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RESUMEN 

 

Los moluscos bivalvos son una fuente importante de alimento y de recursos económicos en 
México. A pesar de que esta industria es pequeña comparada con la de otros países, tiene 
un futuro prometedor gracias a un gran número de especies de importancia comercial y a la 
abundancia de zonas de posible cultivo. Sin embargo, el cultivo de estos organismos 
marinos no está exento de problemas ya que como ocurre con el camarón y los peces, 
existen problemas causados por microorganismos, principalmente en los estadios larvarios, 
que limitan esta actividad Además, existe poco conocimiento sobre los mecanismos de 
infección de los microorganismos patógenos y los mecanismos de defensa de los moluscos 
bivalvos, especialmente en los estadios tempranos de su desarrollo. El estudio del sistema 
inmune requiere ser abordado de manera consistente, para entender las diferencias en la 
susceptibilidad que existen entre larvas, juveniles y adultos. 
En el presente trabajo se estudió la susceptibilidad de larvas al ataque de Vibrio 
alginolyticus cepa APSA2 y los mecanismos de defensa fenoloxidasa, péptidos 
antimicrobianos y enzimas hidrolíticas en la ostra japonesa Crassostrea gigas, los 
pectínidos Argopecten ventricosus y Nodipecten subnodosus y el callo de hacha Atrina 
maura. 
La susceptibilidad de larvas de estas especies fue investigada retando larvas de 7 días de 
edad con diferentes concentraciones de V. alginolyticus. Todas las especies fueron 
susceptibles al ataque del vibrio pero la mayor supervivencia se obtuvo en la ostra 
japonesa. Los signos de la enfermedad fueron similares a los de la vibriosis descrita en 
trabajos previos.  
La actividad de la enzima fenoloxidasa (FO) fue estudiada en homogenizados de larvas y 
juveniles, y en el plasma y hemocitos de adultos de las cuatro especies. La actividad de la 
FO no fue detectada en homogenizados de las larvas, pero fue encontrada en el 
homogenizado de juveniles de C. gigas y N. subnodosus solamente, y en plasma y lisado de 
hemocitos en todas las especies estudiadas. La enzima encontrada en las dos especies de 
juveniles no pudo ser activada con los activadores probados, pero fue incrementada 
significativamente en el plasma de las cuatro especies y en el lisado de hemocitos de N. 
subnodosus. La activación del sistema proFO por la laminarina fue suprimida en un 
máximo de 57 % por un cóctel de inhibidores de proteasas en el plasma y lisado de 
hemocitos de todas las especies. Este trabajo demuestra la activación de la proFO en 
adultos en respuesta a componentes microbianos. 
Se determinó la presencia de péptidos antimicrobianos en la hemolinfa de adultos de A. 
ventricosus, empleando cromatografía de fase reversa y columnas con matriz C18. La 
capacidad antibacteriana de las fracciones del primer paso de purificación fue probada con 
un ensayo de lisis en placa con las bacterias V. alginolyticus APSA2 y APSA4, V. 
alginolyticus 138-2, V. parahaemolyticus, V. campbelli, Escherichia coli XL1 Blue y 
Micrococcus luteus. De ellas, se seleccionó V. alginolyticus 138-2 por su sensibilidad 
(mayor diámetro del halo de inhibición) para los siguientes pasos de purificación. Los 
resultados indican que la hemolinfa de A. ventricosus contiene por lo menos 5 fracciones 



 

con actividad antibacteriana. Una de las fracciones se purificó en 4 pasos y se corroboró 
su pureza con electroforesis en gel de acrilamida. Se obtuvieron dos bandas con un peso 
molecular de 3.5 y 3.6 kDa. 
La actividad de enzimas hidrolíticas (proteasas, glucosidasas, fosfatasas lipasas y esterasas) 
fue estudiada en el lisado de ovocitos, en homogenizado de larvas y juveniles, y en la 
hemolinfa de C. gigas. La presencia de las enzimas fue demostrada por técnicas 
colorimétricas (API ZYM) y de lisis en placa. Se detectó actividad enzimática en todas las 
muestras, pero hubo gran variación en su número y nivel de actividad. La actividad 
enzimática se incrementa significativamente con la edad. Este análisis demuestra que las 
muestras de ovocitos, larvas, juveniles y adultos de C. gigas tienen actividad hidrolítica en 
20 substratos diferentes. Los resultados del presente trabajo constituyen una contribución al 
conocimiento de los mecanismos de defensa en moluscos bivalvos a diferentes estadios de 
desarrollo. Se ha demostrado existen larvas de bivalvos más susceptibles que otras al 
ataque de bacterias patógenas y que ocurre un proceso de “maduración” del sistema inmune 
conforme avanza el desarrollo. 
 
 
Palabras clave: Bivalvos, larvas, susceptibilidad, fenoloxidasa, péptidos 
antimicrobianos, enzimas lisosomales. 



 

ABSTRACT 
 

The susceptibility of larvae of Crassostrea gigas, Argopecten ventricosus, Nodipecten 
subnodosus, and Atrina maura to Vibrio alginolyticus strain APSA2 was investigated by 
challenging 7 d old veliger larvae with different bacterial concentrations. Larvae of all 
species were susceptible to vibrio. However, the highest larval survival was obtained in the 
japanese oyster. Signs of the disease were similar to vibriosis described in a previous work.  
Phenoloxidase (PO) activity was studied in larval and juvenile homogenates and in the 
plasma and hemocytes of adults of the four species. PO activity was not detected in larval 
homogenates but it was present in homogenates of C. gigas and N. subnodosus juveniles. 
PO activity was present in plasma of all adult species and the activity was enhanced by 
elicitors in the plasma of all species but only in haemocyte lysate supernatant (HLS) of the 
scallop N. subnodosus. Activation of proPO by laminarin was suppressed up to 57% by a 
protease inhibitor cocktail in plasma and HLS of all species tested.  
The presence of antimicrobial peptides was determined in hemolymph of adult A. 
ventricosus. The fractions of the first step of purification process (by reverse phase 
chromatography) were tested to detect antibacterial activity in V. alginolyticus APSA2 and 
APSA4, V. alginolyticus 138-2, V. parahaemolyticus, V. campbelli, Escherichia coli XL1 
Blue, and Micrococcus luteus. The more sensitive bacterium (V. alginolyticus 138-2) was 
selected as a test organism against the fractions obtained in the purification process. Results 
of step two show that the hemolymph of A. ventricosus contains 5 fractions with 
antibacterial activity. Fraction two of step two was utilized to continue the purification 
process. At the final step, the purity of the fraction with antibacterial activity was 
ascertained using SDS-PAGE. Two bands of 3.5 and 3.6 kDa were obtained.  
The activity of hydrolytic enzymes (proteases, glycosidases, phosphatases, and esterases) 
was studied in oocyte lysate, larval and juvenile homogenates and in adult haemolymph of 
C. gigas. The presence of enzymes was demonstrated by colorimetric (API ZYM Kit) and 
lysoplate assay techniques. Enzymatic activity was detected in all samples, but there were 
great variations in number and levels of activity. Enzymatic activity increases significantly 
with age. This work showed that samples of oocytes, larvae, juveniles and adults of C. 
gigas had hydrolytic activity in 20 different substrates. Results obtained in the present work 
are an important contribution to the knowledge of defense mechanisms in bivalve mollusks 
at different developmental stages. It has been demonstrated that there are differences in 
susceptibility to pathogens between larvae of bivalve species and a process of maturing on 
the immune system. 
 
 
Key words: Bivalves, larvae, susceptibility, phenoloxidase, antimicrobial peptides, 
lysosomal, enzymes. 
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GLOSARIO 

 

Bacteria  Organismo unicelular procariota, más grande que un virus que se 

presenta en varias formas (esférica, bastón o espiral). Algunas 

bacterias provocan enfermedades, pero muchas son benéficas 

Bivalvos  Clase de moluscos arqueópodos de simetría bilateral, con la concha 

formada por dos valvas que se articulan por la charnela dorsal y se 

cierra por acción de músculos aductores especiales. Cuerpo sin 

cabeza diferenciada, con el pie típicamente comprimido en forma de 

hacha y con las branquias ordinariamente laminares, formadas por 

dos hojas unidas por tubérculos. Los sexos están separados, pero a 

veces se presenta hermafroditismo. Todos son acuáticos y la mayoría 

marinos. De locomoción muy lenta y a veces casi inmóviles, viven en 

el fondo del litoral enterrados en el limo o arena, o fijos en las rocas, 

perforando en ocasiones galerías u oquedades en el sustrato u objetos 

sumergidos. Son de régimen micrófago, alimentándose de 

organismos planctónicos o pequeñas partículas de materia orgánica 

Catión   Un ión cargado positivamente, como el ión sodio Na+ 

Cepa  En bacterias: Variedad dentro de una misma especie debido a 

diferencias genéticas. Aunque las cepas varían genéticamente todavía 

pueden reproducirse entre sí. Equivale al término raza en plantas y 

animales. Colonia de microorganismos monoespecífica la cual se 

utiliza para iniciar un cultivo bajo condiciones controladas 

Célula Unidad, morfológica y fisiológica que compone el cuerpo de todos 

los seres vivos; generalmente microscópica 

Cilio Pequeños filamentos similares a cabellos que están en los bordes de 

algunas células o estructuras de algunos organismos 

Diapédesis El movimiento de hemocitos de un epitelio intacto para retirar 

productos metabólicos, toxinas u organismos infecciosos del cuerpo 



 

Disoconcha Comienza con una línea metamórfica después de la metamorfosis y 

termina con el estadio de prodisoconcha II, y continúa toda la 

duración de la existencia del adulto sésil 

Enfermedad  Término amplio que se utiliza para designar el daño de células 

suficiente para causar disfunción en el organismo. Una enfermedad 

puede ser causada por (1) defectos genéticos reflejados en una 

anormal estructura y función celular, (2) desbalance nutricional que 

priva a las células de nutrientes esenciales, (3) agentes químicos o 

físicos que lesionan las células o (4) agentes infecciosos que dañan 

las células por su acción fisiológica o presencia física 

Enzootia  Enfermedad de animales, la cual es nativa de cierta localidad, usada 

sinonímicamente con endémico 

Epizootia Es el término que se utiliza cuando una enfermedad ataca a un gran 

número de animales simultáneamente dentro de una población, o la 

prevalencia de una enfermedad; similar a una epidemia entre 

humanos 

Estadio  Etapa o fase de un proceso, desarrollo o transformación  

Etiología  Es el estudio de las causas de una enfermedad 

Factor ciliostático Toxina sintetizada por una bacteria que inhibe la función de células 

ciliadas 

Fagocitosis Es uno de los procesos biológicos elementales que se presenta en 

todo el reino animal. Es el proceso de ingestión de partículas por la 

célula, como medio de alimentación o defensa 

Filtración Proceso mediante el cual se hace pasar un fluido a través de un filtro 

de pequeñas aberturas de material permeable para separar o eliminar 

las partículas sólidas en suspensión; en este caso los moluscos son 

filtradores de su alimento 

Hemolisina Sustancia capaz de originar la ruptura (lisis) de la membrana de los 

glóbulos rojos 



 

