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RESUMEN

Antecedentes: Diferentes especies del protozoario Perkinsus spp. han sido asociados con mortalidades de
moluscos comerciales. Objetivos: Se evaluo la prevalencia de Perkinsus sp. en la almeja Megapitaria squa-
lida (junio 2015 a noviembre de 2016) para determinar la relacion de la infeccion con la talla. Métodos: Se
sembraron 5,000 semillas (5.73 mm altura de la concha y 0.03 g de peso inicial) en un refugio pesquero de
Altata, Sinaloa. Se recolectaron 60 ejemplares cada mes para evaluar su crecimiento y prevalencia del para-
sito. Se obtuvieron los parametros fisicoquimicos del agua (temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto, pro-
fundidad y transparencia) y la longitud, largo y ancho de la concha y peso final de M. squalida. Resultados:
La prueba de medio fluido de tioglicolato de Ray (MFTR) detect6 células esféricas (10X) de color obscuro,
indicando la presencia de presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. durante los primeros 17 meses de mues-
treo. La intensidad de la infeccion promedio fue de grado 2 (leve), mientras que la prevalencia maxima fue
de 43.33% en los meses de noviembre (2015) y marzo (2016), con un promedio de 21.05%. Ninguna de las
muestras positivas (n = 112) de Perkinsus sp. con MFTR confirmd la presencia del protozoario. No se obtuvo
correlacion (p >0.05) entre la prevalencia del patdgeno con todos los parametros estudiados. Conclusiones:
Los resultados sugieren que M. squalida es poco susceptible a la infeccion de Perkinsus sp. El presente
trabajo representa el primer reporte de Perkinsus sp. en la almeja chocolata M. squalida.

Palabras clave: almeja chocolata, Bahia de Altata, estado sanitario, Perkinsosis, refugio pesquero

ABSTRACT

Background. Different species of Perkinsus spp. have been associated to mortality of commercial mollusks.
Goals. The prevalence of Perkinsus sp. in the callista clam Megapitaria squalida was evaluated monthly (June
2015 to November 2016) to determine the relationship between the infection and size of clam. Methods.
5,000 clam seeds (5.73 mm height of the shell and 0.03 g of initial weight) were placed in a fishing refuge
of Altata, Sinaloa. A total of 60 specimens were collected each month to evaluate their growth and parasite
prevalence. The water physicochemical parameters (temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, depth, and
transparency) and the length, height, and width of the shell and final weight of M. squalida were obtained.
Results. Ray’s thioglycollate fluid medium test (MFTR) detected spherical cells (10X) of dark color indicating
the presence of presumed hypnospores of Perkinsus sp. during the first 17 months of sampling. The mean
infection intensity was grade 2 (mild), while the maximum prevalence was 43.33% in the months of No-
vember (2015) and March (2016), with an average of 21.05%. None of the Perkinsus sp sample (n = 112)
positively detected by MFTR confirmed the presence of the protozoan. There was no correlation (p >0.05)
between the prevalence of the pathogen with all the parameters studied. Conclusions. The results suggest
that M. squalida is not susceptible to Perkinsus sp. The present represents the first report of Perkinsus sp. in
the callista clam M. squalida.
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INTRODUCCION

