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Palabras clave RESUMEN | Se detectaron presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. en una
Parasitologia, poblacion silvestre de la almeja Megapitaria squalida (enero-diciembre 2013) al
Almeja, norte del estado de Sinaloa, México, con la técnica de tincion de tioglicolato
Prevalencia, (MFTR). Se colectaron 30 almejas cada mes (64.08 + 4.75 mm altura de la
Infeccion, concha y 68.76 + 14.34 g de peso). Se obtuvieron los parametros fisicoquimicos
Sinaloa. del agua (temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto, profundidad vy

transparencia). La prueba MFTR detectd células esféricas de color obscuro,
indicando la presencia de presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. todos los
meses de muestreo menos en diciembre. La intensidad de la infeccion promedio
fluctud de negativa a ligera, mientras que la prevalencia méxima fue de 70%
observada en mayo. La carga parasitaria mostré correlaciéon con los indicadores
métricos de la almeja. No se obtuvo correlacion (p > 0.05) entre la prevalencia
del patégeno con todos los parametros estudiados. Los resultados sugieren que
M. squalida es poco susceptible a la infeccion de Perkinsus sp.

Keywords ABSTRACT | Presumptive Perkinsus sp. hypnospores were detected in a wild
Parasitology, population of the callista clam Megapitaria squalida (January-December 2013)
Clam, from the north of the state of Sinaloa, Mexico, using the thioglicollate staining
Prevalence, technique (MFTR). 30 clams were collected each month (64.08 + 4.75 mm shell
Infection, height and 68.76 + 14.34 g weight). The physicochemical parameters of the
Sinaloa. water (temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, depth, and transparency)

were obtained. The MFTR test detected spherical cells of dark color every
sampling month, except in December, indicating the presence of presumptive
Perkinsus sp. hypnospores. The intensity of infection fluctuated from negative to
light, while the maximum prevalence was 70% observed in May. The parasitic
load showed correlation with the metric indicators of the clam. No correlation (p
> 0.05) was obtained between the prevalence of the pathogen with all the
parameters studied. The results suggest that M. squalida is little susceptible to
the infection of Perkinsus sp.

INTRODUCCION

Los protozoarios del género Perkinsus spp. han sido asociados a la mortalidad de varias especies de
moluscos bivalvos de importancia comercial, y en ocasiones, se mencionan como los responsables directos
de colapsos en la produccion, entre los que destacan reportes para diversas especies de ostiones y almejas
en diferentes paises. En poblaciones silvestres, por ejemplo, Sanil et al. (2012) registraron por primera vez
la presencia de Perkinsus beihaiensis en bancos naturales del ostion Crassostrea madrasensis en la costa
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sur de la India, mientras que el mismo paréasito fue detectado por Pinho Ferreira et al. (2015) en ejemplares
de una comunidad silvestre de la almeja Anomalocardia brasiliana en Brasil. Diferentes especies de
Perkinsus spp. (P. atlanticus y P. olseni) se encontraron en almejas dentro del Mar Mediterraneo y en
costas del noroeste del Atlantico noreste (Murrel et al., 2002; Ruano et al., 2015). Perkinsus marinus fue
sefialado como el responsable de mortalidades en el ostion del este Crassostrea virginica, en la linea de
costa del Atlantico estadounidense durante el siglo pasado (Ray, 1996).