Huésped Organismo en el cual, o dentro del que otro organismo crece y 

deriva su alimentación 

Infección Se refiere a la presencia de un organismo infeccioso o extraño en un 

tejido o tejidos de un huésped. Una infección puede ocurrir sin causar 

enfermedad si el huésped destruye al organismo invasor o si las 

adaptaciones genéticas del huésped o del parásito reducen la 

actividad destructiva uno de otro. La recuperación de la enfermedad 

envuelve al sistema de defensa, el cual funciona en la reparación de 

los tejidos dañados 

Larva Forma primaria de algunos animales antes de que asuman su forma 

madura. Período en el curso del desarrollo de los animales entre el 

embrión y el adulto. En el período larvario empieza con la eclosión 

del huevo y termina con la metamorfosis 

Lisosoma Organelo celular muy rico en enzimas hidrolíticas capaz de lisar la 

mayor parte de los constituyentes celulares y de los elementos 

ingeridos por la célula 

Molécula anfipática Molécula que contiene una región hidrofóbica y una región 

hidrofílica 

Necrosis Degeneración y muerte localizada de células y tejidos en un 

organismo vivo. El proceso es irreversible e implica la destrucción 

del núcleo seguido de la muerte de la célula 

Patogenicidad La capacidad de un organismo para producir una enfermedad 

Patógeno  Algo causante de una enfermedad, por ejemplo virus, bacterias, etc. 

Patología Es la ciencia que estudia la enfermedad incluyendo la naturaleza y 

causa de la misma, así como los cambios estructurales y funcionales 

resultantes 

Prodisoconcha I Se extiende desde la primera aparición del material de la concha 

larval, al primer encuentro de las orillas de las valvas, formando la 

concha de charnela recta (“D”) 



 

Prodisoconcha II  Se extiende ontogenéticamente desde el límite de la Prodisoconcha 

I (P-I), a la Prodisoconcha II (P-II) hasta la metamorfosis, que es 

identificada como la línea metamórfica de las larvas. Un cambio 

abrupto ocurre después de ésta línea en la microestructura y 

mineralogía de la concha, que marca la aparición del juvenil o estadio 

de disoconcha temprano. Las valvas de P-II excluyen a la concha de 

la P-I, pero incluyen la nueva concha depositada en el interior de las 

valvas de la P-I. La parte exterior de la concha de P-II presenta un 

crecimiento comarginal conspicuo, que se distingue claramente de la 

superficie de la P-I 

Semilla Término usado en acuicultura para denominar a los juveniles de 

moluscos bivalvos destinados a ser cultivados 

Sistema inmune Complejo de estructuras y funciones de un organismo que lo hace 

resistente a las enfermedades 

Susceptible Capaz de recibir modificación o impresión 

Toxina  Sustancia venenosa secretada por ciertos organismos 

Trocófora  Primer estadio larval de los moluscos, presenta tres cinturones de  

   cilios y un flagelo 

Veliger Se refiere a cualquier larva de molusco que posea un velo, que es el 

órgano natatorio ciliado 

Vibriosis  Enfermedad causada por bacterias del género Vibrio 

Virulencia  La habilidad de un microorganismo para producir una enfermedad 

 



  

INTRODUCCIÓN  

 

El cultivo de moluscos bivalvos contribuye significativamente a la producción 

mundial y nacional de mariscos. La producción mundial de ostras, pectínidos, mejillones y 

almejas contribuyó con 8.9 millones toneladas métricas en 1999 (FAO, 1999). En México 

existen más de 54 especies nativas de moluscos (Baqueiro, 1984), sin embargo, la 

acuicultura de moluscos bivalvos se basa principalmente en el cultivo del ostión, de tal 

manera que en 2001, la producción total del país fue de 50,565 toneladas (SAGARPA, 

2001). Actualmente, las especies nativas que son objeto de estudios intensivos para sus 

cultivo son los pectínidos Argopecten ventricosus, Nodipecten subnodosus y el callo de 

hacha Atrina maura. 

Las semillas o juveniles de bivalvos constituyen la materia prima de los cultivos. Un 

método para obtener esta materia prima consiste en la colecta de los juveniles del medio 

natural, provenientes de los desoves de las poblaciones naturales. Sin embargo, este método 

no es confiable debido a las variaciones temporales y espaciales del número de juveniles 

que se obtienen por colector. Un método alternativo, es la producción de juveniles en el 

laboratorio, pero la alta susceptibilidad de las larvas a bacterias principalmente del género 

Vibrio (Tubiash et al., 1965; Riquelme et al. 1996; Sugumar et al., 1998; Lambert et al., 

1998), no permiten que el abasto de semillas sea suficiente para sostener la industria del 

cultivo. Las especies de vibrios que se han reportado como patógenas de larvas de 

moluscos son Vibrio anguillarum (Freites et al., 1993; Riquelme et al., 1995), V. natriegens 

(Zhang et al., 1998), V. pectenicida (Lambert et al., 1998), V. tapetis (Borrego et al., 1996), 

V. splendidus (Sugumar et al., 1998) y V. alginolyticus (Riquelme et al., 1996; Sainz et al., 

1999). En el mar, los vibrios raramente exceden 1 x 103 células/ml (Utting, 1986); sin 

embargo, en los sistemas de cultivo pueden alcanzar 1 x 106 células/ml (Austin et al., 

1988). Estas bacterias producen exotoxinas (factores ciliostáticos y hemolisinas), proteasas 

y endotoxinas, las cuales causan parálisis ciliar y destrucción de los tejidos de las larvas 

(Nottage y Birkbeck, 1987; Nottage et al., 1989). Los signos de la vibriosis en larvas son: 

parálisis ciliar, disminución en la habilidad para nadar, estomago vacío, gránulos lipídicos 
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en el tracto digestivo, nado anormal, desprendimiento del velum y cilios, y pueden llegar 

a producir mortalidades masivas (Tubiash et al., 1965; Elston y Leibovitz, 1980; Lodeiros 

et al., 1992; Nottage et al., 1989; Sugumar 1998; Sainz et al., 1999). 

Las bacterias forman parte de la flora autóctona de los organismos marinos y de su 

ecosistema, y llegan a representar hasta un 60% de la población de microorganismos totales 

en algunas lagunas costeras (Simudu y Tsukamoto, 1985). Al cultivar las larvas a altas 

densidades en los tanques de cultivo, se crea un ambiente artificial que favorece la 

proliferación de bacterias oportunistas, las cuales frecuentemente son patógenas 

(Sindermann, 1990). La severidad de su ataque está relacionada con las condiciones 

subóptimas del cultivo (alta densidad larvaria, acumulación de larvas muertas o 

moribundas, microalgas contaminadas, gametos residuales, altas temperaturas), lo cual 

aumenta la proliferación bacteriana y compromete la respuesta inmune de las larvas 

infectadas (Elston, 1984). 

En comparación con las larvas, las enfermedades provocadas por bacterias en 

juveniles y adultos son menos frecuentes (Sinderman, 1990; Lane y Birkbeck, 2000), lo 

cual indica que ocurre un proceso de maduración del sistema inmune durante la ontogenia 

de estos organismos (Bachére et al., 1995). La mayoría de los estudios sobre el sistema 

inmune en moluscos bivalvos se han realizado en adultos a pesar de la importancia que 

podría tener el conocimiento de la ontogenia de su sistema inmune. Hoy en día se sabe muy 

poco acerca de las reacciones inmunes en estadios tempranos del ciclo de vida de los 

moluscos, posiblemente por las dificultades inherentes al trabajar con larvas las cuales no 

pueden ser sangradas de la misma manera que los adultos (Dyrynda et al., 1995). 

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio de susceptibilidad al ataque 

de V. alginolyticus en larvas veliger de 7 días de edad, en la ostra japonesa (Crassostrea 

gigas), y en A. ventricosus, N. subnodosus y A. maura. Además se investigó la presencia de 

tres de los mecanismos de defensa conocidos en moluscos adultos (fenoloxidasa, péptidos 

antimicrobianos y enzimas hidrolíticas) en diferentes estadios de desarrollo de estas 

especies. 
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A continuación se presenta una revisión del conocimiento sobre los mecanismos 

de defensa en moluscos bivalvos. 

 

SISTEMA INMUNE DE MOLUSCOS BIVALVOS 

 
Los moluscos, como todos los invertebrados, poseen un sistema de defensa llamado 

inmunidad innata o natural que los protege contra patógenos. Por su parte, los vertebrados 

cuentan, además de la inmunidad innata, con un sistema inmune adquirido (también 

llamado adaptativo), el cual se caracteriza por su alta especificidad y memoria 

inmunológica. La especificidad se debe a la capacidad de producir una variedad de 

anticuerpos, cada uno de ellos dirigidos contra un epítope (sitio antigénico) específico. Sin 

embargo, la memoria inmunológica se observa cuando, después del primer contacto con el 

antígeno, las clonas específicas quedan sensibilizadas y, en contactos posteriores, se 

expanden (expansión clonal) rápidamente, ofreciendo una respuesta eficiente (Vargas-

Albores y Barracco, 2001). 

El sistema inmune de los moluscos está representado principalmente por hemocitos, 

proteínas plasmáticas y reacciones integradas en sistemas multiméricos que involucran 

ambos tipos de componentes, celular y humoral (Vargas-Albores y Barracco, 2001). 

Debido a que los moluscos bivalvos tienen un sistema circulatorio abierto compuesto por 

senos, la hemolinfa baña todos los tejidos y permite que los hemocitos y los componentes 

humorales se distribuyan uniformemente, favoreciendo el encuentro con las partículas 

(bióticas y abióticas) (Allam y Paillard, 1998). 
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Estado del conocimiento en larvas 
 

A nivel celular, Elston (1980a) realizó un estudio ultraestructural de las células 

sanguíneas de las larvas de Crassostrea virginica en los estadios de prodisoconcha I y II 

donde identificó dos tipos de células de vida libre a las que llamó celomocitos. Un tipo fue 

clasificado como fagocítico y el otro como no fagocítico, el cual poseía una mayor cantidad 

de retículo endoplásmico liso. Ambos tipos de células fueron observados en la cavidad 

visceral y en los canales del naciente sistema circulatorio. En un trabajo posterior, Elston 

(1980b) realizó una descripción más detallada de los celomocitos larvarios con la ayuda del 

microscopio óptico. Observó que los fagocitos ingieren partículas de tinta de la India y que 

contenían gránulos citoplásmicos eosinófilos. El microscopio electrónico mostró que los 

fagocitos contenían vacuolas rodeadas por una membrana, mitocondrias y gránulos densos 

en el citoplasma. El contenido de las vacuolas varió considerablemente ya que algunas 

estaban vacías y otras contenían elementos de la propia célula o material extraño. Las 

células no fagocíticas presentaron menos mitocondrias. 

