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ACRONIMS | ABREVIATURES.

ADN: Acid Desoxirribonucleic.

ADNTr: Acid Desoxirribonucleic ribosomic.

AMOVA: Analisi de la Variancia Molecular.

ARNTr: Acid Ribonucleic ribosomic.

APROMAR: Associacio Empresarial de Productors de Cultius Marins d’Espanya.

BLAST: En angles: Basic Local Alignment Search Tool (Eina de recerca basica

d’alineament local).

CC.AA.: Comunitats Autonomes.
CEE: Comunitat Economica Europea.
CPUE: Captura per unitat d’esforg.
CV: Components de la Variancia.

DME/Ham’s F-12: En anglés: Dulbecco's Modified Eagle's medium Ham's Nutrient
Mixture F-12.

DIG: Digoxigenina.

EMBL.: En anglés: European Molecular Biology Laboratory (Laboratori Europeu de
Biologia Molecular).

FAO: En anglés: Food and Agriculture Organization of the United Nations

(Organitzacio de les Nacions Unides per a I’ Alimentaci6 i 1’ Agricultura).
Fs: Index de fixacio.

Hinfl: Endonucleasa de restriccio I d’Haemophilus influenzae.

IGS: En angles: Inter Genic Spacer (espaiador intergéenic).

ITS: En angleés: Internal Transcribed Spacer (Espaiador transcrit intern).
ISH: En angles: In situ hibridization. (hibridacio in situ).

JACUMAR: Junta Assessora de Cultius Marins.

LIMIA: Laboratori d’Investigacions Marines 1 Aqiiicultura.

LNREMB: En castella: Laboratorio Nacional de Referencia de las Enfermedades de
los Moluscos Bivalvos (Laboratori Nacional de Referencia de les Malalties dels
Mol-luscs Bivalves).



Acronims i abreviatures

MAGRAMA: Ministeri d’Agricultura, Alimentacié i Medi Ambient.

NCBI: En anglés: National Center for Biotechnology Information (Centre Nacional per
a la Informacio Biotecnologica).

NTB/BCIP: En anglés: Nitroblue Tetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate
(Nitroblau de tretrazoli/5-Brom-4Clor-3-Indolil-Fosfat).

O.L.E: En frances: Office International des Epizooties (Oficina Internacional de les
Epizooties).

pb: Parells de bases.
PBS: En angles: Phosphate Buffered Saline (Tampé fosfat sali).
PCR: En angles: Polymerase Chain Reaction (Reaccié en Cadena de la Polimerasa).

RASVE: En castella: Red de Alertas Sanitarias Veterinarias (Xarxa d’Alertes
Sanitaries Veterinaries).

RFLP: En anglés: Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfisme de
Longitud dels Fragments de Restriccio).

Rsal: Endonucleasa de restriccio | de Rhodopseudomonas sphaeroides.

RTFM: En anglés: Ray’s Fluid Thioglicollate Medium (Medi Tioglicolat Fluit de Ray).
SSC: En angles: Saline Sodium Citrate (Tampo citrat sodic i clorur sodic).

SSD: Suma de desviacions quadratiques.

SSU: En angles: Small Subunit (Subunitat petita).

TAE: Tampo Tris-Acetato EDTA.

Tris: Tampo tris(hidroximetil)aminometa.

Twen20: En anglés: Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Polioxietilen (20) sorbitan
monolaurat).

UE: Unio Europea.
USA: Estats Units d’ Ameérica.
UV: Ultraviolat.

WAHID: En anglés: World Animal Health Information Database (Base de Dades

d’Informaci6 Sanitaria Veterinaria Mundial).
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RESUM.,

Una de les principals limitacions a la que s’enfronta la produccié de mol-luscs bivalves
és la prevencid i control de malalties, que es dispersen, principalment, pel moviment

d’estocs.

A les Balears, hem trobat parasits de bivalves poc patogénics com Bucephalus
haimeanus, Mytilicola intestinalis, i metacercaries de trematodes. També altres que
suposen un risc per a la produccid, com Marteilia refringens, Perkinsus mediterraneus i

P. olseni.

La preséncia de M. refringens és una greu amenaca, doncs produeix desordres
fisiologics que poden matar 1’hoste. Probablement, als anys 80, la desaparicié dels
bancs ostricoles va ser causada per aquesta malaltia. EIs musclos també son susceptibles

a la infeccid per M. refringens, pero son resistents a la malaltia.

L’any 2004, es va detectar una mortalitat al banc de la rossellona (Chamelea gallina) de
s’Arenal de Palma de Mallorca. Per detectar 1’espécie causant de la malaltia es va
recérrer a técniques histologiques, hibridacié in situ, PCR i PCR niada. La sequéncia
obtinguda a partir d’un bloc de parafina va mostrar un 99,1 % de similitud amb les M.
refringens tipus O. D’aquesta manera es va concloure que 1’agent etiologic era M.

refringens i posteriorment que la prevalenca era del 55,1%.