En México, Caceres-Martinez y Vazquez-Yeomans (2013) reportaron un inventario de enfermedades y
parasitos en ostiones comercialmente importantes, destacando la presencia de P. marinus en el ostion del
este C. virginica en varias lagunas costeras del Golfo de México. Por el lado del Océano Pacifico, Enriquez-
Espinoza et al. (2010) asociaron la mortalidad de C. gigas cultivado en el Golfo de California, a la
infeccién de P. marinus. Mas hacia el sur, el mismo parasito fue reportado en el ostion de piedra
Crassostrea corteziensis (Caceres-Martinez et al., 2010) y el ostibn de mangle Saccostrea palmula
(Céceres-Martinez et al., 2012). La prevalencia e intensidad de la infeccién de Perkinsus sp. en un cultivo
de C. gigas en la costa media de Sinaloa fue reportada por Villanueva-Fonseca y Escobedo-Bonilla (2013).
Mientras que el desarrollo de P. marinus en ostreidos estd mas vinculado a la salinidad en el Golfo de
México (Caceres-Martinez y Vazquez-Yeomans, 2013), los meses mas calurosos del afio dictan la
expresion del parasito en las especies de bivalvos del Golfo de California y costa del Pacifico mexicano,
como reportaron Caceres-Martinez et al. (2012) y Villanueva-Fonseca y Escobedo-Bonilla (2013). Sin
embargo, todos los registros de Perkinsus spp. fueron realizados en ostreidos de importancia comercial y
son pocos los reportes disponibles acerca de otras especies de bivalvos de menor relevancia. En Sonora,
Enriquez-Espinoza et al. (2015) encontré P. marinus en un cultivo de la almeja Chione fluctifraga, mientras
que Géngora-Gomez et al. (2016) detectaron Perkinsus sp. en el callo de hacha Atrina maura de una
poblacion silvestre del norte de Sinaloa.

Una parte del trabajo que el grupo de investigacion del Laboratorio de Malacologia (LM) del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Sinaloa (CIIDIR-Sinaloa),
del Instituto Politécnico Nacional (IPN) desarrolla en las poblaciones naturales de bivalvos de Sinaloa, se
enfoca en estudiar la dispersion de este parésito en otras especies importantes para la economia estatal y
nacional. El presente trabajo, complementa la informacién que ha sido generada para la almeja chocolata
mexicana Megapitaria squalida, de la que existen solamente reportes técnicos o tesinas en poblaciones
silvestres (Géngora-Gémez, en revision) y cultivadas (Gongora-Gémez et al., aceptado en Hidrobiol6gica),
en la costa central de Sinaloa. El objetivo de este estudio consiste en reportar la prevalencia e intensidad de
infeccion de Perkinsus sp. de una poblacion natural de la almeja M. squalida al norte de Sinaloa, dentro del
Golfo de California, usando la técnica del medio fluido de tioglicolato de Ray.

MATERIALES Y METODOS

Las almejas (n = 30 cada mes) fueron recolectadas del estero Bacorehuis, Sinaloa (26° 16 00” N y 109°
07’ 59” O) mediante buceo libre (< 1 m de profundidad), desde enero a diciembre de 2013. Los ejemplares
se colocaron en un recipiente con agua de mar fresca y aireacion constante para ser transportados al LM.
Los parametros del agua (temperatura, oxigeno, salinidad, pH, transparencia y profundidad) se registraron
cada mes en el sitio de muestreo.

Antes de ser procesadas para Perkinsus sp., las almejas fueron lavadas, medidas (altura, longitud y
ancho de la concha, mm) y pesadas (g). Inmediatamente después, se desconcharon y se realiz6 un analisis
visual de la condicion morfolégica de los tejidos, en los cuales, no se observaron deformaciones, coloracion
inusual ni dafio fisico que sugirieran un efecto infeccioso del parasito. Después, se abrieron para extraer una
muestra de 5 g de tejidos , la cual, fue colocada en un tubo conteniendo Medio Fluido de Tioglicolato de
Ray, MFTR (agua = 750 ml, MFTR = 23.35 g, dextrosa = 21.77 g, NaCl = 14.46 g, pemprocilina = 500
U/ml, estreptomicina = 500 U/ml y nistatina = 500 U/ml) para su incubacién durante 7 dias en oscuridad, a
22-25 °C (OIE, 2009). Finalmente, las muestras fueron colocadas en un portaobjetos, tefiidas con dos gotas
de lugol (20%), maceradas con una hoja de bisturi y cubiertas con un cubreobjetos para su observacion al
microscopio con magnificacion usando objetivos 10X y 40X.
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La presencia de Perkinsus sp. fue evaluada obteniendo la carga parasitaria (hipnosporas/g de tejido,
Yarnall et al., 2000), la prevalencia (% de almejas con presencia de hipnosporas, Céaceres-Martinez et al.,
2010) y la intensidad de la infeccién, clasificada como negativa (0 hipnosporas), ligera (< 1x10%
hipnosporas/g), moderada (1x10* a 5x10° hipnosporas/g) o fuerte (> 5x10° hipnosporas/g) (Bushek et al.,

1994).