La presencia de algunos elementos del sistema inmune de adultos de Mytilus edulis 

como fenoloxidasa, arilsulfatasa y metabolitos reactivos del oxígeno, ha sido confirmada en 

larvas trocófora y veliger de la misma especie (Dyrynda et al., 1995). En M. 

galloprovincialis se ha detectado la síntesis de los péptidos antimicrobianos mytilina y 

defensina, durante y después de la metamorfosis larvaria respectivamente (Mitta et al., 

2000a). Con base en estos resultados, Mitta et al. (2000a), sugieren que la maduración de 

las funciones inmunes ocurre durante la metamorfosis. 
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Estado del conocimiento en adultos 

 
Los hemocitos 
 

En adultos de moluscos bivalvos marinos, la nomenclatura de referencia basada en 

la morfología de los hemocitos incluye hemocitos granulares o granulocitos y hemocitos 

hialinos o hialinocitos (Cheng, 1981). Recientemente, la identificación y caracterización de 

los hemocitos ha mejorado gracias a su separación por gradientes de Percoll, el uso de 

tinciones, detección de enzimas intracelulares, análisis ultra-estructurales mediante 

microscopía electrónica y la caracterización antigénica de moléculas de superficie con el 

uso de lectinas y anticuerpos monoclonales (Aufrett, 1988; Pipe, 1990a,b; Noël et al., 1994; 

Pipe et al., 1997; Dyrynda et al., 1997; López et al., 1997a; Xue y Renault, 2000). Los 

hemocitos granulares son comúnmente llamados fagocitos (Auffret, 1988) aunque los 

hialinocitos (a veces llamados linfocitos) también tienen capacidad fagocítica (Le Gall et 

al., 1991; Mortensen y Glette, 1996). Los hemocitos granulares o granulocitos tienen 

abundantes gránulos citoplasmáticos y son al parecer las células inmunológicamente más 

reactivas. Los hemocitos hialinos no tienen gránulos o tienen un número reducido de los 

mismos, y aparentemente participan en menor grado en las respuestas de defensa (Auffret, 

1988; Henry et al., 1990). 

En C. gigas, M. edulis, Ruditapes decussatus y Tridacna maxima se ha descrito una 

subpoblación de hemocitos granulares que presentan gránulos eosinófilos y otra con 

gránulos basófilos (Auffret, 1988; Bachère et al., 1988; Henry et al., 1990; Pipe, 1990a,b; 

Noël et al., 1994; Friebel y Renwrantz, 1995; López et al., 1997a; Nakayama et al., 1997; 

Pipe et al., 1997). La mayoría de los bivalvos tienen una combinación de los tres tipos de 

células; sin embargo, existe controversia respecto a la presencia de hemocitos granulares en 

pectínidos. Auffret (1988) y Benninger y Le Pennec (1991) afirman que los pectínidos 

carecen de hemocitos granulares y que en su lugar tienen hialinocitos diferenciados, 

algunos de los cuales parecen funcionar como granulocitos. En contraste, Riquelme (1999) 

demuestra la presencia de granulocitos en Argopecten purpuratus.  
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Los hemocitos hialinos, también parecen ser una población muy heterogénea 

(Bachère et al., 1988). Las diferencias encontradas radican en el tamaño y forma del núcleo, 

cantidad de citoplasma y organelos. Hine (1999) los divide en células blásticas y células 

con citoplasma abundante. Las células blásticas corresponden a hemocitos indiferenciados, 

con núcleo grande circundado por un citoplasma muy delgado y pobre en organelos, como 

se ha descrito en C. gigas y C. virginica (Bachère et al., 1988; McCormick-Ray y Howard, 

1991), los mejillones M. edulis, M. galloprovincialis y Perna perna (Rasmussen et al., 

1985; Carballal et al., 1997a; Barracco et al., 1999) y en las almejas Mercenaria 

mercenaria y Tridacna crocea (Moore y Eble, 1977; Nakayama et al., 1997). 

Las células con citoplasma abundante son hemocitos mas diferenciados que tienen 

un núcleo grande, a veces polimórfico, y un citoplasma amplio lleno de organelos. Estas 

células se han descrito en C. gigas y C. virginica (Bachère et al., 1988; McCormick-Ray y 

Howard, 1991), en los mejillones M. edulis, M. galloprovincialis y P. perna (Rasmussen et 

al., 1985; Carballal et al., 1997a; Barracco et al., 1999), en las almejas M. mercenaria y T. 

crocea (Moore y Eble, 1977; Nakayama et al., 1997) y en el pectínido Pecten maximus 

(Henry et al., 1990). 

 

Fagocitosis 
 

Los mecanismos de defensa de bivalvos están mediados primariamente por los 

hemocitos, los cuales responden a las partículas extrañas u organismos ya sea 

fagocitándolos y destruyéndolos por medio de enzimas hidrolíticas, especies reactivas del 

oxígeno y factores antimicrobianos; encapsulándolos cuando son demasiado grandes para 

ser fagocitados o removiéndolos del huésped por migración a través de las membranas 

epiteliales (diapédesis) (Fisher, 1988).  
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El proceso de fagocitosis es considerado una vía importante para controlar y 

eliminar partículas extrañas (Cheng, 1981; Feng, 1988; Sparks y Morado, 1988). Este 

proceso de defensa está bien documentado y se subdivide en: 

i) La quimiotaxis, la cual es el proceso donde los hemocitos se mueven a lo largo de un 

gradiente químico facilitando su contacto con la partícula extraña para fagocitarla o 

encapsularla (Cheng y Howland, 1982a,b). ii) El reconocimiento, el cual se lleva a cabo a 

través de moléculas de membrana celular y moléculas secretadas (opsoninas) (Renwrantz y 

Stahmer, 1983; Vasta et al., 1984). iii) La internalización (endocitosis) de las partículas 

extrañas, que se da a través del fagosoma primario el cual se fusiona con los lisosomas para 

formar el fago-lisosoma donde entonces las partículas son destruidas a través de varios 

mecanismos microbicidas (Cheng, 1981; Feng, 1988; Sparks y Morado, 1988), tal como se 

ha detallado en M. edulis y M. galloprovincialis (Pipe et al., 1990a; Cajaraville y Pal 

1995a; Carballal et al., 1997b). 

Aunque en los bivalvos, los hemocitos granulares parecen ser los encargados de la 

fagocitosis, los hemocitos hialinos presentan esta capacidad en forma reducida como se ha 

demostrado en C. virginica (Foley y Cheng, 1975), M. mercenaria, R. decussatus y Tapes 

philippinarum (Foley y Cheng, 1975; Tripp, 1992; López et al., 1997a) y en los mejillones 

M. edulis, M. galloprovincialis y P. perna (Pipe et al., 1990a, 1995; Noël et al., 1993; 

Cajaraville y Pal, 1995; Carballal et al., 1997a; Barracco et al., 1999). 

El proceso de encapsulamiento de las partículas extrañas muy grandes (helmintos, 

hifas de hongos y algunos protozoarios) ocurre cuando los hemocitos los envuelven en 

varias capas para aislarlos de los tejidos sanos del huésped, y destruirlos a través de la 

liberación de moléculas tóxicas o líticas. Este proceso se ha observado en M. edulis y M. 

galloprovincialis (Santos y Coimbra, 1995; Villalba et al., 1997), Ruditapes semidecussatus 

y Tapes decussatus (Sangristà et al., 1995; Montes et al., 1995a,b; Montes et al., 1996) y 

Argopecten irradians y Patinopecten yessoensis (Whyte et al., 1994; Bower et al., 1998). 
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Las partículas extrañas también pueden ser eliminadas por evacuación. Ésta 

ocurre cuando el hemocito fagocita una partícula y se mueve a través de las barreras 

epiteliales (diapédesis) hasta el lumen digestivo y excretor. Posiblemente, la prioridad del 

hemocito sea digerir intracelularmente el material, pero si esto no es posible, se lleva a cabo 

la evacuación. Esta función requiere las mismas actividades celulares involucradas en la 

fagocitosis, particularmente en la locomoción (Tripp, 1960; Feng, 1965; Fisher, 1986). 

 

Sistema profenoloxidasa 
 

La fenoloxidasa (FO), es la enzima involucrada en la melanización durante el 

proceso de encapsulación, formación de nódulos y cicatrización de heridas en artrópodos. 

Esta enzima cataliza la oxidación de fenoles a quinonas, las cuales continúan su 

transformación no enzimáticamente hasta melanina. Los compuestos intermediarios 

formados y la melanina son tóxicos para los microorganismos (Lerch, 1988; Nappi y 

Seymur, 1991; Nappi y Vass, 1993). La FO es una enzima que oxida mono y difenoles, y 

forma parte de una cascada proteolítica llamada sistema de activación de la profenoloxidasa 

(proFO). El sistema proFO es activado en un proceso secuencial a FO por serín-proteasas, 

las cuales han sido previamente activadas por componentes de la pared celular de hongos (β 

1,3-glucanos) y bacterias (LPS). El sistema proFO y sus proteínas asociadas, está 

relacionado con reconocimiento de partículas extrañas, opsonización y comunicación 

celular en muchos invertebrados (Söderhäll, 1982, 1992; Johansson y Söderhäll, 1989). El 

sistema proFO ha sido ampliamente estudiado en artrópodos. Sin embargo, existen pocos 

reportes de la presencia y localización del sistema proFO en moluscos (Coles y Pipe, 1994). 

La actividad de la FO ha sido demostrada en varias especies de moluscos bivalvos (Waite y 

Wilbur, 1976; Smith y Söderhäll, 1991; Coles y Pipe, 1994; Renwrantz et al., 1996; Asokan 

et al., 1997; López et al., 1997b; Carballal et al., 1997b; Deaton et al., 1999), pero no fue 

encontrada en T. crocea (Nakayama et al., 1997) ni en P. perna (Barracco et al., 1999).  
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La presencia de la FO en la hemolinfa de los moluscos y la estimulación de su 

actividad por componentes de la pared celular de bacterias, sugieren que la FO es parte de 

un mecanismo de defensa interno (Deaton et al., 1999). Actualmente, sólo el trabajo de 

Asokan et al. (1997) ha demostrado la activación del sistema proFO por componentes de la 

pared celular de bacterias y hongos en el mejillón P. viridis. 