La ubicacid especifica de les cél-lules de Marteilia refringens en els teixits de la
rossellona es va determinar per hibridacié in situ, trobant totes les fases conegudes,
inclosa la d’esporulacid, el que demostra que el parasit completa la infeccio a la

rossellona.

Perkinsus mediterraneus infecta a una gran varietat de mol-luscs bivalves a I’arxipélag
balear: Ostrea edulis, Mimachlamys varia, Arca noae, Chamelea gallina, Pinna nobilis
I Venus verrucosa, sense mortalitats associades a aquest parasit. Perkinus olseni sols
s’ha detectat en V. verrucosa, pero en el present estudi no I’hem trobat. La recerca de
Perkinsus spp. s’ha realitzat mitjangant RFTM 1 la determinacio de 1’espécie per PCR-

RFLP i sequenciacio.

La prevalenca de P. mediterraneus ha estat semblant a la d’altres espécies de Perkinsus

i la dinamica de la seva infeccié es semblant a la de P. marinus en la badia de

17



Resum

Chesapeake, amb valors maxims de deteccid del parasit al setembre i octubre, després

del maxim estival de temperatura, i regressio de la infecci6 a I’hivern.

Hem trobat 12 haplotips de P. mediterraneus amb una elevada similitud genética. Les
diferencies es fan majors en incloure sequéncies procedents de la bases de dades del

GenBank, augmentant el nombre d’haplotips a 24.

Les analisis filogenétiques han detectat, en conjunt, tres grups diferents d’O. edulis de
Menorca, que es diferencien d’altres llinatges coespecifics. Les analisis recolzen aquesta
diferenciacio entre les poblacions de Menorca i Mallorca, la qual sembla, en bona part
deguda a D’aillament geografic del port de Mao6. Malgrat aixo, altres factors, com la
variabilitat ambiental, diferents localitats i dates de deteccio, la translocacié d’animals,

I’activitat humana, etc, poden tenir certa influéncia.

Al Mediterrani occidental es troben tres especies de Perkinsus. Malgrat que es coneix
que es produeixen co-infeccions a 1’escopinya gravada del port de Ma6 amb P. olseni i
P. mediterraneus, no hem trobat cap cas, ni tampoc bivalves afectats per P. chesapeaki,

especie que s'ha trobat al delta de I'Ebre.

A diferents mostreigs de C. gallina hem detectat la presencia de M. refringens i P.
mediterraneus. Encara que no hem trobat co-infeccid, aquesta no es pot descartar,
perqué els individus son molt joves i possiblement ambdoés patogens estiguin a fases
inicials d’infeccid.Tenint en compte que I’esporulacioé de M. refringens s’inicia quan la
temperatura de 1’aigua és de 17°C (mes de maig), que les zoospores de P. mediterraneus
apareixen més tard (setembre-octubre) i que les mortalitats es detecten al juny-juliol, és
més probable que la causa de la mortalitat sigui la marteiliosi.
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RESUMEN.

Una de las principales limitaciones a la que se enfrenta la produccion de moluscos
bivalvos es la prevencion y control de enfermedades, dispersadas, principalmente, por

movimiento de partidas.

En las Baleares, hemos encontrado parasitos de bivalvos poco patogénicos como
Bucephalus haimeanus, Mytilicola intestinalis y metacercarias de trematodos. También
otros que suponen un riesgo para la produccion, como Marteilia refringens, Perkinsus

mediterraneus y P. olseni.

La presencia de M. refringens es una grave amenaza, pues produce desordenes
fisiolégicos que pueden matar al huésped. Probablemente, en los afios 80, la
desaparicion de los bancos ostricolas fue causada por esta enfermedad. Los mejillones
también sén susceptibles a la infeccion por M. refringens, pero sén resistentes a la
enfermedad.

En 2004, se detecté una mortalidad en el banco de la chirla (Chamelea gallina) de
s’Arenal de Palma de Mallorca. Para detectar la especie causante de la enfermedad se
recurrid a técnicas histologicas, hibridacion in situ, PCR y PCR anidada. La secuencia
obtenida a partir de un bloque de parafina mostré un 99,1% de similitud con M.
refringens tipo O. De esta manera se concluyé que el agente etiolégico era M.

refringens y posteriormente, que la prevalencia era del 55,1%.

La ubicacién especifica de las células de Marteilia refringens en los tejidos de la chirla
se determino por hibridacion in situ, encontrando todas las fases conocidas, incluida la

de esporulacién, lo que demuestra que el parasito completa la infeccién en la chirla.

