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1. Resumen

Los mejillones son organismos filtradores capaces de acumular bacterias en sus tejidos. De entre las
bacterias que acumulan se encuentran las pertenecientes al género Vibrio, que pueden resultar patégenas
y producir dafos a nivel celular y tisular. En el presente trabajo se han estudiado los efectos de Vibrio
harveyi en Mytilus galloprovincialis a dos temperaturas distintas y durante los 20 primeros minutos de
exposicion a la bacteria, en intervalos de cinco minutos. El estudio se ha centrado en la realizacion de
andlisis histoldgicos relacionados con el estrés producido por Vibrio en los mejillones. Asi, tomando
como biomarcadores principales los niveles de atrofia en la glandula digestiva, la presencia de
infiltraciones hemociticas, la densidad volumétrica de lipofuscinas y la de lipidos neutros, se han
observado las alteraciones después de la exposicion a Vibrio harveyi. Los resultados muestran que la
acumulacién de la bacteria se da en los primeros minutos de exposicion y la temperatura no parece tener
efecto relevante en el rango de tiempo analizado. Se observaron infiltraciones hemaociticas, pero los
elevados niveles de atrofia percibidos desde el inicio del estudio dificultaron la observacién detallada
de la alteracién del tejido. Por todo ello, se propone completar el estudio empleando mejillones con un
mejor estado de partida, asi como el uso de microscopia de fluorescencia y otros marcadores de estrés

oxidativo.

1. Abstract

Mussels are filter-feeding organisms capable of accumulating bacteria in their tissues, including those
belonging to the genus Vibrio, which can be pathogenic and cause damage at cellular and tissue level.
In the present study, the effects of Vibrio harveyi on Mytilus galloprovincialis were studied at two
different temperatures and during the first 20 minutes of exposure to the bacteria, in intervals of five
minutes. The study was focused on histological analyses, which are indicative of the stress produced by
Vibrio in mussels. Taking as main biomarkers the levels of atrophy in the digestive gland, the presence
of haemocytic infiltrations, the volumetric density of lipofuscins and that of neutral lipids, alterations
induced by Vibrio harveyi have been observed. The results show that the accumulation of bacteria occurs
in the first minutes of exposure and temperature does not seem to have a relevant effect on the range
analysed. Haemocytic infiltrations were observed, but the high levels of atrophy perceived from the
beginning of the study made it difficult to obtain detailed observations of tissue alteration. It is therefore
proposed to complete the study collecting mussels with better baseline conditions, as well as using

fluorescence microscopy and other markers of oxidative stress.



2. Introduccion

Mytilus es un género de moluscos bivalvos sésiles y suspensivoros que presenta una amplia distribucién.
En cuanto a su anatomia, los mejillones presentan dos valvas en forma triangular que estan unidas por
un ligamento dorsal y que sirven como esqueleto de unién para los musculos (Figura 1). En su interior,

se encuentra la cavidad palial rodeada por el manto (Eggermont et al., 2020).
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Figura 1: Anatomia general del mejillon (Mytilus edulis). Vista ventral (a). Vista dorsal oblicua (b). (Eggermont et al., 2020).

Son relativamente tolerantes a un amplio rango de cambios medioambientales, por lo que se emplean a
menudo en investigaciones ecotoxicoldgicas y son organismos comercializados en todo el mundo
(Venier et al., 2011). La produccion de mejillones a nivel mundial lleva en aumento desde la década de
1950, y principalmente proviene de la acuicultura, aunque a nivel europeo, se ha observado un descenso
en la produccion en las Ultimas décadas, por causas como el aumento de las enfermedades, los
afloramientos de algas, la disminucién de desove, la depredacion o los bajos ingresos (Avdelas et al.,
2020).

Entre las especies de este género se encuentra el mejillon del Mediterraneo o Mytilus galloprovincialis
(Lamarck, 1819). Por su condicion de filtrador, M. galloprovincialis se halla cominmente expuesto a
un gran nimero de microorganismos (Giovannoni y Stingl, 2005), algunos de ellos patogenos, y a
contaminantes medioambientales constituyendo asi habitats para diferentes bacterias (Canesi y Pruzzo,
2016). Muchas de ellas forman parte de la microbiota de los mejillones sanos, ya que tienen la habilidad

de concentrarlas en sus fluidos corporales, incluyendo la hemolinfa, asi como en sus tejidos, a causa del



sistema circulatorio abierto presente en estos invertebrados (Destoumieux-Garzén et al., 2020). De
hecho, recientes estudios han descrito a los mejillones como holobiontes, dada su asociacion con
distintas comunidades microbianas, que proporcionan al hospedador diferentes funciones probidticas,
interviniendo en la homeostasis y en su salud, por lo que los microorganismos deberian considerarse un

componente integral de la fisiologia del hospedador (Musella et al., 2020).