 
Péptidos antimicrobianos 
 

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son proteínas de bajo peso molecular (<10 

kDa), catiónicas y anfipáticas que participan como mecanismo de defensa del huésped 

contra microorganismos. Cada PAM es codificado por un solo gen y están involucrados en 

la respuesta inmune innata de vertebrados, invertebrados y plantas, y son esenciales en 

organismos que carecen de inmunidad adaptativa (Broekaert et al., 1995; Charlet et al., 

1996; Iwanaga et al., 1998; Lehrer y Ganz, 1999). 

En los moluscos, los PAM han sido estudiados en algunos mejillones, donde son 

constitutivos. En Mytilus edulis se purificaron y caracterizaron del plasma dos moléculas 

(defensinas A y B) pertenecientes a la familia de las defensinas de artrópodos que contienen 

6 cisteínas (Charlet et al., 1996), mientras que un péptido tipo defensina (MGD1), con 8 

cisteínas se aisló del plasma y hemocitos de M. galloprovincialis (Hubert et al., 1996; Mitta 

et al., 1999a); una segunda isoforma (MGD2) se identificó a partir de ARN mensajero de 

hemocitos (Mitta et al., 1999a). Un segundo grupo de moléculas (mytilinas; 34 residuos) de 

las cuales se han caracterizado 5 isoformas (A, B, C, D y G) fueron aisladas del plasma de 

M. edulis (A y B) (Charlet et al., 1996) y las isoformas B, C, D, y G1 fueron aisladas de 

hemocitos de M. galloprovincialis (Mitta et al., 2000a). Un tercer grupo de péptidos 

llamados myticinas (40 residuos) se caracterizó del plasma (isoforma A) y hemocitos 

(isoformas A y B) de M. galloprovincialis (Mitta et al., 1999b). Por último, se caracterizó 

parcialmente un péptido antifúngico (mytimicina) de 6.5 kDa con 12 cisteínas del plasma 

de M. edulis (Charlet et al., 1996).  
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Las myticinas y defensinas son esencialmente activas contra bacterias Gram (+), 

incluyendo algunas patógenas para invertebrados marinos (Charlet et al., 1996; Hubert et 

al., 1996; Mitta et al., 1999b; Mitta et al., 2000b) y mucho menos activas contra Gram (-) y 

hongos. Las mytilinas tienen un espectro de actividad más amplio dependiendo de la 

isoforma. Las isoformas B, C y D son tóxicas para Gram (+) y Gram (-). La mytilina G1 

tiene actividad solamente contra bacterias Gram (+), las mytilinas B y C tienen actividad 

contra el Fusarium oxysporum que es patógeno para crustáceos marinos y contra la bacteria 

Gram (-) Vibrio splendidus que es patógena para bivalvos marinos (Charlet et al., 1996; 

Hubert et al., 1996; Sugumar et al., 1998; Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000b). Las 

myticinas y defensinas son esencialmente activas contra bacterias Gram (+), incluyendo 

algunas patógenas para invertebrados marinos (Charlet et al., 1996; Hubert et al., 1996; 

Mitta et al., 1999b; Mitta et al., 2000b) y mucho menos activas contra Gram (-) y hongos. 

Las mytilinas tienen un espectro de actividad más amplio dependiendo de la isoforma. Por 

ejemplo, las isoformas B, C y D son tóxicas para Gram (+) y Gram (-), mientras que la 

mytilina G1, tiene actividad solamente contra bacterias Gram (+). Las mytilinas B y C, 

actuan contra Fusarium oxysporum, patógeno de crustáceos marinos, y contra la bacteria 

Gram (-) V. splendidus, la cual es patógena para bivalvos marinos (Charlet et al., 1996; 

Hubert et al., 1996; Sugumar et al., 1998; Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000b).  

Las defensinas y mytilinas están presentes en el hemocito en diferentes organelos 

subcelulares. Las defensinas se localizan en vesículas de granulocitos de gránulos grandes y 

pequeños (Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000b,c). Las mytilinas se encuentran en 

granulocitos de gránulos grandes y particularmente en estructuras multivesiculares grandes 

(Mitta et al., 2000a,b,c). Al parecer los dos tipos de granulocitos, uno conteniendo 

solamente mytilinas y el otro conteniendo ambos (mytilina y defensina), están involucrados 

en diferentes estadios de la respuesta anti-infecciosa. El primer tipo de granulocito está 

relacionado con una fase temprana de respuesta, cuando migra hacia los sitios de infección 

y fagocita al microorganismo, y el segundo tipo de granulocito actúa en una respuesta 

tardía liberando los péptidos al plasma (Mitta et al., 2000c). 
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Enzimas hidrolíticas 
 

Los hemocitos participan en la eliminación de material extraño en los moluscos 

bivalvos a través de la fagocitosis. Dentro de los hemocitos, existen diversas enzimas 

hidrolíticas con actividad de proteasas, glucosidasas, fosfatasas, lipasas y esterasas 

indicativas de la presencia de lisosomas (Pipe, 1990a,b; López et al., 1997b). Las enzimas 

lisosomales dentro de los hemocitos, matan y degradan las partículas fagocitadas y en 

algunos casos, son liberadas de la célula al plasma u otros tejidos donde pueden modificar 

la conformación molecular de la superficie de las partículas y con ello favorecer su 

reconocimiento y fagocitosis. Por este motivo, la actividad enzimática en la hemolinfa ha 

sido estudiada como uno de los indicadores de la capacidad inmune en muchas especies de 

bivalvos, incluyendo a: C. virginica, M. mercenaria, Mya arenaria, Ostrea edulis, C. gigas, 

M. galloprovincialis, R. decussatus y Corbicula japonica (Cheng et al., 1975; Rodrick, 

1975; Cheng, 1975, 1981, 1992; Mohandas et al., 1985; Dikkeboom et al., 1988; Pipe, 

1990a; Kumazawa et al., 1991; Oubella et al., 1994; Cajaraville et al., 1995; Carballal et al. 

1997b; López et al., 1997b; Xue y Renault, 2000). Enzimas lisosomales como lisozima, 

fosfatasa ácida, esterasa y β-glucoronidasa han sido usadas para definir la función de los 

hemocitos, en diferentes especies de bivalvos (Feng y Canzonier, 1970; Cheng et al., 1975; 

Chu y La Peyre, 1989; Beckmann et al., 1992; Carballal et al., 1997b; Torreilles et al., 

1997). En la mayoría de los estudios, el análisis concierne sólo a algunas enzimas. Sin 

embargo, el proceso de resistencia a una infección puede involucrar una reacción general 

mas que la función de ciertas enzimas individuales en estos organismos que carecen de una 

respuesta inmune específica. Por lo tanto, es importante conocer el estado metabólico 

enzimático general (Xue y Renault (2000). 
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Mecanismos oxidativos 
 

Durante el proceso de fagocitosis los hemocitos llevan a cabo un fenómeno 

conocido como estallido respiratorio de manera similar al observado en fagocitos de 

mamíferos (Adema et al., 1991). El mecanismo involucrado en la destrucción intracelular 

del material fagocitado comprende la generación de varios intermediarios reactivos del 

oxígeno (IRO) y nitrógeno (IRN) (Tabla 1), los cuales son moléculas que representan 

evolutivamente una respuesta inmune innata antigua presente tanto en plantas como 

animales (Nappi y Ottaviani, 2000). La producción de IRO e IRN por los hemocitos resulta 

de interacciones receptor-ligando y está mediada en parte por la NADPH oxidasa y por la 

óxido nítrico sintasa (ONS) respectivamente. Cuando el microbio se adhiere a la membrana 

plasmática del hemocito, se inicia inmediatamente un incremento en la actividad de la vía 

de la hexosa monofosfato, aumentando la producción de NADPH el cual es usado para 

reducir el oxígeno molecular a anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radical 

hidroxilo, las cuales son moléculas microbicidas. NADPH oxidasa es un complejo 

enzimático localizado en la membrana plasmática que facilita la transferencia de electrones 

del NADPH citosólico al oxígeno vía una flavoproteína intermediaria y citocromo. Aunque 

las células fagocíticas son los productores de IRO más eficientes, virtualmente todas las 

células eucarióticas generan estas moléculas, principalmente como productos de reacciones 

de transferencia de electrones (Anderson, 1994; Anderson, 1999; Arumugam et al., 2000; 

Nappi y Ottaviani, 2000). 
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Tabla 1. Mecanismos de formación de los intermediarios reactivos del oxígeno en el 

estallido respiratorio. 

Intermediarios reactivos del oxígeno (IRO)    IRO vía reacciones del estallido respiratorio 
 
 
                                                                               NADPH + 2O2                    NADP+ + H+ + 2O2

- 
Anión superóxido (O2

-)                                   2O2
- + 2H+          SOD            H2O2 + O2 

Peróxido de hidrógeno (H2O2)                        H2O2 + O2
-                                         .OH       HO-       O2 

Radical hidroxilo (.OH)                                   H2O2 + Fe2+                         .OH + HO- + Fe3+ 
                                                                               H2O2 + NO                           .OH + HNO2 
 
Ácido hipocloroso (HOCl)                              Sistema mieloperoxidasa: 
                                                                         H2O2 + Cl-                                            HOCl + HO- 
                                                                               HOCl + O2

-                          .OH 

 

Los intermediarios reactivos del nitrógeno se derivan del óxido nítrico (ON), un 

radical libre que es producido de la L-arginina por la enzima ONS. El ON puede reaccionar 

consigo mismo y con otras moléculas como el anión superóxido (O2
-), oxígeno molecular 

(O2), agua (H2O) y peróxido de hidrógeno (H2O2) para generar moléculas reactivas como 

anhídrido nitroso (N2O3), peroxinitrito (ONOO-), nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-) e hidroxilo 

(·OH) (Nappi y Ottaviani, 2000). 