Los andlisis estadisticos fueron aplicados después de examinar la normalidad de los datos (prueba de
Lilliefors). Se usé estadistica descriptiva (media, desviacion estandar, valor maximo, valor minimo y
coeficiente de variacion) para todos los parametros estudiados (ambientales, biométricos e infecciosos). Los
promedios mensuales de la carga parasitaria fueron transformados (1/Y) para su analisis estadistico (Bhujel,
2008). La prevalencia y carga parasitaria fueron relacionadas (correlacion de Pearson) con todas las
variables biométricas de la almeja y factores ambientales. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el

programa Statgraphic Plus 5.0, a un nivel de significancia de 95%.

RESULTADOS

Después del analisis visual de las almejas desconchadas, no se observaron deformaciones, coloracion
inusual ni dafio fisico que sugirieran un efecto infeccioso del parasito. La Tabla 1 muestra el resumen de

todos los factores estudiados durante los 12 meses de muestreos.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de los parametros ambientales (temperatura, salinidad, oxigeno disuelto,
pH, profundidad y transparencia), métricos de M. squalida (altura, largo y ancho de la concha, peso total) e
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infecciosos (prevalencia y carga parasitaria de Perkinsus sp.), en el estero Bacorehuis, Sinaloa, México.

Temperatura  Salinidad Oxigeno pH  Profundidad Transparencia

(°C) (%o) (mg/L) (m) (m)
26.68 35.16 570 815 1.07 0.96
5.55 2.97 18 0.8 0.37 03
16.9 29 272 185 05 05
34 40 1017 84 1.95 15
20.66 8.44 3263 220 3457 31.25

“Hipnosporas/g de tejido; transformados a 1/Y. SDE = Desviacion estandar; CV = Coeficiente de variacion

El intervalo mensual de la carga parasitaria fue desde O (enero y diciembre) hasta 117 hipnosporas
encontradas por gramo de tejido analizado (julio), mientras que la prevalencia fluctué desde 0 (diciembre)
hasta 70% (mayo) (Figura 1). ElI 29% (n = 105) de las almejas analizadas (n = 360) mostrd presuntas

hipnosporas en sus tejidos.

Altura  Largo
(mm)  (mm)

64.08 51.56
4.75 3.77
56.17 445
70.86  52.29
7.41 7.31

= Prevalencia —e=—Carga parasitaria
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Figura 1. Prevalencia y carga parasitaria mensual de Perkinsus sp. en la almeja chocolata Megapitaria squalida, del

estero Bacorahuis, Sinaloa, México.

La intensidad de la infeccion promedio varié de no infectado a ligera. En el mes de julio se observé la
mayor carga parasitaria, habiendo registrado una almeja con 2 hipnosporas/g como el valor mas bajo, hasta
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un ejemplar que contabiliz6 2,150 hipnosporas/g como maxima cantidad encontrada. La prevalencia y la
carga parasitaria no mostraron correlacion entre si (r = -0.239, P = 0.45). De ambos indicadores infecciosos,

s6lo la carga parasitaria mostré correlacion significativa (P < 0.05) con los pardmetros métricos de la almeja
(Tabla 2).

Tabla 2. Correlacion de la carga parasitaria (CP) de Perkinsus sp. y los factores biométricos de M. squalida, en el estero
Bacorehuis, Sinaloa, México.