En cuanto a su sistema de defensa, los mejillones presentan distintas barreras, tanto fisicas como
bioldgicas. Una de las barreras fisicas es la valva, que protege al tejido blando, siendo también de gran
importancia la piel y la capa mucosa que la cubre y que atrapa a los microorganismos facilitando su
eliminacion. La defensa interna, por otro lado, es principalmente llevada a cabo por los hemocitos
(Canesi et al., 2002), las células del sistema inmunoldgico en bivalvos, que responden a los patégenos
mediante quimiotaxis, encapsulacion, actividad fagocitica o la produccion de especies de oxigeno
reactivas (Allam y Raftos, 2015).

Los organos principales de acumulacion de Vibrio han sido la glandula digestiva, las génadas y las
branquias (Uriarte, 2021). La glandula digestiva es una estructura del intestino medio formada por
diverticulos ramificados donde se da la absorcion de nutrientes principalmente, pero también la sintesis
de ciertos enzimas que toman parte en la digestion extracelular. Estad formada por tubulos ciegos
conectados a través de conductos ramificados (primarios y secundarios) procedentes del estomago
(Gosling, 2004).

En lo que respecta al sistema reproductor de los bivalvos, las génadas estdn emparejadas. Cada génada
€S poco Mas gue un sistema de tabulos ramificados, y los gametos se desprenden del revestimiento
epitelial de estos tabulos. Los tlbulos se unen para formar conductos que conducen a conductos mayores
y eventualmente terminan en un gonoducto corto, el cual en la mayoria de los bivalvos se abre a través
de poros independientes hacia la cavidad del manto, cerca del nefridioporo. En el caso de los mejillones,

presentan diferentes estadios de desarrollo dependiendo de la época del afio (Gosling, 2004).

El género Vibrio forma una proporcion significativa de las bacterias presentes en bivalvos sanos y
enfermos, pudiendo alcanzar concentraciones 100 veces mayores en su interior que en las aguas
circundantes (Destoumieux-Garzén et al., 2020). Son bacterias gram negativas, curvadas, haléfilas y
no formadoras de esporas que habitan medios marinos y estuarinos (Cavallo y Stabili, 2002). Este
estudio se centra en la especie Vibrio harveyi. Este microorganismo ha sido reconocido como causa de
enfermedades importantes generalmente en invertebrados (Austin y Zhang, 2006), aunque también ha
sido causante de muertes de tiburones (Grimes et al., 1984) y peces (Lee et al., 2002; Ishimaru y Muroga,
1997). Las estadisticas realizadas en las Gltimas décadas han revelado que este V. harveyi ha contribuido
en la mortalidad masiva de bivalvos y gambas cultivados bajo condiciones artificiales, produciendo un

impacto econémico negativo en la industria del marisco (Montanchez y Kaberdin, 2020).



Este trabajo forma parte de un estudio méas amplio llevado a cabo junto con el Departamento de
Microbiologia de la Universidad del Pais Vasco en el que se pretende estudiar la acumulacién de Vibrio
harveyi en Mytilus galloprovincialis, ya que segln estudios anteriores (Uriarte, 2021), el mejillén actua
como reservorio, especialmente en los meses de invierno, liberdndose posteriormente en verano. El
interés de este estudio reside en determinar los posibles dafios provocados por bacterias del género

Vibrio en la costa vasca, tanto en la salud de los bivalvos, como a nivel econdmico.

3. Objetivo

El objetivo general de este estudio es determinar cdmo afecta a los mejillones la exposicion a Vibrio
harveyi a 12 y 20°C, temperaturas correspondientes a las del agua en invierno y verano respectivamente
en el estuario del Butrdn, Plentzia (Ogayar, 2021). Investigaciones anteriores llevadas a cabo (Uriarte,
2021) sugirieron centrar los analisis en los primeros minutos de la bioacumulacion, por lo tanto, se
realizardn andlisis tras 0, 5, 10, 15 y 20 minutos de exposicién. Este trabajo se centrara en analisis a
nivel histolégico, y para ello, dentro del objetivo general, se han definido los siguientes objetivos

especificos:

- Se evaluaran los posibles dafios causados por V. harveyi en la glandula digestiva, génadas y
branquias de los mejillones.