Existen varios trabajos donde se ha demostrado la existencia de IRO y/o IRN en 

moluscos bivalvos como P. yessoensis (Nakamura et al., 1985), P. maximus (Le Gall et al., 

1991; Lambert y Nicolas, 1998), M. edulis (Noël et al., 1991; Pipe, 1992; Winston et al., 

1996), M. galloprovicialis (Pipe et al., 1995; Torreilles y Guérin, 1999; Arumugam et al., 

2000), P. perna (Barracco et al., 1999); O. edulis y C. gigas (Bachére et al., 1991), C. 

virginica (Anderson, 1994; Austin y Paynter, 1995; Fisher et al., 1996) y T. crocea y 

Mercenaria mercenaria (Anderson, 1994; Nakayama y Maruyama, 1998). Los 

intermediarios reactivos del oxígeno y del nitrógeno tienen efectos citotóxicos y 

microbicidas pero pueden producir daños importantes en los tejidos del huésped. 
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Para neutralizar los efectos no deseados, existen enzimas protectoras o 

antioxidantes como la glutatión-peroxidasa dependiente de selenio (GP; EC 1.11.1.9), 

catalasa (EC 1.11.1.6) y la superóxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1). Además, se han 

reportado otros antioxidantes de bajo peso molecular como ácido ascórbico, α-tocoferol, 

ácido úrico, glutatión, β-carotenos y vitamina E (Pipe, 1992; Nappi y Ottaviani, 2000). 

 

Lectinas 

 
Las lectinas son proteínas o glucoproteínas no enzimáticas que se unen a 

carbohidratos (sin transformarlos químicamente) de manera específica y se encuentran en 

virus, bacterias, plantas, invertebrados y vertebrados (Fisher y DiNuzzo, 1991; Arason, 

1996; Olafsen et al. 1992). En invertebrados, las lectinas pueden actuar como moléculas de 

reconocimiento en actividades defensivas como agregación de leucocitos y opsonización de 

material no propio (Renwrantz, 1983; Vasta y Marchalonis, 1984; Sima y Vetvicka, 1993). 

Las lectinas en invertebrados se pueden encontrar unidas o integradas a la superficie de la 

membrana celular del hemocito, o libres en el plasma (Renwrantz, 1983; Renwrantz y 

Stahmer, 1983; Vasta et al., 1984). Se han propuesto dos modelos sobre la forma en que 

actuan las lectinas. El primero considera que después de la reacción con el antígeno, la 

lectina modifica su estructura y expone nuevos sitios que reconocen a los hemocitos. El 

segundo indica que al reaccionar la lectina con la superficie de la partícula, se concentran 

localmente y entonces se manifiesta un incremento en la afinidad de la lectina por el 

hemocito (Renwrantz, 1986).  

En los moluscos bivalvos se han encontrado lectinas en C. gigas (Hardy et al., 1977; 

Olafsen et al., 1992), M. edulis (Renwrantz, 1983), C. virginica (Vasta et al., 1984), 

Megapitaria squalida (Ascencio y Ochoa, 1985), Pinctada fucata martensii (Suzuki y 

Mori, 1990), M. mercenaria (Tripp, 1992), Anadara granosa (Dam et al., 1993, 1994), 

Crenomytilus grayanus (Belogortseva et al., 1998) y Modiolus modiolus (Tunkijjanukij et 

al., 1997). 
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HIPÓTESIS 

 

• Las larvas veliger de moluscos bivalvos son susceptibles al ataque de V. 

alginolyticus y además existen diferencias interespecíficas en la susceptibilidad. 

• El sistema inmune de moluscos bivalvos presenta una maduración que hace a los 

juveniles y adultos menos susceptibles a infecciones causadas por microorganismos 

patógenos. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si existen diferencias en la susceptibilidad al ataque de V. alginolyticus, 

en larvas veliger de C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus y A. maura, y estudiar la 

presencia de la fenoloxidasa, péptidos antimicrobianos y enzimas hidrolíticas como 

potenciales partícipes en el sistema de defensa de algunas de estas especies en diferentes 

estadios de su ciclo de vida. 

 
OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Determinar la susceptibilidad de larvas de C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus y 

A. maura a V. alginolyticus cepa APSA2. 

• Determinar la actividad de la fenoloxidasa en larvas y juveniles de C. gigas, A. 

ventricosus y N. subnodosus. 

• Determinar la actividad de la fenoloxidasa en organismos adultos de C. gigas, A. 

ventricosus, N. subnodosus y A. maura. 

• Aislar péptidos de la hemolinfa de A. ventricosus con actividad antibacteriana. 

• Determinar la presencia de enzimas hidrolíticas en ovocitos, larvas, juveniles y 

adultos de C. gigas. 
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ESTRATEGIA METODOLÓGICA 
 

La descripción detallada de los métodos utilizados en este trabajo se encuentra en 

los manuscritos referidos en los anexos. Sin embargo, en las Figuras 1, 2, 3 y 4 se presenta 

una síntesis esquemática de los procedimientos seguidos en cada uno de los estudios.  

 

Susceptibilidad de larvas al ataque de V. alginolyticus 

Figura 1. Procedimiento seguido para el estudiar la susceptibilidad de larvas veliger de 7 
días de edad de Crassostrea gigas, Argopecten ventricosus, Nodipecten subnodosus y 
Atrina maura al ataque de bacterias del género Vibrio algynoliticus cepa APSA 2. 
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Sistema profenoloxidasa 
 

Figura 2. Procedimiento seguido para estudiar el sistema profenoloxidasa en larvas, 
juveniles y adultos de Crassostrea gigas, Argopecten ventricosus, Nodipecten subnodosus 
y Atrina maura. Nota: Este estudio no se pudo hacer en larvas y juveniles de A.maura por 
no contar con ejemplares de esta especie en dichos estadios de desarrollo. 
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Péptidos antimicrobianos 

Figura 3. Procedimiento seguido para estudiar los péptidos antimicrobianos en la hemolinfa 
de adultos de Argopecten ventricosus. 
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Actividad de enzimas hidrolíticas lisosomales 
 

Figura 4. Procedimiento seguido para determinar la actividad de enzimas hidrolíticas 
lisosomales en ovocitos, larvas, juveniles y en la hemolinfa de la ostra japonesa 
Crassostrea gigas. 
 

 

 

 



 

20

RESULTADOS 

 

Susceptibilidad de larvas al ataque de V. alginolyticus 
 

Se determinó la susceptibilidad de larvas de 7 días de edad de C. gigas, A. 

ventricosus, N. subnodosus y A. maura a 5 diferentes concentraciones de Vibrio 

alginolyticus cepa APSA2. El parámetro que se usó para definir la susceptibilidad fue la 

supervivencia expresada en porcentaje, durante 6 días de experimentación. Previamente a 

los experimentos, se seleccionó el vibrio mas virulento disponible en el cepario del 

CIBNOR, retando larvas de A. ventricosus de 7 días de edad con 2.0 x 105 células/ml. Las 

bacterias que se probaron fueron V. alginolyticus cepas APSA2 y APSA4, V. harveyi, V. 

parahaemolyticus, V. tubiashi y V. vulnificus. La bacteria seleccionada fue V. alginolyticus 

cepa APSA2 (Figura 1, Anexo I). También se investigó previamente si fuese necesario 

hacer reinoculaciones de bacterias a lo largo del experimento o si una exposición inicial 

sería suficiente para producir la enfermedad. Así, larvas veliger de A. maura de 7 días de 

edad se expusieron a una suspensión de 10 x 105 células/ml durante cuatro días. En un 

primer tratamiento, la mitad del volumen de agua fue reemplazado por agua de mar estéril 

cada dos días, y en un segundo tratamiento el volumen total se reemplazó a las 24 h de 

iniciado el experimento. Los resultados (Figura 2, Anexo I) indicaron que las larvas 

adquirían la enfermedad con la primera exposición a la bacteria eliminando la necesidad de 

hacer reinoculaciones. Con esta información previa se procedió a realizar el experimento de 

susceptibilidad en las cuatro especies. Los resultados (Figura 3, Anexo I) indicaron que la 

susceptibilidad aumenta a mayores concentraciones bacterianas. Además se registraron 

diferencias significativas (P< 0.05) en la susceptibilidad de las cuatro especies, siendo las 

mas susceptibles los pectínidos A. ventricosus y N. subnodosus. 
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En A. ventricosus, la supervivencia fue ligeramente afectada durante los 6 días de 

experimentación a concentraciones de 0.1 x 105 células/ml (Figura 3b, Anexo I). Sin 

embargo, a concentraciones de 0.5 x 105 células/ml, la supervivencia decrece rápidamente a 

20% en sólo 3 días (Figura 3c, Anexo I), y a 2.5 x 105 células/ml fue de 7% en el mismo 

periodo de tiempo. En N. subnodosus la supervivencia fue ligeramente mayor que en A. 

ventricosus. En contraste, las larvas de A. maura y C. gigas mostraron una menor 

susceptibilidad que en las otras dos especies. Durante los primeros 4 días, la supervivencia 

de las larvas de A. maura fue superior al 60% en todos los tratamientos. Sin embargo, a 

tiempos mas prolongados la supervivencia disminuyó casi a cero en concentraciones por 

arriba de 2.5 x 105 células/ml en el día 6. En C. gigas, la supervivencia permaneció cerca 

del 40% en todos los tratamientos, aún en el día 6 (Figura 3, Anexo I). La mortalidad en 

esta especie fue gradual en todos los tratamientos, lo cual no es común en las epizootias que 

ocurren en los laboratorios de producción de semillas, en donde las mortalidades son 

masivas y repentinas. La supervivencia en los controles sin bacterias fue similar en las 4 

especies (P> 0.05), variando entre 66% (A. maura) y 75% (C. gigas) en el día 6 (Figura 

3a, Anexo I). 

 Estos resultados permitieron calcular la concentración letal media (CL50) para cada 

especie. Las CL50 calculadas (Tabla 1, Anexo I) muestran una mayor susceptibilidad de las 

larvas de A. ventricosus y de N. subnodosus a la bacteria que el resto de las especies. En el 

día 1, la CL50 fue > 10 x 105 células/ml para todas las especies probadas. Sin embargo, en el 

día 2, 1.3 x 105 y 3.9 x 105 células/ml fueron necesarias para eliminar la mitad de las larvas 

de A. ventricosus y N. subnodosus, respectivamente, y > 10 x 105 células/ml para matar la 

mitad de las larvas de A. maura y C. gigas. De forma similar, en el día 4, la CL50 fue 0.3 x 

105 y 1.5 x 105 células/ml para las larvas de A. ventricosus y N. subnodosus, 

respectivamente, y >10 x 105 células/ml para las larvas de A. maura y C. gigas. En los días 

5 y 6, ocurrió una repentina disminución en la CL50 para las larvas de A. maura, de 5.0 x 

105 células/ml en el día 5 a 0.8 x 105 células/ml en el día 6. 
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Los resultados de la CL50 para las larvas de C. gigas mostraron que esta especie es la 

menos susceptible a V. alginolyticus cepa APSA2. Su CL50 permaneció en > 10 x 105 

células/ml durante los primeros 5 días, y entonces disminuye a 6.7 x 105 células/ml en el 

día 6. 

