulas 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 ndmero de
particulas que los granulocitos. En funcion de lo anterior, cabria esperar un mayor
porcentaje de granulocitos en P. globosa. Sin embargo, las Unicas variaciones
significativas fueron observadas en la proporcion de hialinocitos pequefios de
almejas del TO, en comparacién con aquellas aclimatadas a 15° C y 30° C (p<0.05);
asi como de los hialinocitos grandes en almejas aclimatadas a 15° C y 25° 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 asi, es imprescindible para los organismos contar con aquellas
células capaces de erradicar potenciales agentes extrafios esto es, granulocitos y
hialinocitos grandes. Las almejas del TO reflejan el estrés de origen bidtico y
abidtico al que estan sometidas de manera natural, lo que podria explicar la escaza

proporcién de hialinocitos pequefios. Por su parte, la proporcion de hialinocitos
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grandes se mantuvo practicamente sin cambios excepto en las almejas aclimatadas
a 15° C, donde se redujeron significativamente en comparacién con las

temperaturas analizadas principalmente a 25° C.

La fagocitosis y citotoxicidad son mecanismos importantes de la respuesta
inmune celular de bivalvos para eliminar patdgenos (Pila et al., 2016). A nivel
funcional, los hemocitos de P. globosa mostraron su capacidad fagocitica en los
distintos tiempos de incubacion sin embargo, se reduce en los hemocitos de las
almejas aclimatadas a 30° C en comparacién con aquellas aclimatadas a 25° C. En
todos los casos, los granulocitos son las células de mayor actividad fagocitica,
resaltando asi que son las principales células responsables de capturar patdgenos
como se ha observado en Crassostrea gigas (Wang et al., 2017). En relacion al
estallido respiratorio, la produccion de radicales de oxigeno ocurre cuando el
organismo es atacado por patdgenos 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 abulon Haliotis discus hannai la
produccion de ROS se incrementé significativamente en la temperatura méas baja
(8 ° C) a la que se expusieron los organismos y disminuyé considerablemente en la
temperatura mas alta analizada (26 ° C) (Ding et al., 2016). En cambio, en la almeja

Spisula solidissima expuesta a 19° C y 23° C, la produccién de ROS se redujo en
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la temperatura méas baja y se incrementd en la temperatura mas alta analizada,
respectivamente (Hornstein et al., 2018). En el caso de P. globosa, se demostré la
produccion de radicales de oxigeno en las distintas temperaturas analizadas
(p<0.05).Los distintos tratamientos mostrando ligeras variaciones entre si,
principalmente en las almejas aclimatadas a 15° C en las cuales la produccion del
radical superoxido fue limitada practicamente igual al de los organismos control
(p<0.05). Sin embargo,no desaparece lo que sugiere que la respuesta citotoxica
defensiva no disminuye en consecuencia de la temperatura (p>0.05). Los analisis
funcionales son consistentes con las observaciones realizadas a nivel molecular ya
que, se identifico la activacion de genes asociados a la respuesta antioxidante en
juveniles de P. globosa tras la exposicion a temperaturas de 29° C y 31° C (Juarez
et al., 2018). Si bien, la respuesta citotdxica es necesaria para combatir patdgenos,
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
citotoxica 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
(Juérez et al., 2018) lo cual, evidencia que P. globosa esta adaptada para tolerar

amplias variaciones de temperatura a las que se encuentra expuesta de manera



natural (16°C- 30°C) (Aragon-Noriega et al., 2007; Arambula-Pujol Edna et al.,

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

7. Conclusiones

1. Se identificaron dos subpoblaciones de hemocitos: hialinocitos, subdivididos en
funcion del tamario y afinidad a los colorantes en pequefios (4 um-12 um) y grandes

(6 um-18 um); y granulocitos.

2. La temperatura afecta al numero 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 fagocitica, seguida de los

hialinocitos grandes.

5. La produccion del radical superoxido fue limitada en almejas aclimatadas a 15°
C, con variaciones en los tratamientos restantes. Sin embargo, no es inhibida por

cambios en la temperatura.

6. Los hemaocitos de las almejas del tiempo cero (TO) mostraron mayor actividad
fagocitica en comparacion con el resto de tratamientos; la produccién de ROS fue

similar al que presentaron almejas aclimatadas a 25° C (p>0.05).

32



7. Las actividades defensivas de los hemocitos no son interrumpidas por los

cambios en la temperatura.
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