- Se determinaran las densidades volumétricas de lipofuscinas y lipidos en la glandula digestiva
como indicadores de estrés ambiental.

- Se observara la acumulacion de Vibrio en la glandula digestiva mediante microscopia de

fluorescencia.

4. Hipotesis
A tiempos mas prolongados de exposicion, se esperan mayores alteraciones provocadas por Vibrio, es
decir, se espera que alteraciones histopatoldgicas como el nivel de atrofia y/o la densidad volumétrica
de lipofuscinas sean mayores y la densidad volumétrica de lipidos, menor. En cuanto a las observaciones
en el microscopio de fluorescencia, se esperan mayores acumulaciones de Vibrio en tiempos de
exposicion mas largos. Asimismo, se espera una mayor acumulacion de Vibrio en los mejillones en las

muestras sometidas a 20°C, debido a una mayor actividad metabolica.

5. Materiales y métodos

Los mejillones, Mytilus galloprovincialis, se recogieron en el estuario Butron (Bizkaia, 43°24'32.5"N
2°56'44.6"W) en el mes de julio y se transportaron a la Estacién Marina de Plentzia, donde se
mantuvieron 96h en ayunas, con flujo constante de agua filtrada y una temperatura ambiente de 18°C,
para limpiar el tracto digestivo. Antes de realizar el experimento, se mantuvieron a 12°C y 20°C durante
1h.



Los 30 individuos empleados en total se expusieron a Vibrio a las distintas temperaturas y tiempos. Por
un lado, se expusieron la mitad de los mejillones a una temperatura de 12°C y la otra mitad, a 20°C y se
tomaron muestras de mejillén durante cinco tiempos distintos: control sin Vibrio (t1), 5 (t2), 10 (t3), 15

(t4) y 20 minutos (t5). Para cada tiempo, se tomaron 3 mejillones.

A continuacion, se realizé la diseccion de los mejillones y se extrajeron los tres érganos que eran objeto
de estudio: las gonadas, las glandulas digestivas y las branquias. Dichos érganos se fraccionaron en dos
partes con el objetivo de realizar dos procedimientos diferentes.

Por un lado, se fijaron las muestras en formaldehido al 4% en agua marina durante 24 horas en una
camara frigorifica a 4°C y, posteriormente, se procedié a la deshidratacion, aclaramiento e inclusion
(Tabla 1) mediante un procesador de tejidos Leica ASP300 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Alemania).

Tabla 1: Procesamiento histologico ASP300.

Proceso Paso Tiempo
Deshidratacion 70% Etanol 1 hora

96% Etanol (2 pases) 1 hora cada pase

Etanol puro (2 pases) 1 hora cada pase
Aclaramiento Xilol-Etanol 1:1 1 hora

Xilol (2 pases) 1 hora cada pase
Inclusién Parafina (55-60°C) (3 pases) | 2 horas cada pase

Empleando un microtomo Leica RM2125RT (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), se
realizaron cortes de un grosor de Sum y se introdujeron en un bafio de agua a 50°C para alisar los tejidos,
que posteriormente se recogieron sobre portaobjetos a los que previamente se les habia aplicado
albimina para ayudar a la fijacion de la muestra. Finalmente, se introdujeron en una estufa a 37°C para

acelerar el secado.

Posteriormente, parte de los cortes se tifieron con Hematoxilina-Eosina (Tabla 2), mediante una estacion
de tincion Leica Autostainer XL (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), y se montaron con
medio de montaje DPX (Merck) utilizando el montador Leica CV5030 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Alemania). El resto de cortes se desparafinaron e hidrataron y se pretendié observar las
bacterias fluorescentes en un microscopio de fluorescencia NIKON Eclipse Ni (Nikon Instruments). Sin

embargo, por problemas con el microscopio, estas observaciones no se pudieron realizar.



Tabla 2: Protocolo de la tincion de Hematoxilina-Eosina.