Algunas de las principales especies de moluscos bivalvos que se pro-
ducen en México estan representadas por los ostiones y las almejas
(SAGARPA, 2016), las cuales, son destinadas al mercado local y en
algunos casos, constituyen la Unica fuente de ingresos para muchas
familias de los campos pesqueros ubicados en los margenes de las
bahias. De los bivalvos nativos explotados comercialmente destacan:
Crassostrea corteziensis (Hertlein, 1951) (ostién de placer, Ostreidae)
Anadara spp. (pata de mula, Arcidae), Atrina spp. (callo de hacha, Pin-
nidae), Chione spp. (almeja rofiosa, Veneridae) y Megapitaria spp. (al-
meja chocolata, Veneridae) (SAGARPA, 2015). Las Ultimas estadisticas
de produccion de la almeja chocolata Megapitaria squalida (Sowerby,
1835) en Sinaloa, indican un volumen total de 5,083 toneladas (CO-
NAPESCA, 2018). Especificamente en Bahia Altata, Sinaloa, la captura
promedio anual de M. squalida en 2009 fue de 41.22 toneladas, sin
embargo, se presento un colapso en el volumen de extraccion en 2014
y 2017, afos en los que se registraron solo 1.18 y 2.82 toneladas, res-
pectivamente (CONAPESCA, 2018), lo que sugiere la accion de factores
como la sobreexplotacion, que han afectado su poblacion; aunque la
contaminacion de su habitat (Mufioz-Sevilla et al., 2017) y las enferme-
dades provocadas por parasitos (Gongora-Gomez et al., 2016) también
deben ser considerados en la reduccion de su poblacion.

La afeccion de patdgenos en moluscos es descrita con diversos
signos que van desde el simple desarrollo de la enfermedad (Nava-
rro-Barrera, 2011), dafio en tejidos (Aguirre-Macedo et al., 2007) y
perforaciones de la concha (Gallo-Garcia et al., 2004), hasta mortali-
dades masivas (Enriquez-Espinoza et al., 2010). Caceres-Martinez et
al. (2010) concluyeron que el protozoario Perkinsus marinus (Levine,
1978) representa uno de los mayores riesgos en la industria ostricola.
De hecho, Enriquez-Espinoza et al. (2010) reportaron que la mortalidad
masiva registrada en mas de 30 granjas de ostion de la costa de Sonora
durante 20086, estuvo asociada con la presencia de este parasito. Los
bivalvos que han sido infectados en el Golfo de California por diver-
sas especies de Perkinsus incluyen poblaciones silvestres de ostiones
(Caceres-Martinez et al., 2008; 2012), almejas (Enriquez-Espinoza et
al., 2015) y callos de hacha (Gongora-Gomez et al., 2016); ademas de
ostiones cultivados (Enriquez-Espinoza et al., 2010; Villanueva-Fonseca
& Escobedo-Bonilla, 2013).

A pesar de los reportes acerca de la presencia de este protozoario
en moluscos de la costa sureste del Golfo de California (Villanueva-Fon-
seca & Escobedo-Bonilla, 2013; Gongora-Gomez et al., 2016), de la
facilidad con que se transmite horizontalmente entre huéspedes de di-
ferentes especies (Villalba et al., 2004; OIE, 2012) y de ser la presunta
causa de mortalidades en moluscos comerciales del noroeste de Mé-
xico (Enriquez-Espinoza et al., 2010; Caceres-Martinez & Vazquez-Yoe-
mans, 2012), no existe informacion disponible del estado sanitario de
M. squalida en Sinaloa con relacion a la presencia de Perkinsus sp.,
por lo que es prioritario registrar su posible aparicion y grado de infec-
cion en la poblacion silvestre de esta almeja mantenida en el refugio
pesquero de bahia de Altata, Municipio de Navolato, Sinaloa, donde re-
gularmente se siembran semillas producidas en laboratorio con fines
de repoblacion. Por lo tanto, la determinacion de la prevalencia y grado
de infeccion de Perkinsus sp. con relacion a la talla de la almeja M.
squalida del refugio pesquero de bahia de Altata, Sinaloa, representa el
objetivo de la presente investigacion.
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MATERIALES Y METODOS

La bahia de Altata se encuentra dentro del sistema lagunar Altata-Pa-
bellones, Navolato, Sinaloa (Fig. 1), entre las coordenadas 24° 20"y 24°
40’ de latitud norte y los 107° 30"y 108° 00" longitud oeste (CAADES,
1996). La siembra se realizd introduciendo 5,000 semillas de almeja
chocolata (5.73 mm altura de la concha y 0.03 g de peso inicial) dona-
das por el Instituto Sinaloense de Acuacultura y Pesca (ISAPESCA), en
el corral acuicola (10 X 5 metros) ubicado dentro del refugio pesquero
en la bahia de Altata (Fig.1).