 Los signos comunes de la vibriosis o necrosis bacilar (Tubiash et al., 1965; Elston y 

Leibovitz, 1980; Freites et al., 1993) fueron observadas en las larvas de todas las especies 

retadas. Se observó una disminución en su capacidad natatoria, parálisis ciliar, estómagos 

vacíos y tejidos necrosados. El nado anormal (nado en círculos) y desprendimiento de cilios 

y velo se observó sólo en pocas larvas. Las larvas de las 4 especies fueron susceptibles al 

ataque de V. alginolyticus cepa APSA2 y la causa de dicha susceptibilidad posiblemente se 

deba a la carencia o a una funcionalidad limitada de los mecanismos de defensa 

encontrados en adultos. Los experimentos siguientes se realizaron para ofrecer una 

explicación de la gran susceptibilidad de las larvas. 

 

Sistema profenoloxidasa 
 

La actividad de la FO en las muestras de larvas y juveniles (C. gigas, A. ventricosus, 

N. subnodosus) y de los adultos (C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus, A. maura) se 

midió espectrofotométricamente a 490 nm de longitud de onda, utilizando L-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA)como substrato. Los activadores probados fueron: tripsina, 

α-quimiotripsina, dodecil sulfato de sodio (DSS), laminarina y lipopolisacáridos (LPS). La 

actividad de la enzima se expresó en unidades, donde una unidad representa el cambio en 

absorbancia por minuto por miligramo de proteína. Cuando se obtuvieron valores menores 

a 2 unidades, se consideró como actividad negativa (Smith y Söderhäll, 1991). 
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Actividad de la fenoloxidasa en larvas. Los valores del control (muestras 

incubadas con búfer en lugar de activadores) para larvas de C. gigas, A. ventricosus y N. 

subnodosus fueron de 0.8±0.1, 0.7±0.1 y 1.2±0.21 U, respectivamente. No existe actividad 

FO en el control ni en las muestras incubadas con tripsina (0.8±0.1, 0.5±0.04, 1.3±0.03 U, 

respectivamente), α-quimiotripsina (0.7±0.08, 0.4±0.01, 1.2±0.09 U, respectivamente), 

DSS (0.5±0.04, 0.4±0.06, 1.3±0.14 U, respectivamente), laminarina (0.9±0.08, 0.7±.03, 

1.1±0.03 U, respectivamente) y LPS (0.5±0.04, 0.5±0.01, 0.9±0.07 U, respectivamente) 

(Página 5, Anexo II). Por lo tanto, las larvas de las 3 especies probadas no tienen actividad 

de FO. 

 

Actividad de la fenoloxidasa en juveniles. Los resultados obtenidos en juveniles 

muestran que la actividad de FO sólo se presenta en C. gigas y N. subnodosus. Los valores 

del control (muestras incubadas con búfer) para juveniles de C. gigas, A. ventricosus y N. 

subnodosus fueron de 3.9±0.6, 0.2±0.04, 1.9±0.5 U, respectivamente. No hubo diferencias 

significativas (P> 0.05) entre el control y los activadores como tripsina (4.5±0.4, 0.4±0.08, 

4.3±0.5 U, respectivamente), α-quimiotripsina (4.0±0.6, 0.2±0.10, 3.8±0.4 U, 

respectivamente), DSS (3.9±0.2, 0.2±0.01, 3.3±0.6 U, respectivamente), laminarina 

(4.1±0.4, 0.2±0.03, 3.4±0.2 U, respectivamente) y LPS (3.9±0.3, 0.1±0.01, 2.3±0.2 U, 

respectivamente) (Anexo II). Con estos resultados se concluye que los juveniles de algunos 

moluscos bivalvos cuentan con la enzima FO aunque se ignora si la enzima participa en el 

sistema inmune. 
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Actividad de la fenoloxidasa en adultos. La hemolinfa de los organismos adultos 

se fraccionó en plasma y hemocitos. La oxidación de la L-DOPA ocurrió tanto en el control 

como con los activadores probados (Tabla 1, Anexo II). Los valores del control (muestras 

incubadas con búfer) en plasma de C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus y A. maura 

fueron de 7.3±0.5, 25±5, 18±0.6, 15±2.6 U, respectivamente. Los valores del control en el 

SLH fueron de 4.5±2, 2.7±0.3, 2.8±0.4, 4.6±0.6 U, respectivamente. En plasma hubo 

diferencias significativas (P< 0.05) entre el control y los activadores (marcados con 

asterisco) como tripsina (19±0.5*, 67±3.5*, 32±3*, 31±6* U, respectivamente), α-

quimiotripsina (19±1*, 55±2.5*, 37±0.6*, 26±4 U, respectivamente), DSS (22±3*, 54±5*, 

41±2*, 27±4 U, respectivamente), laminarina (20±0.5*, 50±8*, 44±2*, 34±4* U, 

respectivamente) y LPS (19±0.5*, 33±8, 43±2*, 17±4 U, respectivamente). En el SLH hubo 

diferencias significativas (P< 0.05) entre el control y los activadores (marcados con 

asterisco) como tripsina (9.8±3, 5.6±1.2, 6±0.2*, 16±4 U, respectivamente), α-

quimiotripsina (9.3±4, 4.7±1.5, 4.4±0.5*, 16±4 U, respectivamente), DSS (14.6±2, 5.2±1.3, 

5.2±0.3*, 18±5 U, respectivamente), laminarina (9.6±4, 5.6±2, 7±0.6*, 19±5 U, 

respectivamente) y LPS (8.6±0.5, 4.1±0.4, 5.7±0.8*, 9±1.4 U, respectivamente). Los 

resultados del cóctel de inhibidores de proteasas (P-2714), en la activación de la proFO por 

laminarina, muestran una reducción importante en la actividad de la FO en plasma (43, 59, 

67, 51%, respectivamente) y en SLH (52, 53, 54, 58%, respectivamente). La incubación de 

las muestras con el cóctel, antes de la incubación con laminarina, redujo la actividad FO en 

un máximo de 57%. El aumento de la actividad de FO en los tratamientos con respecto al 

control fue significativo (P< 0.05) en el plasma de las 4 especies probadas y solamente en 

el lisado de hemocitos de N. subnodosus. Los resultados demuestran que los adultos de las 

especies probadas tienen el sistema proFO y éste actúa como un mecanismo de defensa. 
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Péptidos antimicrobianos 
 

Para el estudio de los péptidos antimicrobianos se seleccionó a la almeja catarina A. 

ventricosus como. El proceso de purificación se realizó por cromatografía de fase reversa. 

La matriz que se utilizó fue C18. La actividad de las fracciones se midió con el método de 

lisado en placa donde se relacionó el halo de inhibición con la concentración de proteína. 

Los resultados muestran que las fracciones de 5 y 50% de acetonitrilo (ACN) del paso 1 del 

proceso de purificación tienen actividad positiva contra V. alginolyticus 138-2 (Figuras 1 y 

2, Anexo III). En el paso 2, se seleccionó la fracción del 50% de ACN del paso 1, la cual 

dio como resultado 5 fracciones con actividad antibacteriana (Figura 3, Anexo III). En el 

paso 3, se seleccionó la fracción 2 del paso 2, dando como resultado una fracción con 

actividad positiva (Figura 4, Anexo III). En el paso 4 se cargó la fracción del paso 3, se 

obtuvieron 2 fracciones, una de las cuales presentó actividad (Figura 5, Anexo III). 

Aunque el pico obtenido parecía ser una sola molécula, se probó su pureza utilizando 

electroforesis en gel de acrilamida-DSS (gradiente 10-20%) y búfer de tricina. El resultado 

fue el aislamiento de 2 bandas de 3.5 y 3.6 kDa. El peso molecular de estas bandas es muy 

similar al de los péptidos antimicrobianos encontrados en los mejillones M. edulis (Charlet 

et al., 1996) y M. galloprovincialis (Hubert et al., 1996; Mitta et al., 1999a). La actividad 

antibacteriana que presenta la hemolinfa de A. ventricosus, sugiere la presencia de algunos 

péptidos que posiblemente estén contribuyendo en la defensa interna de esta especie, tal y 

como sucede en plantas, invertebrados y vertebrados. 
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Enzimas hidrolíticas 
 

Las enzimas se estudiaron utilizando el kit comercial con 19 diferentes substratos 

para la detección de actividad de hidrolítica (proteasas, glucosidasas, lipasas, fosfatasas y 

esterasas) (API ZYM; BioMérieux), que es un método colorimétrico. Para la determinación 

de la actividad tipo lisozima se utilizó la técnica de lisado en placa. El substrato que se 

utilizó fue la bacteria Micrococcus luteus muerta en gel de agarosa. La especie de bivalvo 

que se empleó como modelo fue C. gigas. 

En este trabajo se encontró actividad de enzimas hidrolíticas en ovocitos, larvas, 

juveniles y adultos de C. gigas. Los niveles más altos de actividad fueron encontrados en 

hemocitos y corresponden a la leucil arilamidasa, esterasa (C1) y naftol fosfohidrolasa 

(Tabla 1, Anexo IV). Existen diferencias significativas (P= 0.001) en los niveles de 

actividad enzimática entre edades, aunque no existe un patrón claro de variación 

relacionado con la edad. La lipasa esterasa (C8), lipasa (C14), α-galactosidasa, β-

glucosidasa y α-manosidasa no fueron encontradas en ovocitos. Tripsina, α-quimiotripsina 

y β-glucosidasa están ausentes en las larvas de 20 h de edad. Lipasa (C14), tripsina y α-

quimiotripsina no fueron encontradas en larvas de 3 días de edad. Se encontraron 18 

enzimas en larvas de 7, 11 y 15 días de edad con excepción de la lipasa (C14). Tripsina, α-

quimiotripsina y β-galactosidasa no están presentes en juveniles. Las enzimas que no se 

encontraron en plasma son lipasa (C14), tripsina, α-quimiotripsina, α-galactosidasa, α-

galactosidasa, β-glucuronidasa, α-glucosidasa, N-acetil-β-glucosaminidasa, α-manosidasa 

y α-fucosidasa. En hemocitos, las enzimas que no se encontraron fueron tripsina, α-

quimiotripsina, α-galactosidasa, α-galactosidasa, α-glucosidasa, y β-glucosidasa. El 

análisis de varianza mostró diferencias significativas (P= 0.011) en la actividad enzimática 

entre el plasma y hemocitos. La presencia de actividad enzimática en el plasma puede estar 

relacionada con la degranulación de la célula como respuesta a la presencia de un patógeno 

en el plasma.  
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En el ensayo de lisado en placa para demostrar la actividad tipo lisozima en las 

muestras de C. gigas se encontraron diferencias significativas (P= 0.001) en la actividad 

tipo lisozima entre edades. La Tabla 1 del Anexo IV muestra que la actividad de la enzima 

se incrementó de 0 U/mg de proteína en ovocitos a 514 U/mg de proteína en larvas de 3 

días de edad y posteriormente se observa una caída en la actividad a aproximadamente 200 

U/mg de proteína en larvas de 7, 11 y 15 días de edad. En juveniles la actividad fue de 3132 

U/mg de proteína, la cual es 48 veces mayor que en larvas de 20 h de edad y 6 veces mayor 

con respecto a larvas de 3 días de edad. En plasma y hemocitos de adultos, la actividad tipo 

lisozima fue de 1276 y 6410 U/mg de proteína respectivamente, existiendo diferencias 

significativas (P= 0.002) entre los niveles de actividad del plasma y hemocitos. La lisozima 

de huevo de gallina que se utilizó como control presentó una actividad de 18,000 U/mg de 

proteína. La actividad enzimática hidrolítica encontrada en este trabajo demuestra que los 

bivalvos poseen un importante mecanismo de defensa contra partículas extrañas desde 

estadios tempranos de su ciclo de vida (Fig. 5). 
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Figura 5. Número de actividades enzimáticas (proteasas, glucosidasas, fosfatasas, lipasas y 

esterasas) en diferentes estadios del ciclo de vida de Crassostrea gigas. A= ovocito (14). 