Paso Tiempo
Xilol (2 pases) 10 min
Etanol puro (2 pases) 2 min
Etanol 96% (2 pases) 2 min
Etanol 70% 2 min
H.Od 5 min
Hematoxilina 4 min
Alcohol &cido 10 seg
H-0 5 min
Carbonato de Litio 10 seg
H:0 5 min
Eosina 90 seg
H:0 1 min
H:0 2 min
Etanol 70% 30 seg
Etanol 96% 30 seg
Etanol puro (2 pases) 30 seg
Xilol (2 pases) 1 min

Las muestras se observaron en el microscopio y se determiné el nivel de atrofia del epitelio digestivo

basandonos en la escala propuesta por Kim et al. (2006).

Por otro lado, la mitad restante de los érganos de las muestras se introdujeron en crioviales y se
congelaron en nitrogeno liquido. Una vez congelados, se almacenaron en el congelador a -40°C, se
cortaron empleando un Criostato Leica CM3050 S a -25°C con un grosor de 10um y se devolvieron al
congelador durante un dia. Posteriormente, se realiz6 una tincién Schmorl, gracias a la que se pudieron
observar las lipofuscinas acumuladas en los tejidos. Para ello, las muestras congeladas se metieron en
la neveraa 4°C con el objetivo de atemperarla durante 10 minutos, y posteriormente, se fijaron en formol

calcico Baker (Tabla 3), a 4°C durante 15 minutos.



Tabla 3: Componentes del formol célcico Baker.

Compuesto VVolumen/peso
Formaldehido 30 ml
CaCl 39 (disuelto en 30 ml de H.0d)
NaCl 7,59
H-0d 240 ml
Ajustarel pHa 7,2

A continuacion, se lavaron las muestras en H.Od y se tifieron empleando una disolucién de cloruro
férrico al 1% (3 volumenes) y ferrocianuro (1 volumen). Se mezclé todo y se mantuvo en la oscuridad
durante 5 minutos. Posteriormente, se lavaron las muestras con una disolucion de H.Od con &cido
acético al 1%, tras lo que se volvieron a lavar en H.Od y, finalmente se montaron las muestras empleando

glicerina. Transcurridos unos dias, se pudieron observar al microscopio dptico.

Ademas, se realiz6 una tincion Oil red O para la deteccion lipidos acumulados en el tejido digestivo.
Paraello, al igual que en la tincion Schmorl, las muestras congeladas se metieron en la nevera a 4°C con
el objetivo de atemperarlas durante 10 minutos y, posteriormente, se fijaron en formol célcico Baker
(Tabla 3), a 4°C durante 15 minutos. Las muestras se lavaron en isopropanol al 60% y después los lipidos
neutros se tifieron con una disolucion de Oil Red O en isopropanol al 60% durante 20 minutos. Una vez
lavadas en agua destilada, las muestras se contrastaron con Fast Green durante 30 minutos y, finalmente,
se montaron las muestras usando glicerina. Transcurridos unos dias, se pudieron observar en el

microscopio éptico.

Se empled el microscopio éptico para hacer capturas aleatorias del tejido digestivo y, posteriormente,
con el programa Image J se midieron parametros como el nimero de particulas de lipidos y lipofuscinas,

el area ocupada por los lipidos o lipofuscinas, el area total o el tamafio promedio.

5.1 Tratamiento de datos

Se calculo el ratio entre el &rea ocupada por los lipidos y las lipofuscinas respecto al &rea del tejido y asi
se obtuvo la densidad volumétrica. Para cada tiempo se calcul6 la media de densidades volumétricas,
asi como las desviaciones estandar y con estos datos se realizaron representaciones graficas mediante el
programa Graph Pad Prism. Se realiz6 una ANOVA de un solo sentido, asi como un Test de Tukey
para comprobar las diferencias entre grupos y se estableci6 un p-valor de 0,05 para indicar significancia
estadistica. En el caso de la atrofia, al tratarse de valores discretos, se realiz6 la prueba de Kruskal-
Wallis.



6. Resultados

6.1 Hematoxilina-eosina

Las alteraciones provocadas por la exposicion a V. harveyi fueron observadas en la glandula digestiva,

las branquias y las génadas de los mejillones tras realizar la tincion con Hematoxilina-Eosina.

Las branquias no presentaron alteraciones y en las gonadas se observaron las distintas fases de
desarrollo, y se comprob6é como en general los machos (Figura 2a) se encontraban en fases mas
avanzadas que las hembras (Figura 2b), aunque no se apreciaron patrones claros en funcién de la

temperatura o el tiempo de exposicion.

Figura 2: Micrografias de la génada masculina (a) y femenina (b) de Mytilus galloprovincialis tefiidas con Hematoxilina-Eosina.
Las barras de escala corresponden a 100 um.