Perkinsus mediterraneus infecta a una gran variedad de moluscos bivalvos en el
archipiélago balear: Ostrea edulis, Mimachlamys varia, Arca noae, Chamelea gallina,
Pinna nobilis y Venus verrucosa, sin mortalidades asociadas a este parasito. Perkinsus
olseni sélo se ha detectado en V. verrucosa, pero en el presente estudio no lo hemos
encontrado. La busqueda de Perkinsus spp. se ha realizado mediante RFTM y la

determinacion de la especie por PCR-RFLP y secuenciacion.

La prevalencia de P. mediterraneus ha sido similar a la de otras especies de Perkinsus y

la dindmica de su infeccion es similar a la de P. marinus en la bahia de Chesapeake, con
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valores maximos de deteccion del parasito en septiembre y octubre, después del

maximo estival de temperatura, y regresion de la infeccion en invierno.

Hemos encontrado 12 haplotipos de P. mediterraneus con una elevada similitud
genética. Las diferencias se hacen mayores al incluir secuencias procedentes de la bases

de datos del GenBank, aumentando el numero de haplotipos a 24.

Los anélisis filogenéticos han detectado, en conjunto, tres grupos diferentes de O. edulis
de Menorca, que se diferencian de otros linajes coespecificos. Los analisis apoyan esta
diferenciacion entre las poblaciones de Menorca y Mallorca, la cual parece, en buena
parte debida al aislamiento geogréafico del puerto de Mahdn. Sin embargo, otros
factores, como la variabilidad ambiental, diferentes localidades y fechas de deteccién, la

translocacion de animales, la actividad humana, etc, pueden tener cierta influencia.

En el Mediterraneo occidental se encuentran tres especies de Perkinsus. Aunque se
conoce que se producen coinfecciones en la escupifia grabada del puerto de Mahon con
P. olseni y P. mediterraneus, no hemos encontrado ningln caso, ni tampoco bivalvos

afectados por P. chesapeaki, especie que se ha detectado en el delta del Ebro.

En diferentes muestreos de C. gallina hemos detectado la presencia de M. refringens y
P. mediterraneus. Aunque no hemos encontrado coinfeccidn, ésta no se puede descartar,
porque los individuos son muy jévenes y posiblemente ambos patdgenos estén en las
fases iniciales de infeccion. Teniendo en cuenta que la esporulaciéon de M. refringens se
inicia cuando la temperatura del agua es de 17°C (mes de mayo), que las zoosporas de
P. mediterraneus aparecen mas tarde (septiembre-octubre) y que la mortalidad se
detecta en junio-julio, lo mas probable es que la causa sea la marteiliosis.
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ABSTRACT.

One of the main issues in bivalve mollusc production is the prevention and control of

diseases, scattered mainly by stock movements.

In the Balearic Islands, we found low pathogenic bivalve parasites as Bucephalus
haimeanus, Mytilicola intestinalis and trematode metacercariae. Furthermore, we found
others that are a threat for their welfare, like Marteilia refringens, Perkinsus

mediterraneus and P. olseni.

M. refringens is a serious threat, because it causes physiological disorders that could kill
the host. Presumably, in the 80s, this disease was the agent of oyster banks die out.

Mussels are susceptible to the infection, but they are resistant to the disease.

Mass mortality was detected in 2004 at the striped Venus shell (Chamelea gallina) bed
in S’Arenal beach. We use histological techniques, in situ hybridization, PCR and
nested PCR to detect the disease agent. From a paraffin block we retrieved a sequence
which showed 99.1% similarity with M. refringens type O. Thus, it was concluded that
the aetiological agent was M. refringens. Subsequently, we found a prevalence of
55.1%.

Marteilia refringens specific location in striped Venus shell tissues was determined by
in situ hybridization. We observed all known stages, including sporulation, thus this
parasite could complete its vital cycle in C. gallina, and so striped Venus shell should
be considered as a new host of M. refringens.

A wide bivalve mollusc variety is infected by Perkinsus mediterraneus in Balearic
Islands: Ostrea edulis, Mimachlamys varia, Arca noae, Chamelea gallina, Pinna nobilis
and Venus verrucosa, but they are not killed by this parasite. Perkinsus olseni has only
been detected in V. verrucosa from Mahon harbour, although we have not detected it in
another bivalve species. Perkinsus spp. search was performed using RFTM and species

was established by PCR-RFLP and sequencing.

P. mediterraneus prevalence was similar to other Perkinsus species and their infection

dynamics is like P. marinus’ in Chesapeake Bay, with maximum detection values in
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September and October, after summer peak temperature with infection regression in

winter.

We have found 12 P. mediterraneus haplotypes, all of them sharing a high similarity.
Differences grow up when we added GenBank sequences. Then, the haplotype number
raised 24.