B= larva trocófora de 20 h (17). C= larva veliger de 3 d (17). D= larva veliger de 7 d (19). 

E= larva veliger de 11 d (19). F= larva veliger de 15 d (19). G= larva pediveliger 

premetamórfica de 16 a 18 d. H= juvenil de 23 d. I= juvenil de 35 d (17). J= adulto: plasma 

(11) y hemocitos (15). 
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DISCUSIÓN 

 

Existen muchas especies de moluscos bivalvos en el Pacífico mexicano que tienen 

importancia comercial y que podrían ser cultivadas (Baqueiro, 1984). Algunas de estas 

especies como A. ventricosus, N. subnodosus, A. maura, M. squalida, Pinctada mazatlanica 

y Pteria sterna son objeto de estudios en varias instituciones del noroeste de México 

encaminados a lograr su cultivo comercial. Sin embargo, como ocurre en otras partes del 

mundo, la producción de semillas en el laboratorio no es fácil ya que existen problemas que 

se originan de la alta susceptibilidad de las larvas a ataques bacterianos, especialmente del 

género Vibrio (Tubiash et al., 1965; Elston y Leibovitz, 1980; Lodeiros et al., 1992; Freites 

et al., 1993; Riquelme et al. 1996; Sugumar et al., 1998; Lambert et al., 1998). Esta 

susceptibilidad disminuye después de la metamorfosis, de manera que los juveniles y 

adultos son más resistentes a los ataques bacterianos (Sinderman, 1990; Lane y Birkbeck, 

2000), lo cual indica que ocurre un proceso de maduración del sistema inmune durante la 

ontogenia de estos organismos (Bachére et al., 1995). 

En los cultivos larvarios de C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus y A. maura se 

ha observado a lo largo de varios años que las larvas tienen mayor susceptibilidad al ataque 

de bacterias en comparación con los juveniles y los adultos. También se ha observado que 

de las cuatro especies, las larvas de C. gigas son menos susceptibles lo que implica un 

mayor éxito en la producción de juveniles. Los primeros esfuerzos de este trabajo se 

enfocaron al estudio de la susceptibilidad de larvas veliger de 7 días de edad de las especies 

mencionadas para corroborar las afirmaciones anteriores. En un estudio preliminar se 

seleccionó a la cepa V. alginolyticus cepa APSA2 de entre varias cepas de vibrios como la 

más virulenta y se utilizó para determinar la susceptibilidad en larvas de los bivalvos 

mencionados. Los resultados mostraron que las larvas de las 4 especies son susceptibles al 

ataque de V. alginolyticus cepa APSA2. Sin embargo, Las larvas de las dos especies de 

pectínidos y del callo de hacha fueron más susceptibles a V. alginolyticus que las larvas de 

la ostra. Resultados similares fueron obtenidos por Tubiash et al. (1965), quienes retaron 

larvas de diferentes bivalvos con un mismo vibrio. 
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En su estudio, los signos de la enfermedad se observaron en las larvas de todas las 

especies en las primeras 5 h después del reto con la bacteria. Después de 7 h, el 50% de las 

larvas de P. maximus estaban muertas, mientras que en el resto de las especies (M. 

mercenaria, O. edulis y Teredo novalis) la mortalidad fue menor al 25%. Diferencias en la 

susceptibilidad se han reportado también en moluscos adultos. Un ejemplo es el estudio de 

Burreson y Ragone-Calvo (1996) en donde se observó que C. virginica es susceptible a 

Perkinsus marinus, mientras que C. gigas no lo es. Por otro lado, O. edulis es susceptible a 

Bonamia ostreae, mientras que C. gigas es más resistente. Aunque en este trabajo no se 

abordó el estudio de los mecanismos de infección de los vibrios en moluscos, es importante 

mencionar el trabajo de Nottage et al. (1989) en el que encontraron que las toxinas y 

proteasas juegan un papel importante en la vibriosis o necrosis bacilar en los cultivos de 

larvas de moluscos bivalvos. En su trabajo demostraron que 17 de 20 Vibrio sp. que son 

patógenos para peces o que han sido aisladas de moluscos enfermos producen toxinas 

ciliostáticas y proteasas. Dentro de los 20 Vibrio sp. se incluyen V. tubiashi, V. anguillarum 

y V. alginolyticus. De 53 vibrios y aeromonas aislados, no asociados con infecciones en 

bivalvos, solamente 15 produjeron una toxina ciliostática. Otros investigadores como 

Nicolas et al. (1996) mencionan que los mecanismos de infección de los vibrios pueden ser 

una combinación de invasión y toxicicidad. Por arriba de cierta concentración en el tracto 

digestivo de las larvas, los vibrios lisados por enzimas digestivas podrían liberar grandes 

cantidades de toxinas (endotoxinas ciliostáticas, proteasas, exotoxinas), las cuales podrían 

parar el tránsito digestivo e iniciar la degradación de tejidos. El crecimiento subsiguiente de 

vibrios podría reforzar el ataque hasta que todos los tejidos hayan sido invadidos. 

En las condiciones en las que se realizó el experimento en este trabajo, las larvas de las 4 

especies resultaron ser susceptibles al ataque de V. alginolyticus cepa APSA2. Sin 

embargo, las larvas de C. gigas son menos susceptibles que las de A. ventricosus, N. 

subnodosus y A. maura. 
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Como se mencionó anteriormente, en este trabajo no se abordó el estudio de los 

mecanismos de infección de V. alginolyticus cepa APSA2, pero sí algunos mecanismos de 

defensa de bivalvos (sistema proFO, péptidos antimicrobianos y enzimas hidrolíticas) que 

podrían explicar las diferencias en la susceptibilidad entre los diferentes estadios de su ciclo 

de vida. 

En el presente trabajo no se encontró actividad de la FO en el homogenizado de 

larvas de C. gigas, A. ventricosus y N. subnodosus. Sin embargo, Dyrynda et al. (1995) 

reportaron actividad de la FO en las células disgregadas de larvas trocófora y veliger de M. 

edulis, usando una técnica de tinción citoquímica. No existe explicación a estas 

discrepancias y sería conveniente contrastar ambos métodos.  

La actividad de la FO en juveniles de A. ventricosus fue nula, pero fue positiva en 

juveniles de C. gigas y N. subnodosus. Los activadores probados (tripsina, laminarina, α-

quimiotripsina, LPS y DSS) no aumentaron su actividad y por lo tanto, el papel de la 

enzima como parte del sistema proFO en juveniles de estas dos especies no está claro. 

En moluscos adultos, se sabe que la FO tiene un importante papel en el crecimiento 

y reparación de la concha (Waite y Wilbur 1976; Jones y Saleuddin, 1978) y como parte del 

sistema de defensa (Asokan et al., 1997). En el presente estudio la actividad de la FO fue 

positiva en el plasma y en el lisado de hemocitos C. gigas, A. ventricosus, N. subnodosus y 

A. maura. La incubación de las muestras con los activadores aumentó la actividad de la FO 

en todas las muestras lo que sugiere la presencia del sistema proFO y su posible función 

como mecanismo de defensa en estas especies como lo sugiere Asokan et al. (1997) para P. 

viridis. En este mejillón, la actividad de la FO fue inducida por tripsina así como por LPS y 

β-1, 3-glucanos. En otras especies de bivalvos, como M. edulis, la preincubación de las 

células con el sobrenadante de zimosan al 0.025% produjo un incremento de la FO en un 

orden de magnitud de diez (Coles y Pipe, 1994) y en el molusco gasterópodo Biomphalaria 

glabrata la actividad de la proFO fue inducida por tripsina (De Aragao y Bacila, 1976). En 

muchos insectos, crustáceos y en P. viridis, la activación del sistema proFO por moléculas 

no propias es susceptible de inhibición por inhibidores de proteasas (Leonard et al., 1985; 

Aspan y Söderhäll, 1991; Lanz et al., 1993; Asokan et al., 1997). 
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En este trabajo, la activación del sistema proFO por la laminarina fue suprimida 

de manera importante por el cóctel de inhibidores de proteasas P-2714 en el plasma y en 

lisado de hemocitos de las 4 especies estudiadas. El presente estudio establece que la FO 

está presente en juveniles de C. gigas y N. subnodosus y que su actividad puede ser 

incrementada por las moléculas activadoras probadas en adultos de las 4 especies, lo que 

sugiere que el sistema proFO puede tener un papel como mecanismo de defensa. 