En la glandula digestiva, si bien se pudieron apreciar organismos con un bajo nivel de atrofia (Figura
3a), en general los tabulos presentaron alteraciones importantes, como grandes didmetros de la luz y un
epitelio digestivo fino (Figuras 3b,3c y 3d). Ademas, se apreciaron también infiltraciones hemociticas

posiblemente causadas por la respuesta inmune ante la infeccion de V. harveyi (Figura 4).



Figura 3: Micrografias de la glandula digestiva de mejillones tefiidas con Hematoxilina-Eosina en estado de poca atrofia tras
5 minutos de exposicidn a Vibrio (a) y de altos niveles de atrofia tras 5(b), 15 (c) y 20 minutos (d). Los asteriscos indican
perfiles atréficos o en desintegracidn. Las barras de escala corresponden a 100 um.

Figura 4: Micrografia de la glandula digestiva de un mejilléon presentando, en rojo, una infiltracién hemocitica tras 10
minutos de exposicidn a Vibrio. Los asteriscos indican perfiles atréficos o en desintegracion. La barra de escala corresponde
a 100 pm.



Se establecieron cuatro niveles de atrofia de acuerdo a la escala propuesta por Kim et al. (2006) en
funcidn del grosor de las células del epitelio digestivo y el didmetro de la luz de los tubulos y se observd
un grosor epitelial muy bajo en la mayoria de las muestras, asi como un gran tamafio de la luz, mostrando
grandes niveles de atrofia independientemente del tiempo de exposicién a V. harveyi., tanto a 12°C

(Figura 5) como a 20°C (Figura 6) en todos los tiempos analizados, incluyendo el control.
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Figura 5: Nivel de atrofia de los tubulos digestivos (1-4) en mejillones sometidos a una temperatura de 122C durante 0
minutos (control, t1), 5 minutos (t2), 10 minutos (t3), 15 minutos (t4) y 20 minutos (t5). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).
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Figura 6: Nivel de atrofia de los tubulos digestivos (1-4) en mejillones sometidos a una temperatura de 202C durante 0
minutos (control, t1), 5 minutos (t2), 10 minutos (t3), 15 minutos (t4) y 20 minutos (t5). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).
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6.2 Lipofuscinas

Las lipofuscinas son uno de los productos finales de la peroxidacion de lipidos y su acumulacion en los
lisosomas es indicadora de estrés oxidativo en la glandula digestiva (Canesi et al., 2010).

En las imagenes de microscopia las lipofuscinas se aprecian en forma de puntos en tonos verdes-

azulados mas oscuros que el tejido circundante (Figura 7) después de la tincion de Schmorl.

Figura 7: Micrografias de la glandula digestiva tefiida con tincion Schmorl tras 0 (a), 5(b), 10 (c) y 15 minutos (d) de
exposicion a Vibrio. Las barras de escala corresponden a 100 pum.

Tras la medicion de la densidad volumétrica de las lipofuscinas en los individuos sometidos a una
temperatura de 12°C, se vio un aumento en el &rea ocupada por las lipofuscinas respecto al &rea de tejido
total a lo largo del tiempo, especialmente, durante los cinco primeros minutos. A partir de los diez
minutos, se observo que el valor se mantuvo, llegando incluso a disminuir ligeramente a partir de los 15
minutos (Figura 8). Sin embargo, en ninguno de los tiempos se obtuvieron resultados con diferencias
significativas (p>0,05).
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Figura 8: Media de la densidad volumétrica de lipofuscinas (um3/ um3) en diferentes tiempos de experimentacién a 12°C.
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).

En cuanto a la densidad volumétrica de lipofuscinas en individuos expuestos a Vibrio a 20°C, se observé
un descenso importante en los mejillones después de 20 minutos de exposicion. En el analisis de
ANOVA se comprob6 que las diferencias si eran significativas (p<0,05). Concretamente, en el test de
Tukey se realiz6 la comprobacion por parejas y se observaron resultados significativos para el tiempo 2
respecto al tiempo 5 y el tiempo 4 respecto al tiempo 5. Hasta los 15 minutos se apreci6 una densidad
volumétrica con pocas variaciones, entre 0,4 y 0,6 pm? de lipofuscinas/ um? de tejido en todos los puntos,

pero al alcanzar los 20 minutos se apreci6 una disminucion dréstica (Figura 9).
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Figura 9: Media de la densidad volumétrica de lipofuscinas (um3/ um3) en diferentes tiempos de experimentacion a 20°C.
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).
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6.3 Lipidos neutros

Otro parametro indicativo de estrés ambiental son las alteraciones en los lipidos neutros en la glandula
digestiva de los mejillones (Koukouzika et al., 2009). En las imagenes a microscopia, después de la
tincion Oil Red O, los lipidos se aprecian como gotas rojas sobre un fondo en tonos verdes (Figura 10).