Three groups of O. edulis from Minorca were revealed by phylogenetic analyses which
are different from other co-specifics lineages. Analysis supported this differentiation
among populations from Minorca and Majorca. This differentiation could be due to
Mahon harbour geographic isolation. Nevertheless, another factors, such environmental
variability, different detection locations and dates, animal translocations, human

activity, etc., might also have some influence.

There are three Perkinsus species at the western Mediterranean. Although it is known
that co-infections between P. olseni and P. mediterraneus can happen in warty Venus
shell from Mahon harbour, we have not found any occurrence. Furthermore, we have

not detected infection by P. chesapeaki, although it has been found in the Ebro delta.

We have found out M. refringens and P. mediterraneus presence in different C. gallina
samples. Although coinfection has not been found, we cannot discard it, because
individuals are very young and perhaps both pathogens are in early infection stages.
Given that M. refringens sporulation starts when water temperature is 17°C (May), P.
mediterraneus zoospores appear later (September-October) and mortality is detected in

June-July, in this way, marteiliosis might be the candidate.
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Introduccié general

La produccié aquatica (pesca i aquicultura) mundial ha crescut de forma continua durant
les cinc ultimes décades a un ritme del 3,2% anual, superant el ritme de creixement de la
poblacié mundial que és de 1’1,6%. EI consum per capita mundial de productes aquatics
ha passat dels 9,9 kg per persona i any en 1960 a 19,2 kg el 2012. Aixo ha estat possible
gracies a la combinacié de creixement de la poblaci6 amb I’increment de renda
disponible, la facilitat per I'increment de la produccié de productes aquatics, les millores

en les técniques de conservacio del peix i uns canals de distribucié més eficients.

Els productes aquatics son actualment una de les més importants fonts de proteina
animal del mén, representant el 30% del total de la proteina consumida en els paisos en
vies de desenvolupament i el 15% a Europa i America del Nord (FAO 2012).

Les estimacions de la FAO apunten a que la produccié mundial de productes pesquers
podria superar els 160 milions de tones el 2013 (Fig. 1), amb un lleuger increment tant
de la pesca extractiva després d'un 2012 amb xifres negatives a causa del fenomen del
Nen, i un augment de la produccié aquicola de gairebé 4 milions de tones (+ 5,6%).
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Figura 1. La produccié aquicola mundial va superar els 180 milions de tones I'lany 2012, dels quals 92,4 corresponen
a la pesca extractiva i 90,4 a I'aquicultura (incloent algues) (segons FAO 2012).

Al mon, la produccié de 1’aqiiicultura gairebé representa el 50% de la produccio
aqlicola, a I'UE i a Espanya aquesta proporcié és menor, del 21,2% i 22,1%

respectivament.

De la mateixa manera que a la resta d’Europa, a Espanya es produeixen principalment
peixos i mol-luscs, sent les produccions d’algues, crustacis i cefalopodes testimonials

respecte de l'aqliicultura. Al conjunt de I’UE, la produccid de peix i de mol-luscs és del
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52,4% i 47,6% respectivament, mentre que a Espanya, la major part de la produccié de
I’aqiiicultura es basa als mol-luscs bivalves, que representen aproximadament el 84% de

la produccio (Fig. 2).

La produccié total d’aqiiicultura (peixos i mol-luscs, exceptuant les produccions
d’alevins i de llavors de mol-luscs) a Espanya 1’any 2012 va ser d’un total de 264.161 t,
segons MAGRAMA-JACUMAR. Aguesta produccié va tenir un valor en la seva

primera venda d’aproximadament 395 milions d’curos.

La importancia de I’aqiiicultura en la produccié de mol-luscs es pot comprovar tenint en
compte que aquesta va ser de 235.060 tones vers 1’extraccié de mol-luscs que va ser de
12.415 tones (MAGRAMA-JACUMAR). La principal especie produida va ser el
musclo (Mytilus galloprovincialis i M. edulis), amb una produccié de 231.754 tones,
amb un valor de primera venda de 107,8 milions d’euros, seguida de 1.756 tones
d'ostres (Ostrea edulis i Crassostrea gigas) amb un valor de 4,4 milions d’euros i 1.474
de copinyes (Ruditapes decussatus, R. philippinarum i Venerupis pullastra), amb un
valor de 15 milions d’euros (APROMAR 2014).

Aquicultura marina a Espanya 2012
‘ Altres 0,06%

Mol-luscs
84,22%

Figura 2. La produccié de I'aqiicultura espanyola va ser de 264.161 tones I'any 2012, de les quals més de 84%
corresponen als mol-luscs i practicament la resta a peixos (segons MAGRAMA-JACUMAR).