Las bacterias Gram (-) usadas comúnmente para probar la actividad de inicio en los 

procesos de purificación de péptidos en moluscos, crustáceos y peces son Escherichia coli 

D31 y D22 (Charlet et al., 1996; Cole et al., 1997; Relf et al., 1999). En este trabajo se 

encontró que V. alginolyticus 138-2 es sensible a la actividad bactericida de la hemolinfa de 

la almeja catarina A. ventricosus. Este resultado es importante ya que los miembros de este 

género de bacterias son los principales causantes de mortalidades masivas en los cultivos de 

larvas de moluscos bivalvos (Tubiash et al., 1965; Elston, 1984; Sindermann, 1990; 

Sugumar et al., 1998; Sainz et al., 1999; Lane y Birkbeck, 2000). La hemolinfa de A. 

ventricosus tiene 5 fracciones con actividad antimicrobiana lo que sugiere que posee varios 

péptidos antimicrobianos. Los resultados obtenidos establecen por primera vez que la 

hemolinfa de la almeja catarina presenta actividad antimicrobiana de manera similar a la 

encontrada en otros bivalvos como M. edulis y M. galloprovincialis (Charlet et al., 1996; 

Mitta et al., 1999a,b; Mitta et al., 2000b) y que la bacteria V. alginolyticus 138-2 puede ser 

usada como bacteria de prueba durante el proceso de purificación de péptidos 

antimicrobianos 
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El sobrenadante del lisado de ovocitos de C. gigas presenta actividad en 14 de los 

19 substratos contenidos en la prueba de API ZYM. Sin embargo, no se encontró actividad 

tipo lisozima. Estas enzimas pueden tener una importante función como mecanismo de 

defensa ya que el desove y la fertilización externa en C. gigas, implican que tanto los 

ovocitos como los espermatozoides sean descargados en el medio acuático circundante 

donde pueden ser fuente de alimento para muchos organismos, incluyendo las bacterias. En 

otros invertebrados, la actividad antimicrobiana tipo lisozima se ha encontrado en la 

cubierta gelatinosa de los huevos del equinodermo Paracentrotus lividus (Canicatti, 1990) 

y en los huevos de Marthasterias glacialis (Stabili et al., 1994). 

En el homogenizado de larvas y juveniles, el origen de las enzimas hidrolíticas se 

desconoce. Sin embargo, la actividad de las enzimas encontradas en la hemolinfa de los 

adultos están presentes en larvas y juveniles. Enzimas como tripsina, α-quimiotripsina, α-

galactosidasa y α-glucosidasa se encontraron en algunos estadios larvarios pero no en la 

hemolinfa de adultos. Las enzimas mencionadas podrían tener su origen en la glándula 

digestiva y estar más relacionadas con la digestión. En este trabajo, el homogenizado de 

larvas y juveniles de C. gigas tienen actividad de enzimas hidrolíticas importantes 

(lisozima, fosfatasa ácida, esterasa y β-glucoronidasa) que han sido usadas para definir la 

función de los hemocitos, en diferentes especies de bivalvos (Cheng et al., 1975; Cheng y 

Downs, 1988; Chu y La Peyre, 1989; Carballal et al., 1997b; López et al., 1997b; Xue y 

Renault, 2000). Estas enzimas no fueron encontradas por Dyrynda et al. (1995) en células 

disgregadas de larvas trocófora y veliger de M. edulis usando un método de tinción 

citoquímica. En el presente trabajo, la actividad tipo lisozima se encontró en larvas 

trocófora y veliger, y en juveniles. La actividad se incrementó marcadamente en las larvas 

entre 20 h y 3 días de edad, donde la actividad enzimática fue mayor (casi el doble) que en 

las larvas de 7, 11 y 15 días de edad. Se ignora por qué las larvas de 3 días tienen mayor 

actividad enzimática tipo lisozima que las larvas más grandes. Sin embargo, esto puede 

deberse al desarrollo de mecanismos de defensa adicionales en los estadios larvarios tardíos 

como se ha sugerido para P. lividus por Stabili et al. (1994). 
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Posiblemente, en las larvas de C. gigas de 20 h de edad, la enzima podría ser 

producida de novo por el tejido embrionario de las larvas trocófora debido a que no se 

encontró actividad en los ovocitos. En M. galloprovincialis, Mitta et al. (2000a) 

encontraron que la síntesis del péptido antimicrobiano mytilina ocurre durante el proceso 

de metamorfosis larvaria y que el péptido defensina se sintetiza cuando la metamorfosis se 

ha completado. Estos autores sugieren que las larvas de los bivalvos no son totalmente 

competentes para combatir las infecciones y que la maduración del sistema inmune ocurre 

durante la metamorfosis.  

Los adultos de C. gigas tienen una importante actividad enzimática tanto en el 

plasma como en el sobrenadante del lisado de hemocitos. Sin embargo, el número y el nivel 

de actividad de las enzimas fueron mayores en los hemocitos (15 actividades enzimáticas) 

que en el plasma (11 actividades enzimáticas). Cheng (1983, 1992) propuso que C. 

virginica puede liberar las enzimas por degranulación. Sin embargo, en el presente trabajo, 

la actividad de la lipasa (C14), β-glucoronidasa, N-acetil-β-glucoronidasa, α-manosidasa y 

α-fucosidasa observada en hemocitos no fue detectada en plasma. Estos resultados son 

similares a los encontrados por Xue y Renault (2000) también en C. gigas, quienes sugieren 

que las enzimas son liberadas de los hemocitos de manera selectiva. En contraste, β-

glucosidasa fue encontrada en plasma pero no en los hemocitos. De manera similar, Xue y 

Renault (2000), encontraron en C. gigas que α-glucosidasa estaba presente en plasma más 

no así en hemocitos y sugirieron que algunas enzimas presentes en el plasma tienen un 

origen diferente a los hemocitos. El nivel de actividad tipo lisozima en hemocitos es cinco 

veces mayor que en el plasma en C. gigas. 
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Esto concuerda con las observaciones de Cheng et al., (1975) en M. mercenaria, 

Cheng (1978) en B. glabrata, Carballal et al. (1997b) en M. galloprovincialis y López et al. 

(1997b) en R. decussatus. En contraste, C. virginica (Rodrick y Cheng, 1974) y M. 

arenaria (Rodrick, 1975) mostraron niveles de lisozima mayores en plasma que en 

hemocitos. Al respecto, López et al. (1997b) sugieren que la lisozima es producida en los 

hemocitos y es liberada al plasma cuando es necesaria durante diferentes estados 

fisiológicos y patológicos de los moluscos. Según Cheng (1981, 1983) dentro de los 

hemocitos, la degradación enzimática es uno de los dos procesos básicos relacionados con 

la destrucción de partículas extrañas después de la fagocitosis. En el plasma, estas enzimas 

pueden modificar la conformación molecular de la superficie de los patógenos lo que 

favorece el reconocimiento de los mismos. La actividad enzimática hidrolítica encontrada 

en este trabajo sugiere la posibilidad de que los bivalvos poseen al menos un importante 

mecanismo de defensa contra partículas extrañas desde estadios tempranos de su ciclo de 

vida (Fig. 5). 
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CONCLUSIONES 

 

 En las condiciones en las que se realizó el experimento, las larvas de las 4 especies 

resultaron ser susceptibles al ataque de V. alginolyticus cepa APSA2. Sin embargo, las 

larvas de C. gigas son menos susceptibles que las de A. ventricosus, N. subnodosus y A. 

maura. 

Las larvas de 7 días de edad de las especies de bivalvos estudiadas no cuentan con 

el sistema profenoloxidasa presente en adultos. Sin embargo, es posible que las larvas e 

incluso los ovocitos cuenten con una gran actividad de enzimas hidrolíticas como 

mecanismo de defensa, tal y como se comprobó en C. gigas, en donde existe un importante 

número de actividades hidrolíticas (proteasas, glucosidasas, fosfatasas, esterasas y lipasas) 

en ovocito (14 actividades), larva trocófora de 20 h (17 actividades), larva veliger de 3 d 

(17 actividades), larva veliger de 7 d (19 actividades), larva veliger de 11 d (19 actividades) 

y larva veliger de 15 d (19 actividades). 

 Los juveniles de las especies de moluscos estudiadas cuentan con la enzima 

fenoloxidasa, pero su papel como mecanismo de defensa no está confirmado. Al igual que 

en los estadios larvarios, posiblemente cuenten con una importante actividad de enzimas 

hidrolíticas con un nivel de actividad mayor que en larvas, tal y como ocurre en los 

juveniles de C. gigas, en donde existe actividad positiva en 17 substratos, pero con niveles 

de actividad mucho mayores que en ovocitos y larvas. Esto podría explicar parcialmente la 

menor susceptibilidad a ataques bacterianos de los juveniles en comparación con las larvas. 
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Los adultos de las cuatro especies estudiadas cuentan con el sistema 

profenoloxidasa funcional que responde a componentes de la pared celular de 

microorganismos como bacterias y hongos. Además, cuentan con una posible actividad de 

enzimas hidrolíticas como se observó en C. gigas. La actividad enzimática positiva 

observada en los hemocitos (15 actividades) de esta especie es mayor en número y nivel de 

actividad que en plasma (11 actividades). Por último, las especies estudiadas posiblemente 

tengan actividad de péptidos antimicrobianos similar a la encontrada en la hemolinfa de A. 

ventricosus, en donde se obtuvieron 5 fracciones con actividad antimicrobiana. Los 

mecanismos de defensa encontrados en adultos son responsables en gran medida de su 

capacidad defensiva y les confieren mayores posibilidades contra ataques bacterianos, en 

comparación con los que poseen en estadios más tempranos de su ciclo de vida. 
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PERSPECTIVAS 

 

En la presente tesis se generó una importante contribución al conocimiento sobre los 

mecanismos de defensa de larvas, juveniles y adultos de los moluscos bivalvos. Sin 

embargo, es importante reconocer que se requiere diseñar otros experimentos que analicen 

con mayor detalle los componentes del sistema inmune abordados. Se sugiere la realización 

de los siguientes experimentos tomando como modelo la almeja catarina A. ventricosus: 

 

1. Realizar una electrofóresis en gel de poliacrilamida de la hemolinfa. Cortar la banda 

donde se encuentre la proFO y obtener anticuerpos policlonales para utilizarlos en 

estudios de inmunocitoquímica en cortes histológicos de larvas, juveniles y adultos. 

Con este experimento se puede determinar la presencia y localización de la proFO.  

2. Purificar un péptido antimicrobiano de la hemolinfa. Obtener anticuerpos 

policlonales para realizar estudios de inmunocitoquímica en cortes histológicos de 

larvas, juveniles y adultos. Con este estudio se determinaría la presencia y 

localización del péptido. 

3. Purificar la enzima lisozima de hemocitos. Obtener anticuerpos policlonales con la 

lisozima y realizar estudios de inmunocitoquímica en cortes histológicos de larvas, 

juveniles y adultos. Con este estudio se puede determinar la presencia de la lisozima 

y su localización. 

4. Utilizar técnicas moleculares como herramienta es muy útil ya que a partir de las 

secuencia de aminoácidos de las moléculas purificadas se pueden elaborar oligos 

específicos para la amplificación de dichas moléculas a partir de ARNm. Los 

segmentos amplificados por PCR pueden ser clonados en un vector comercial y 

secuenciados. También es posible elaborar sondas marcadas a partir de los 

fragmentos amplificados por PCR, con los que se puede medir los niveles de 

expresión de genes en el ARNm de A. ventricosus cuando es retado su sistema 

inmune con microorganismos o componentes de los mismos. 
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