Figura 10: Micrografias de la glandula digestiva de mejillones tefiidas con Oil Red O tras 0 (a), 5 (b), 15 (c) y 20 minutos (d)
de exposicién a Vibrio. Las barras de escala corresponden a 10 pm.

La cuantificacion de lipidos neutros en mejillones expuestos a 12°C, presentd un importante descenso
de la densidad volumétrica tras 20 minutos de exposicion. Asi, se observaron diferencias significativas
después de realizar la ANOVA. En cuanto al test de Tukey, se comprobé que habia diferencias
significativas en los tiempos 1 respecto al 5, 2 respecto al 5y 4 respecto al 5. Tras realizar las medidas
de las densidades volumétricas, se observo que hasta los 15 minutos la relacion entre el &rea de los
lipidos y el &rea total del tejido digestivo se mantenia en valores similares. En las muestras sometidas a
Vibrio durante 20 minutos, en cambio, se observo un descenso significativo en la densidad volumétrica
(Figura 11).
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Figura 11: Media de la densidad volumétrica de lipidos (um? / um?3) en diferentes tiempos de experimentacion a 12°C. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).

En la exposicién de los mejillones a Vibrio a 20°C, se obtuvieron resultados significativos después de
realizar la ANOVA (p<0,05) y en el test de Tukey. Se observaron diferencias significativas en el tiempo
1 respecto al tiempo 2 y el tiempo 1 respecto al tiempo 5. En este caso, se aprecia un descenso en la
densidad volumétrica de los lipidos, especialmente pronunciado en los primeros 5 minutos (Figura 12),

con un ligero incremento posteriormente para volver a descender después de 20 minutos de exposicion.
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Figura 12: Media de la densidad volumétrica de lipidos (um? / um3) en diferentes tiempos de experimentacion a 20°C. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).
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7. Discusion

El presente trabajo tiene como referencia un trabajo anterior en el cual después de una exposicién de
mejillones a Vibrio harveyi durante 7 dias, la mayor acumulacion de las bacterias tenia lugar en los
primeros minutos de exposicion. Asi, nos hemos intentado centrar en los tiempos en los que ocurre esa
mayor acumulacion (Uriarte, 2021) y se han intentado determinar las alteraciones celulares o tisulares
que puede inducir la presencia de Vibrio en mejillones después de tiempos de exposicién muy cortos.

Asi, en las observaciones histoldgicas realizadas en los cortes teflidos con Hematoxilina-Eosina, la
aparicion de infiltraciones hemociticas a partir del segundo tiempo puede indicar una activacion de la
respuesta inmunoldgica por parte del mejillon ante la exposicidn a Vibrio (Parisi et al., 2019). De hecho,
los hemaocitos, por su actividad fagocitica son las células méas importantes involucradas en el mecanismo
de inmunidad de bivalvos (Gornati et al., 2016). De manera similar a trabajos anteriores, donde se
describia un incremento de infiltraciones hemociticas (Uriarte, 2021), el presente trabajo parece indicar
gue dicha respuesta del sistema inmune puede ocurrir en tiempos todavia mas cortos. Por otra parte,
cabe destacar que las infiltraciones hemaociticas se han detectado en la glandula digestiva, que es el
organo que mas bacterias acumula (Gonzéalez, 2022) y, por lo tanto, puede esperarse una respuesta

inmune mas activa por parte del sistema inmune del mejillén.

Los niveles de atrofia han sido empleados en numerosos estudios histopatolégicos como indicadores de
deterioro en la glandula digestiva, tanto en mejillones (Al-Subiai et al., 2012; Bignell et al., 2011,
Cajaraville et al., 2016; Cuevas et al., 2015) como en ostras (Aguirre-Rubi et al., 2018; Dos Reis et al.,
2015). En las muestras recolectadas, los mejillones mostraron un alto grado de atrofia en sus glandulas
digestivas que se aprecio desde el inicio del estudio, incluyendo las muestras control, dificultando asi

un estudio mas detallado de la degradacion tisular en funcion del tiempo.