Respecte de la produccié per comunitats autonomes (Fig. 3), l'any 2012, Galicia
concentra el 85% de la produccidé espanyola, basada en el cultiu del musclo (Mytilus
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galloprovincialis), sequida per la comunitat Valenciana, Murcia, Andalusia i Canaries,
que produeixen principalment llop (Dicentrarchus labrax) i orades (Sparus aurata). No
obstant aixo, també es produeixen mol-luscs, principalment musclo a Catalunya (2.843
tones), Andalusia (1.116 tones), Valéncia (384 tones) i llles Balears (178 tones).

Valéncia

4,48% Aquicultura marina per CC.AA. 2012

Pais Basc
0,02%

Murcia
3,41% Galicia
Balears\ 85%

0,06%

Catalunya
1,77%

Cantabria
0,06%

Canaries
2,20%
Andalusia
2,65%

Figura 3. Distribucié de la produccié espanyola de I'aqiicultura marina en volum per CC.AA. durant 2012. No s’han
tingut en compte les produccions d’alevins ni de llavors de mol-luscs (segons MAGRAMA-JACUMAR).

L’evolucio de I’aqiiicultura a les Illes Balears ha passat d’estar basada en 1’engreix de
peixos a la produccio d’alevins, que son engreixats a altres comunitats autonomes. Per

aquest motiu, la producci6, a partir de 2009 és exclusivament de mol-luscs (Fig. 4).

La nostra comunitat autonoma presenta, respecte d’altres comunitats, una producci6 de
mol-luscs discreta, basada principalment en el cultiu de musclo (M. galloprovincialis),

amb una producci6 I’any 2014 de 112 tones.

Un dels principals reptes als quals s'enfronta la produccié de mol-luscs bivalves és la
prevencid i el control de les malalties. Tant els bancs naturals com els cultius extensius,
gue mantenen una baixa densitat d'organismes en el cultiu, sén menys susceptibles a les
malalties, encara que en ocasions es produeixen. Pero sobretot els cultius intensius, amb
elevades densitats d'organismes, que en principi estan orientats a generar un major
benefici econdomic, estan molt més exposats a l'aparicié i desenvolupament de diferents

malalties, com a consequéncia de I'augment en I'estres de I'animal i de la facilitat per a
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la transmissio de l'agent patogen. Es important limitar I'aparicié de les malalties o
controlar el seu desenvolupament en les explotacions aqguicoles, ja que de poc serveix
una especie de bon creixement o alt valor comercial si aquesta espécie es mor o

desenvolupa malformacions.

Aquicultura a les llles Balears
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Figura 4. Evolucié de I'aquicultura a les llles Balears. La produccié principal fins I'any 2008 va ser de peixos,
especialment orada (Sparus aurata) i posteriorment, llop (Dicentrarchus labrax). El tancament de centres d’engreix
de peixos i la millora de les muscleres en Mad, han fet que a partir de 2008, la produccié de I'aquicultura balear
sigui practicament de musclo, donat que els alevins de llop i orada que es produeixen s’engreixen a altres CC.AA.

En ocasions, aquestes malalties poden produir pérdues economiques recurrents, a causa
de condicions ambientals estacionals o la superacié d'un Ilindar d'estrés en els hostes.
Conéixer el desenvolupament de la malaltia, aixi com un rapid diagnostic de la mateixa
és vital en la produccié aqlicola. A partir d'un bon coneixement de I'epidemiologia es
pot preveure quins nivells de malaltia produiran una mortalitat 0 una minva en la
qualitat del producte. Per tant, mitjancant un seguiment de les malalties presents i la

seva intensitat es podra aconsellar la retirada immediata de la produccié de mol-luscs.

La identificacid i I’estudi del desenvolupament de la malaltia pot ajudar a controlar la
dispersio de la mateixa, limitant les pérdues degudes a mortalitat 0 morbiditat ja que en
determinades situacions, el desenvolupament d'una malaltia que no mata a I'noste pot
originar la pérdua de valor comercial del mateix com a consequéncia de les

malformacions produides.

Els mol-luscs, com tots els invertebrats disposen d’eines cel-lulars i moleculars per
reconeixer el material estrany i eliminar-lo. El sistema de defensa contra els patdgens
sembla restringit a una immunitat innata o natural (Medzhitov 2001). El sistema

immune dels mol-luscs esta localitzat preferentment a la hemolinfa, perqué n’és el medi

28



Introduccié general

ideal per mobilitzar-se i arribar on n’és necessari. Els mecanismes de defensa humoral
estan basats en proteines dissoltes a I’hemolinfa mentre que el component de la
immunitat cel-lular esta mediat per cel-lules sanguinies o hemocits (Feng 1988).
Agquests components ja son presents abans del contacte amb el patogen, i no
incrementen la seva preséncia després de la interaccio amb el mateix. La immunitat
innata no discrimina entre distints agents estranys encara que pot recongixer patrons
moleculars associats a patogens presents a la superficies de diferents microorganismes
(Medzhitov i Janeway 1997).