Las semillas fueron aclimatadas y sembradas siguiendo el método
descrito por Gongora-Gémez et al. (2012) para especies bentonicas.
Después de los primeros cuatro meses de mantenimiento en bolsas
mosquiteras contenidas en canastas ostricolas, las almejas fueron es-
parcidas dentro del corral. Cada mes durante 18 meses (junio 2015 a
noviembre 2016), se recolectaron al azar 60 almejas del refugio pes-
quero mediante buceo libre (semiauténomo).

De las conchas, se obtuvieron la longitud (distancia desde la zona
anterior hasta la zona posterior de la concha), altura (distancia desde
el umbo hasta la parte mas distal de la concha) y ancho (la parte mas
amplia de la concha por el lado dorsal) utilizando una regla vernier de
precision digital (0.01 mm, Mitutoyo, CD—8” CS) (Figura 2). El peso total
individual se registrd con una balanza granataria (0.01 g, OHAUS, Scout
Pro SP 2001).

Mensualmente, se obtuvieron los parametros fisicoquimicos in situ:
la salinidad se registré con un refractometro de precision (Atago, S/
Mill, Japon); el pH se obtuvo con un potencidmetro (HANNA, HI 8314,
USA); el oxigeno disuelto y la temperatura del agua se midieron con
un oximetro (YIS, 55/12 FT, Ohio 45387); la profundidad y transparen-
cia con un disco Secchi; y para la temperatura ambiente, se utilizd un
termometro de mercurio. Para la clorofila a (Cla), las muestras de agua
se analizaron de acuerdo al protocolo descrito por Strickland & Parsons
(1972) y los calculos usando la ecuacion de Jeffrey & Humphrey (1975).

Para determinar la presencia de posibles hipnosporas de Perkin-
sus sp. en M. squalida, se prepard medio fluido de tioglicolato de Ray
(MFTR), el cual, es considerado la mejor técnica para la deteccion de
este protozoario (OIE, 2009) por su alta sensibilidad y bajo costo. El
MFTR se enriquecid con dextrosa y cloruro de sodio siguiendo las con-
centraciones recomendadas por la OIE (2016): Para 610 ml de H,0 des-
tilada, se agregaron 18.17 g de MFTR, 17.81 g de dextrosay 12.2 g de
NaCl. Posteriormente, se disolvieron los compuestos aplicando calor y
agitacion en un termo-agitador y el medio se esterilizd usando una au-
toclave (120 °C) por 15 minutos a una atmosfera de presion. Después,
se adicionaron antibidticos (pemprocilina a 500 U mI" y estreptomicina
a 500 U ml"), se vertieron 25 ml de medio preparado en tubos de 50
ml y como antifiingico, se aplicé Nistatina a 400 U ml' directamente en
el tubo (OIE, 2016).

Las muestras de tejido (glandula digestiva, branquias y manto)
recolectadas mensualmente, fueron colocadas en tubos de 50 ml con-
teniendo MFTR y antibiéticos. Los tubos se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente durante 4-7 dias. Después, los fragmentos de
tejido se maceraron con una hoja de bisturi estéril sobre un portaob-
jetos de vidrio, se afiadio solucion yodada de Lugol, para finalmente,
contar el numero de presuntas hipnosporas mediante observacion al
microscopio (10X). La intensidad de infeccion por Perkinsus sp. se cal-
culd con el uso de la escala de Mackin (1962) (Tabla 1).

Hidrobiol6gica
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Figura 1. Localizacion geografica del corral acuicola frente a la bahia de Altata-Ensenada del Pabellén, Navolato, Sinaloa.

