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Fig4: Tinción del citoplasma con

diacetato de fluoresceína.

Célula no viable

Célula  viable

Célula no viable

Célula  viable

Fig2: Cultivo primario de células de

branquia. Las flechas muestran un ejemplo

de células viables y no viables.

RESULTADOS

La disgregación del tejido branquial se realizó mediante tratamiento enzimático EDTA-Tripsina (éste no es necesario en el caso de la hemolinfa)

obteniendo del orden de 2,4x105 y 9,8x105 células/ml de branquia y hemolinfa respectivamente (Fig2). Ambos tipos de células fueron cultivadas a 20ºC

en el medio DMEN suplementado con suero fetal bovino, antibióticos y glutamina. Se comprobó la viabilidad de las células en cultivo mediante la

tinción con Hoechst (colorante fluorescente que se une al surco menor del ADN por lo que los núcleos intactos se ven redondos y ubicados en el centro

de la célula) (Fig3) y con diacetato de fluoresceína (se hidroliza a fluoresceína por la acción de las esterasas en el citoplasma si la membrana celular está

activa) (Fig4).

INTRODUCCIÓN

En Acuicultura, los cultivos celulares son de gran interés ya que permiten el estudio de procesos relacionados con la actividad y división celular, la

expresión génica y sirven como modelos para análisis en virología, inmunología o patología.

Se vienen realizando cultivos celulares de gran variedad de tejidos (manto1, hemocitos2, corazón3, branquia4 o glandula digestiva5) en diferentes clases

de moluscos bivalvos como en mejillones1,2,6,7 (Mytilus edulis L. 1798, M. galloprovincialis Lamarck 1819, Perna viridis L. 1758 y Dreissena

polymorpha Pallas 1771), vieira8 (Pecten maximus L. 1758), ostra japonesa9 (Crassostrea gigas Thunber 1973 ) o almeja fina10 (Ruditapes decussatus

L. 1758). En este trabajo hemos llevado a cabo el desarrollo y seguimiento de cultivos primarios de células de branquia y hemolinfa en la almeja

japonesa R. philippinarum (Adams and Reeve, 1850) (Fig1) con la idea de establecer futuras líneas celulares. También se ha puesto a punto la técnica de

transfección de genes exógenos para futuros estudios de ingeniería genética.

Para los dos tipos celulares, hemos llevado a cabo un estudio del crecimiento del cultivo durante 15 días mediante el recuento del número de células y el

análisis de la confluencia. El experimento se realizó iniciando el cultivo con siete diluciones seriadas del 50%. El crecimiento en branquia y hemolinfa

fue muy similar, con un incremento de 1,5X en número de células y confluencia en branquia (Fig5), y de 1,8X en número de células y confluencia en

hemolinfa (Fig6). Hasta el día 12 se produce crecimiento del cultivo tanto en branquia como en hemolinfa A partir de ese día, los cultivos sufren un

ligero descenso.

Fig3: Tinción de núcleos con Hoechst.
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Para futuros estudios de ingeniería genética, se puso a punto el proceso de

transfección, utilizando el kit TransIT-X2 Dynamic Delivery System y el

vector pTG13077. Éste lleva integrado un promotor vírico y el gen de la

proteína verde fluorescente (GFP) que sirve para comprobar el éxito de la

transfección a través de la medida de niveles de fluorescencia de las

células transfectadas mediante citometría de flujo. Se utilizó un cultivo

cuya confluencia celular fue del 85% y el ratio TransIT-vector 6:1. La

medida de fluorescencia se ha realizado después de 72 horas. Con este

protocolo, hemos obtenido un aumento de fluorescencia cercano al 55%

en células transfectadas procedentes de branquias y del 30% en las de

hemolinfa (Fig7). Este resultado indica el éxito de la transfección y de la

expresión del gen GFP dentro de células de branquia y hemolinfa de la

almeja japonesa.

Fig5: Gráficas que representan el  Número de células (A) y la Confluencia (B) en el cultivo de Branquia 

durante los 15 días.
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ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS PRIMARIOS Y TRANSFECCIÓN 

CON EL VECTOR pTG13077 en Ruditapes philipinarum

Fig1: Ejemplares de la

especie R. philippinarum.

Fig6: Gráficas que representan el  Número de células (A) y la Confluencia (B) en el 

cultivo de Hemolinfa durante los 15 días.
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Fig7: Gráficas que representan el incremento de fluorescencia entre los controles negativos 

de Branquia (A) y Hemolinfa (B) y las muestras con mayor porcentaje de fluorescencia en 

Branquia (C) y Hemolinfa (D) respectivamente..
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