Per la manca d’immunitat adquirida o adaptativa no és possible dur a terme
immunitzacions mitjancant vacunes, i les estrategies utilitzades per superar les malalties

han estat:

 cria selectiva per obtenir individus resistents (Naciri-Graven et al. 1998, Culloty
et al. 2001, Tinajero et al. 2002, Ragone-Calvo et al. 2003a, Degremont 2011),

e canvis en les practiques generals de cria, com per exemple, cultiu en suspensid
(Lama i Montes 1993), menor densitat de sembra (Grizel et al. 1998, Cranfield
et al. 2005), sembres mixtes amb especies resistents (Grizel 1985, Carnegie i

Cochennec-Laureau 2004),
e sembres de llavors produides a vivers (hatcheries) (Conchas et al. 2003),
e repoblacié amb espécies resistents (Ragone Calvo et al. 2003a),

e quimioterapia (Calvo i Burreson 1994, Faisal et al. 1999, La Peyre et al. 2003,
Elandalloussi et al. 2005, Friedman et al. 2007, Rosenblum et al. 2008),

e desinfeccio de larves i llavors (Delaney et al. 2003).

Toti i aix0 que aquestes estrategies han permes reduir les pérdues en cap cas han
eradicat les malalties. A més s’han de tenir en compte que qualcuna d’aquestes
estratégies és viable a hatcheries, com 1’Gs de substancies quimioterapéutiques, pero no
és adequada pel medi natural. Daltres sén recomanables a determinats indrets on la
malaltia té una prevaleng¢a molt elevada, com ha estat el cas de 1’s de cria selectiva de
Crassostrea virginica tolerant a la infeccié per Perkinsus marinus a la badia de

Chesapeake.

De vegades, I'aparicio d'una malaltia en un cultiu és posterior a la importacio d'animals

procedents d'un altre lloc del mon, bé com a conseqliencia d'intents de restaurar un
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cultiu disminuit com a conseqliencia d'una malaltia o d'introduir una especie nova
d'elevat interés comercial i rapid creixement, que millori les caracteristiques biologiques
de les especies autoctones. Un clar exemple d’aquest ultim succés és la introduccié del
parasit Perkinsus olseni a les costes gallegues juntament amb exemplars d’escopinya
japonesa, Ruditapes phillipinarum, de valor comercial una mica menor que l'autoctona
escopinya fina, Ruditapes decussatus, per0 de major resisténcia i superior taxa de
creixement, o la introduccié del patogen Xenohaliotis californiensis mitjancant la

importacio de llavors d'orella de mar, Haliotis tuberculata, d’hatcheries irlandeses.

Les malalties dels mol-luscs bivalves poden estar causades per virus, bacteris, fongs,
protozous i metazous, essent els virus, possiblement el grup biologic menys estudiat en
la patologia de mol-luscs fins ara; més per les limitacions tecniques i la no existéncia de
linies cel-lulars estables de mol-luscs, que permetin la replicacio in vitro d'aquests

agents patogens, que per una resistencia dels mol-luscs bivalves a una infeccio virica.

En el cas de les malalties de mol-luscs bivalves causades per bacteris, aquestes sén
motivades principalment per lesions o altres formes d'estrés (Elston 1989). Generalment
son considerades de menor importancia que, per exemple, les causades per protozous.
La majoria de les malalties bacterianes en mol-luscs s'han descrit en estadis larvaris i
han estat associades amb altes mortalitats en vivers (Lauckner 1983). Una correcta
higiene de les instal-lacions pot ser el métode de control més eficac per eradicar les

malalties d'aquest tipus.

Respecte dels fongs, la majoria de les malalties de mol-luscs bivalves es limiten a
provocar malformacions en les valves dels mateixos. Els fongs tenen un paper important
en les xarxes trofiques dels ecosistemes com a degradadors dels substrats calcaris i de
vegades poden emprar com a aliment les petxines dels mol-luscs, tant vius com morts
(Lauckner 1983), provocant malformacions que limiten el seu valor comercial. Hi ha
diferents especies de fongs que poden créixer en les copinyes tant de mol-luscs morts
com vius, degradant la matéria organica i utilitzant els diferents components com a

elements nutritius (Cavaliere i Alberte 1970).