La prevalencia de la infeccion (P, %) por Perkinsus sp. se obtuvo
aplicando la formula de Thrusfield (1995): P = (Nimero de organismos
infectados/No. total de organismos analizados) X 100. Para confirmar
la identidad del paréasito se realizé un andlisis de ADN con la técnica de
PCR. Para eso, se extrajo ADN del tejido de branquia (50-100 mg) utili-
zando el método de DNAzol® siguiendo las indicaciones del fabricante
(Molecular Research Center, Inc. Cincinnati OH, USA). Se aplicd la técni-
ca de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; OIE, 2009), utilizan-
do los oligonucledtidos PerkITS85 (5’-CCG CTT TGT TTG GAT CCC-3’) y
PerkITS750 (5°-ACA TCA GGC CTT CTA ATG ATG-3’) (SIGMA-ALDRICH)
que amplifican la region espaciadora transcrita interna (internal trans-
cribed spacer, ITS) del rARN ribosomal de Perkinsus sp., obteniendo
un producto de 703 pares de bases (pb) (OIE, 2009). Los componentes
de la reaccion fueron los siguientes: My Taq Reaction Buffer 5X (BIO-
LINE), My Taq DNA Polymerasa 1 U (Bioline Cat. B10 21105y 1 uM de
cada oligonucledtido. Para la reaccion, se usaron 100 ng de ADN molde.
Estos iniciadores detectan cualquier especie del género Perkinsus sp.
excepto P qugwadi sp. nov. (incertae sedis) (OIE, 2009). El volumen de
cada reaccion fue de 25 L.

El ADN extraido del ostion Crassostrea viginica (Gmelin, 1791)
infectado por P marinus fue utilizado como control positivo; mientras
que el control negativo consistio en la mezcla de reaccion de la
PCR sustituyendo el ADN por agua estéril. Las condiciones de am-
plificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C por
5 min; 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min y 72 °C por 1
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min; y extension final de 72 °C por 5 min. Los productos de PCR fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y visualizados
con bromuro de etidio (1 pg ml™") bajo luz UV.

Se realizaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y
homoscedasticidad (Bartlett) para analizar los datos obtenidos. Las
diferencias entre los promedios de cada indicador biométrico de M.
squalida (n = 60 almejas cada mes durante 18 meses), se obtuvieron
con las pruebas de ANOVA y de Tukey. La relacion entre las variables fi-
sicoquimicas, prevalencia e intensidad de la infeccion fueron obtenidas
usando la correlacion de Pearson. Para analizar los datos se utilizd el
programa STATISTICA 8, a un nivel de confianza de 95%.

Tabla 1.- Escala de Mackin para calcular la intensidad de infeccion (Ray,
1954).

Nivel No. de células de Perkinsus marinus (Levine, 1978)
1 0 (no infectada)
2 1a 10 células (leve)
3 11 a 30 células (moderada)
4 31 a 100 células (alta)
5 Mas de 101 células (muy alta)
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Altura

Longitud

Figura 2. Medidas biométricas (longitud, altura y ancho de la concha) de Megapitaria squalida (Sowerby, 1835).

RESULTADOS

Los intervalos de las variables ambientales fueron: temperatura 20-
32.5 °C, salinidad 29.8-35%o, pH 5.15-7.84, oxigeno disuelto 3.07-
9.56 mg I, profundidad y transparencia 0.7-1.8 m y clorofila a 0.6-
11.7 mg m3. Ninguno de los pardmetros mostré correlacion con la
prevalencia de Perkinsus sp. (r = -0.15,r =0.22,r = 0.37,r = -0.10,
r=0.11y r = 0.04, respectivamente). Después de 18 meses, las al-
mejas alcanzaron las siguientes medidas: largo de la concha = 59.6
mm, altura de la concha = 46.2 mm, ancho de la concha = 27.5 mm
y peso total = 52.6 g. Al igual que los parametros ambientales, las
variables biométricas de M. squalida no mostraron correlacion con la
prevalencia mensual del parasito (r = -0.37,r =-0.24,r=0.40yr =
-0.34, respectivamente). La deteccion de Perkinsus sp. por medio de la

técnica MFTR mostro células esféricas en el microscopio (10X) de color
oscuro indicando la presencia de presuntas hipnosporas del patdgeno
en los primeros 17 meses (Figuras 3 y 4). La intensidad de la infeccion
fluctué desde 0 células (junio 2015) hasta 2.2 células (octubre 2016).
En promedio, la intensidad total fue de 2 (1-10 esporas, Mackin, 1962),
considerandose leve.