Segun un estudio de Villalba (1995) llevado a cabo en las costas de Galicia, la gametogénesis en M.
galloprovincialis se produce durante otofio y comienzos de invierno, empleando las reservas acumuladas
durante los meses anteriores, y el desove mas importante ocurre durante primavera, tras lo que se da una
reabsorcion de las génadas y el desarrollo de tejido de reserva. A pesar de ello, las muestras observadas
en el presente estudio, que fueron obtenidas en el mes de julio, muestran distintas fases de desarrollo,
observando individuos en fases mas tardias y otros en fases mas tempranas (Suérez et al., 2005). Aun
asi, la fase reproductiva en la que se encuentre el mejillén puede condicionar la disponibilidad de
reservas de cara a una infeccion como la de Vibrio, dado que los lipidos juegan un papel importante en
la maduracidn de las gonadas y en la estimulacion de la gametogénesis (Fokina et al., 2018). Ademas,
el estrés al que es sometido M. galloprovincialis en presencia de V. harveyi podria haber provocado un
mayor requerimiento energético. Esto implicaria un aumento en la peroxidacion de lipidos y una
utilizacion rapida de estos, tal y como se ha demostrado en investigaciones anteriores, como la llevada

a cabo por Vlahogianni y Vlavanidis (2007) sobre la exposicion de Mytilus a distintos metales) o la
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realizada por Canesi et. al (2010) estudiando los efectos de V. splendidus y V. anguillarum sobre la

glandula digestiva de M. galloprovincialis.

Estudios como el llevado a cabo por Viarengo et al. (2007) sugieren que los niveles de lipofuscinas estan
fuertemente correlacionados con el dafio lisosémico, causando una inestabilidad en los lisosomas que
provoca la liberacion de sus contenidos, pudiendo producir la apoptosis (Brunk y Terman, 2002). Es por
ello que cabria esperar mayores dafios y un aumento en la densidad volumétrica de lipofuscinas a
mayores tiempos de exposicion a V. harveyi, es decir, a medida que aumenta el estrés, tal y como ya se
ha observado en estudios como en el llevado a cabo por Koehler et al. (2008). Esto se observa en los
individuos sometidos a 12 °C donde incluso en tiempos tan cortos como cinco minutos se observa un
aumento de lipofuscinas que se mantiene a tiempos mas largos. En las muestras expuestas a 20°C, en
cambio, se da una reduccion de la densidad volumétrica de lipofuscinas. Esto podria deberse a una
acumulacién de estrés, ya que por un lado se han dejado los mejillones en ayuno para depuracién y se
han expuesto a V. harveyi de tal manera que el resultado del descenso observado a los 20 minutos de
exposicion puede estar relacionado con un funcionamiento alterado de la glandula digestiva (Dimitriadis
et al., 2004) que ya se ha observado previamente en los altos niveles de atrofia detectados. Seria
conveniente realizar mas estudios al respecto en los que el tejido digestivo del mejillon se encontrase en

un mejor estado de partida.

8. Conclusiones

Con los resultados obtenidos se concluye que:

1. Laglandula digestiva es el 6rgano que responde de manera mas significativa al estrés inducido
por Vibrio harveyi. Sin embargo, los niveles de atrofia y un gran deterioro en la mayoria de
individuos analizados, incluyendo los controles, han dificultado la obtencion de conclusiones
mas relevantes.

2. La presencia de infiltraciones hemociticas es sintoma de la respuesta inmune provocada por
Vibrio.

3. El descenso a lo largo del tiempo en la densidad volumétrica de lipidos, asi como el aumento
en la densidad volumétrica de lipofuscinas a 12°C son prueba del estrés provocado por Vibrio
harveyi.

4. Latemperatura en el rango analizado no parece tener efecto en la acumulacion de Vibrio en los
tejidos de M. galloprovincialis.

De acuerdo a las conclusiones obtenidas, se sugiere completar el estudio recolectando los mejillones en
invierno, para poder observar posibles diferencias estacionales en el estado de los tejidos y en la
acumulacion. De la misma manera, se sugiere completar las observaciones con observaciones mediante

microscopia de fluorescencia, asi como el empleo de nuevos biomarcadores de estrés oxidativo como la
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determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes, tal y como se ha realizado en estudios anteriores
(Dobal et al., 2022).

9.
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