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Resumen

En Acuicultura, los cultivos celulares son de gran interés ya que permiten el estudio de
procesos relacionados con la actividad celular, la expresion génica y sirven cémo
modelos para analisis en virologia, inmunologia o patologia.

Existen en la actualidad cultivos celulares de diferentes clases de moluscos bivalvos
como en mejillones (Mytilus edulis, M. galloprovincialis, Perna viridis y Dreissena
polymorpha), la vieira (Pecten maximus), la ostra japonesa (Crassostrea gigas), o la
almeja fina (Ruditapes decussatus). Estos cultivos se han llevado a cabo a partir de
diferentes tejidos tales como hemolinfa, corazén, manto, branquia y glandula digestiva.
Con la idea de establecer futuras lineas celulares, en este trabajo hemos llevado a cabo
el desarrollo de cultivos primarios de células de branquia y hemolinfa en la almeja
japonesa R. philipinarum. Se ha puesto a punto el sistema de obtencién de células por
disgregacion mediante tratamiento enzimatico y se ha realizado un estudio de
crecimiento celular, durante un periodo de 15 dias, mediante el recuento de nimero de
células y la confluencia. Para ello, las células fueron cultivadas a 20°C en el medio
DMEN y con un seguimiento periddico desde 24 a 360 horas. Para el analisis del
crecimiento se ha realizado recuento celular en cdmara de Neubauer y el tratamiento de
imagenes mediante un lector de placas. El crecimiento en branquia y hemolinfa fue muy
similar, con un incremento de 1,5X en nimero de células y confluencia en branquia y de
1,8X en el caso de la hemolinfa.

Para futuros estudios de modificacion génica, en este trabajo también hemos puesto a
punto el proceso de transfeccion utilizando el kit TransIT-X2 Dynamic Delivery System
y el vector pTG13077. Este lleva integrado un promotor virico y el gen de la proteina
verde fluorescente (GFP), que sirve para comprobar el éxito de la transfeccion a través
de la medida de niveles de fluorescencia de las células transfectadas mediante citrome-
tria de flujo. Hemos obtenido un aumento de fluorescencia cercano al 55% en células
transfectadas procedentes de branquias y del 30% en las de hemolinfa.