Valorder  ValordeP

CP vs. Altura de la concha 0.705 0.010
CP vs. Largo de la concha 0.718 0.008
CP vs. Ancho de la concha 0.664 0.018
CP vs. Peso total 0.717 0.008

Ambos indicadores de la infeccion (prevalencia y carga parasitaria) no mostraron estar relacionados con
la temperatura (r = 0.359, P = 0.250 y r = 0.260, P = 0.413, respectivamente) o con la salinidad (r = 0.047, P
=0.884 y r =-0.064, P = 0.842, respectivamente).

DISCUSION

Considerando la facil capacidad de transmision del género Perkinsus spp. (Villalba et al., 2004) entre
sus hospederos conocidos, los reportes de su infeccién en ostiones (Enriquez-Espinoza et al., 2010;
Céceres-Martinez y Vézquez-Yeomans, 2008) y otros bivalvos (Enriquez-Espinoza et al., 2015; Gdéngora-
Gbmez et al., 2016) dentro del Golfo de California, y la presente deteccion del parésito en la almeja
chocolata M. squalida en la costa norte de Sinaloa, es posible indicar que el género Perkinsus continla
encontrando nuevos moluscos bivalvos, a los cuales, puede potencialmente infectar.

Aunque la técnica de tincién de MFTR no discrimina entre las especies del género Perkinsus, es barata,
simple (OIE, 2009), mas sensible cuando se compara con histologia (McLaughlin & Faisal, 1999) y los
datos de infeccion colectados pueden ser contabilizados (Auderman et al., 2008) y categorizados en una
escala (Mackin, 1962; Bushek et al., 1994). La deteccion y observacién microscépica de esferas de color
oscuro en el tejido blando de la almeja chocolata M. squalida del estero Bacorehuis, Sinaloa, analizada con
MFTR, confirmd el diagnéstico para la presencia de presuntas hipnosporas de Perkinsus sp., con un grado
de infeccién que fluctué de no infectado a ligero. Aunque la prevalencia de Perkinsus sp. en M. squalida se
registré en casi todos los meses de muestreo de 2013, el grado de infeccion fue ligero, lo que sugiere que la
almeja es poco susceptible a ser infectada por el parasito.

Se ha reportado que cuando el grado de infeccidon provocado por el parasito es considerable, el tejido
presenta granulomas blanquecinos (Park y Choi, 2001) o una consistencia acuosa (Ruano et al., 2015), lo
cual, no se observo en la revisién visual del tejido de M. squalida del estero Bacorehuis, en Sinaloa.

Este trabajo forma parte de un inventario de moluscos en los que se ha detectado el parasito Perkinsus
sp. en la zona norte-centro de las costas de Sinaloa, México, correspondiente a la parte méas al sureste del
Golfo de California. Al mismo tiempo, complementa el registro de deteccién de dicho protozoario en la
almeja M. squalida encontrado en los principales bancos naturales (estero Bacorehuis, presente estudio, y
Bahia Altata, Gongora-Gémez et al., en revision), ademas de la poblacion sembrada con fines de
repoblacién dentro de un corral pesquero en la costa central del estado (Gongora-Gémez et al., aceptado en
Hidrobiol6gica).

Hasta ahora, son tres los grupos de bivalvos, silvestres o cultivados (ostreidos, Villanueva-Fonseca y
Escobedo-Bonilla, 2013; pinnidos, Gongora-Gomez et al., 2016; venéridos, el presente trabajo), de las
costas sinaloenses en los que se ha detectado la presencia de Perkinsus sp. usando la técnica de MFTR (y de
confirmacion con PCR en los dos primeros), sin concluir para todos ellos, que la ocurrencia del parésito
comprometa su estado sanitario. Para verificar el potencial dafio en los tejidos de M. squalida de este
estudio, es necesario realizar analisis complementarios con la técnica histolégica.
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CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de presuntas hipnosporas de Perkinsus sp. en una poblacion silvestre de la
almeja chocolata mexicana Megapitaria squalida, al norte de la costa sinaloense, en México, mediante la
técnica de MFTR, con un grado de infeccion ligera, sugiriendo poca susceptibilidad de la almeja al efecto
infeccioso de este protozoario.
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