Els metazous, habitualment, no s6n causa de fortes mortalitats en mol-luscs, i en moltes
ocasions, si aquestes es produeixen, son derivades de la menor capacitat d'adaptacié del

mol-lusc parasitat als canvis ambientals.
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A Europa, la produccié d'ostra plana (O. edulis) va caure des dels anys 60 per les
successives epidemies de Marteilia refringens i Bonamia ostreae. La produccié total
d'ostra plana a Europa va passar de practicament 99.914 t en la primera meitat de la
decada dels 70, just abans que es presentés el problema de la marteiliasis, fins 38. 843 t.
en la segona meitat dels anys 90 (FAO Fisheries Department 2003). En quant a la
producci6 d’escopinyes a Europa, es pot apreciar una estabilitzacio en el creixement de
la produccio a la Peninsula Ibérica, que podria estar influenciada per la presencia del
patogen P. olseni associat a mortalitats d’escopinya llisa (Ruditapes decussatus) a
Portugal i Espanya a finals dels anys 80 (Gonzélez Herrero et al. 1987, Azevedo 1989).
Quant a la produccio6 europea de les dues principals espécies de musclo no s'ha vist, de
moment, afectada per cap mortalitat d'importancia, ja que si bé M. refringens esta

present en musclos cultivats, la seva presencia en agquesta especie no origina mortalitats.

Per altre banda, el marisqueig ha sofert a les Balears problemes greus, com les
mortalitats d’ostra (Ostrea edulis) els anys 80, la prohibicid de la captura de datil de mar
(Lithophaga lithophaga) per I’aplicaci6 de la directiva Habitats (Unié Europea 1992) i

I’exhauriment del banc de rossellona (Chamelea gallina) de la badia de Palma.

Com ja hem comentat abans, una de les principals limitacions de I'aquicultura és la
preséncia de malalties. La Uni6 Europea ha editat diverses Decisions i Directives,
I'dltima a I'any 2006 (Unié Europea 2006) que recopilen tota la informacio sobre aquest
tema, estableixen una normativa pel control d'aquestes malalties, i enumeren una serie
d'elles com de "declaracid obligatoria™ al territori de la Uni6é Europea (annex V Part I1),
entre les quals, Bonamia ostreae i Marteilia refringens (que afecten tant al musclo com
a l'ostra) i altres malalties absents en el territori Europeu (Annex V Part 1) entre les que
es troba Mikrocytos mackini (que afecta ostres a la costa Oest dels Estats Units),
Perkinsus marinus (que afecta ostres a la costa est de USA i Méxic) i Bonamia exitiosa
(que afecta ostres d'Australia i Nova Zelanda). Encara que, recentment, també s'ha
detectat, gracies a les tecniques moleculars, la preséncia d'aquests patogens considerats
fins al moment com "exotics" a Europa: Bonamia exitiosa a l'ostra plana (Ostrea edulis)
(Abollo et al. 2008, Carrasco et al. 2012) i de Mikrocytos mackini-like en escopinyes
(Ruditapes phillipinarum) a Galicia (Ramilo et al. 2014).

Agquesta normativa té en compte 1’evidencia de que la principal causa de dispersio de
patogens és el moviment d'estocs, tant de llavor per a cria, com la introduccio de noves

especies, i presenta una politica de zonificacio estricta basada en la presencia o abséncia
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d'aquestes malalties, que limita el flux comercial i condiciona les importacions i
exportacions. A meés obliga a inspeccions sanitaries i a la investigacié de mortalitats

andmales.

Per dur a terme el control i la vigilancia de les infeccions parasitaries en animals
aquatics en general, és imprescindible comptar amb tecniques de diagnostic apropiades
que permetin detectar i identificar els agents patogens de forma fiable i rapida.

Tradicionalment, en mol-luscs bivalves, s’han emprat técniques histologiques
(microscopia optica), per tal d'observar les estructures propies dels parasits en els teixits
de I'noste. Aquesta técnica permet a més coneixer els organs o teixits que es veuen
afectats i apreciar els danys associats a la malaltia. L'analisi histologic permet també
obtenir informacio sobre I'inici i desenvolupament de la infeccio i la deteccié de nous
patogens. No obstant aix0, aquesta metodologia exigeix la formacié d'observadors
experimentats i I'estudi previ de la histologia normal de I'noste. Fins i tot amb aquests
coneixements, alguns patogens son dificils de detectar en infeccions lleus o en fases que
no comporten lesions histologiques. Un altre desavantatge d'aquesta metodologia és la
manca d'especificitat, ja que la simple observacio del parasit, en moltes ocasions, no
permet la discriminacié i identificacio entre espécies relacionades en base Unicament a
les caracteristiques morfologiques. Finalment, sén técniques que consumeixen molt de

temps.

Com alternativa a la histologia, el cultiu del parasit pot ser atil quan es tracta
d’infeccions bacterianes, perd no tant pel que fa a protozous, que son els principals
causants de malalties a bivalves, perqué sols es poden cultivar algunes espécies de
Perkinsus, i a més, no permeten una classificacié taxonomica estricta i consumeixen

molt de temps.