La prevalencia no mostro tendencia o relacion con la talla de la
almeja (Fig. 4).

Para la confirmacion de Perkinsus sp. mediante la técnica de PCR,
se analizaron 112 muestras (positivas con MFTR) de M. squalida pre-
suntamente infectadas por el protozoario, pero ninguna result6 positiva
(Figura 5).

Figura 3. Presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. (10X) en tejido de Megapitaria squalida (Sowerby, 1835) mostrando un grado de infeccion 2 en la escala de Mackin

(Ray 1954).

Hidrobioldgica
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Figura 4. Prevalencia (%) de Perkinsus sp. y parametros biométricos [largo, longitud y ancho de la concha (mm) y peso (g)] de la almeja chocolata Megapitaria squa-
lida (Sowerby, 1835) registrada durante los 18 meses de cultivo en el corral acuicola de bahia de Altata, Navolato, Sinaloa.

DISCUSION

La prevalencia e intensidad de infeccion de Perkinsus sp. fue determi-
nada en M. squalida desde juveniles recién producidos en laboratorio,
hasta almejas que, por la talla alcanzada después de 18 meses en el
refugio pesquero, pueden considerarse como adultas (Alvarez-Dagnino
et al., 2017). La presencia del parasito en el primer mes (20% de pre-
valencia) y su ausencia en el tltimo muestreo, sugieren que la almeja
chocolata pudiera ser infectada con diferentes grados de intensidad,
independientemente de su talla, lo cual, es contradictorio a lo encon-
trado por Taskinen & Valtonen (1995) y Yee-Duarte et al. (2017) quienes
reportaron que la intensidad infecciosa de diversos parasitos aumenta
con la talla y edad de las almejas Anodonta piscinalis (Nilsson, 1823) y
M. squalida, respectivamente. La prevalencia e intensidad de infeccion
encontradas para la almeja chocolata en este trabajo sugieren que en
comparacion con otros moluscos bivalvos (Aguirre-Macedo et al., 2007
Gullian-Klanian et al., 2008; Enriquez-Espinoza et al., 2010; Pineda-Gar-
cia, 2011; Luz et al., 2018), pudiera ser poco susceptible a Perkinsus
spp., lo cual, coincide con las conclusiones reportadas por Sotelo-Lopez
(2014) y Sandoval-Rivera (2016) en M. squalida colectada cerca de la
zona de este estudio. La prevalencia de la infeccion mostrd tres picos
(julio y noviembre 2015 y mayo 2016) durante el estudio sin presentar
tendencia estacional, coincidiendo con Brandao et al. (2013) para Cras-
sostrea rhizophorae (Guilding, 1828). Burreson & Ragone-Calvo (1996)
y Villalba et al. (2005) mencionan que la dinamica de infeccion del pa-
rasito esta fuertemente asociada a la aparicion de amplios intervalos en
la temperatura (<20 y >30 °C) y la salinidad del agua (<15 y >35%), lo
cual, es comun en el Golfo de México donde se cultiva el ostion america-
no C. virginica. En nuestro trabajo, los intervalos fluctuaron de 20 a 32.5
°C para la temperatura y de 29.8 a 35%o para la salinidad sin presentar
correlacion con los indicadores de infeccion, lo que sugiere que dichos
parametros no alteraron la relacion huésped-parasito mas alla de los
valores de prevalencia e intensidad infecciosa obtenidos.

Vol. 29 No. 3 » 2019

La deteccion de esferas redondas y oscuras en M. squalida, carac-
teristicas de presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. mediante MFTR,
indicaron la presencia en lugar de infeccion del parasito, sin embargo,
no se confirmd al probar las muestras positivas con PCR. Algunos au-
tores mencionan que esto puede deberse a una baja intensidad infec-
ciosa del parasito y/o a la poca cantidad de ADN del patégeno usada
en la prueba (Burreson, 2008; Sanil et al., 2012; Villanueva-Fonseca &
Escobedo-Bonilla, 2013; Enriquez-Espinoza et al., 2015). Dantas-Neto
et al. (2015) reportd mayores prevalencias de infeccion de Perkinsus
sp. en C. rhizophorae (Guilding, 1828) utilizando MFTR comparado con
PCR, en dos esteros de Brasil. Por lo anterior, se considera que el méto-
do de MFTR es mas sensible que el PCR (OIE, 2009) en la deteccion de
presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. Enriquez-Espinoza et al. (2015)
mencionan que para tener resultados positivos con la prueba de PCR,
es necesario que la infeccion sea moderada o mayor segn la escala de
Mackin (Ray, 1954), lo cual, no sucedi en este estudio.

Los resultados obtenidos pueden ser discutidos analizando algunos
factores externos e inherentes a la almeja. Por ejemplo, Villalba et al.
(2004) mencionan que la fase de vida libre del parasito se caracteriza
por células biflageladas que forman parte del plancton, es decir, se
encuentran suspendidas en la columna de agua. Por otro lado, el ha-
bitat bentonico de la almeja implica que una vez asentada en el fondo
arenoso, donde permanece enterrada gran parte de su vida, reduciria la
posibilidad de contacto entre el bivalvo con Perkinsus sp. Por otro lado,
la mayor parte de las mortalidades reportadas para moluscos comer-
ciales por este protozoario, se refieren a ostiones (Villalba et al., 2011;
Da Silva et al., 2014; Scardua et al., 2017), moluscos cuyos tejidos cor-
porales son mas blandos que los que presenta M. squalida. Lo anterior
sugiere una mayor dificultad de Perkinsus sp. para penetrar los tejidos
de la almeja, sin embargo, es necesaria la realizacion de estudios al
respecto para confirmarlo.
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Figura 5. Diagndstico molecular de Perkinsus sp. en gel de agarosa (1%). Deteccion de la region ITS del rRNA de Perkinsus sp. por PCR en Megapitaria squalida
(Sowerhy, 1835) de la bahia de Altata, Navolato, Sinaloa. Carriles 1-7) muestras negativas de Perkinsus sp.; C+ Control positivo de Perkinsus sp.; C- Control negativo

y M) Marcador de peso molecular.

Aunque la prevalencia e intensidad de infeccion fueron bajas, la
deteccion de Perkinsus sp en M. squalida de la Bahia de Altata, Sinaloa,
plantea la necesidad de establecer un programa de monitoreo para co-
nocer el estado sanitario de esa poblacion de almejas en dicho lugar, ya
que cambios ambientales y/o efectos antropogénicos conjuntamente
con cambios en la dinamica de infeccion de este patdgeno u otros,
pudieran poner en riesgo su condicion fisioldgica y tolerancia a ser in-
fectado. De hecho, es recomendable monitorear sanitariamente otras
especies de moluscos en la zona para prevenir y/o evitar una posible
transmision debido a la facil dispersion del patégeno entre diferentes
especies de moluscos (Villalba et al., 2004; OIE, 2012).

El presente trabajo representa el primer informe de la presencia
de Perkinsus sp. en M. squalida en la costa central de Sinaloa, consi-
derando, ademas, la dinamica de la infeccion con relacion a la talla de
la almeja. Sin embargo, es importante realizar otros estudios aplicando
diversas técnicas como histologia, hibridizacion in vitro u otras herra-
mientas moleculares (Shridar et al., 2013; Aranguren & Figueras, 2016;
Guo & Ford, 2016) para conocer el papel como huésped de la almeja
en la posible dispersion del protozoario en el refugio pesquero de bahia
Altata, Sinaloa y en la entidad en general. En conclusion, la prevalencia
de Perkinsus sp. no mostrd relacion con el desarrollo de M. squalida'y
la intensidad de la infeccion fue leve (grado 2). Se infiere que la almeja
chocolata presento baja susceptibilidad al protozoario.
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