A la decada dels 80, es varen comencar a utilitzar tecniques immunologiques mitjangant
I’Gs d’anticossos especifics, per a Bonamia ostreae (Rogier et al. 1991), Marteilia spp.
(Robledo et al. 1994a) o per Perkinsus olseni (Goggin et al. 1991), encara que tenen una
limitada utilitat, especialment per les diferéncies serologiques entre soques (Carnegie i

Cochennec-Laureau 2004).

Als 90 es van comencar a aplicar a I'estudi d'aquestes malalties, tecniques molt sensibles

de biologia molecular, com ara la hibridacié in situ, la reaccié en cadena de la
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polimerasa (PCR) i la seqiienciaci6 de I’ADN, principalment del gen 18S ribosomic i de

la regio ITS.

La PCR esta revolucionant el diagnostic, per la seva sensibilitat, especificitat i rapidesa,
encara que sols confirma la presencia del parasit a la mostra, sense aportar informacio
sobre la viabilitat del mateix. Malgrat aix0, el diagnostic mitjancant PCR facilita la
monitoritzacidé d’agents infecciosos en un elevat nombre de mostres i permet realitzar

analisis de variacio genética entre poblacions.

La hibridacié in situ és també una eina valuosa per al diagnostic, perd presenta
I’inconvenient de ser una técnica lenta. La combinacié d’aquestes tres técniques és la

metodologia més completa per al diagnostic de parasits de bivalves.

Les tecniques moleculars han permeés la deteccid de patdgens exotics que
tradicionalment es considerava que no es trobaven a Europa. La malaltia associada a
Bonamia exitiosa és responsable de mortalitats massives en I'Hemisferi sud (Nova
Zelanda) que afecta de manera natural a ostres (O. chilensis i O. Angasi). No obstant
aixo0, es va detectar la presencia d'aquest patogen en ostres, O. edulis, al setembre de
2007 (Abollo et al. 2008) per primera vegada a Europa. Durant la inspeccio histologica
de les ostres analitzades es podien observar dos tipus de microcél-lules: el tipus més
petit que mostrava el nucli en posicio periferica i un citoplasma molt escas corresponent
a B. ostreae i el tipus més gran que mostrava el nucli en posicié central, de vegades
subcentral pero rarament periferic, i major quantitat de citoplasma que el tipus anterior
corresponent a B. exitiosa. Aquestes diferéncies a nivell histologic de totes formes son
molt complicades de determinar i, per aixo, la forma de distingir entre les dues espécies
és dur a terme diferents tecniques de biologia molecular (PCR seguit d'una analisi de

restriccid i/o sequenciacio).

Els métodes tradicionals, com la histologia, sdn estatics i consumeixen temps pero, a
canvi ofereixen una visié de conjunt, permeten determinar la interaccié del patogen amb
I'noste i permet detectar-ne de nous. Les tecniques moleculars son rapides, especifiques
i sensibles perd necessiten ser validades per determinar l'existencia de falsos positius i

negatius i correlacionar els resultats amb els obtinguts amb les tecniques tradicionals.
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Objectius

OBJECTIU GENERAL.

Identificacid dels principals patogens que afecten als mol-luscs bivalves en les llles

Balears.

OBJECTIUS SECUNDARIS.

Per aconseguir aquest objectiu principal, s’han considerat els segiients objectius

secundaris:

1. Realitzaci6 d’una investigacid epidemioldogica mitjangant técniques

histologiques.
2. Deteccid de la presencia de Perkinsus spp. al port de Mao.

3. Investigacio de les causes de la desaparicio del banc natural de rossellones de la

badia de Palma.

4. Presencia de parasits com Marteilia spp. i Perkinsus ssp. mitjancant tecniques

histologiques i genetic-moleculars.
5. Distribucié de Perkinsus mediterraneus a les Illes Balears.

6. Filogénia de les diferents especies de Perkinsus.
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Obtencio de mol-luscs.

Es varen obtenir mostres d’escupinya gravada (Venus verrucosa), ostra (Ostrea edulis),
musclo  (Mitylus galloprovincialis), rossellona (Chamelea gallina), romera
(Mimachlamys varia), nacra (Pinna nobilis), datil de mar (Lithophaga lithophaga) i peu
de cabrit (Arca noae) de 8 diferents localitats del litoral de les Illes Balears (Fig. 5). La
nacra €s una espécie protegida i les mostres es van obtenir amb un permis especial de la

Conselleria de Medi Ambient, Agricultura i Pesca.

Majorca
4 Palma

ok
2
%
%

oy

ag:%ormentera

Figura 5. Localitats on es van recollir mostres de mol-luscs bivalves. 1 Port de Mad, 2 Badia de Fornells, 3 Port
d’Andratx, 4 Palmanova, 5 Porto Cristo, 6 Freus de Formentera, 7 s’Arenal, 8 Cabrera.

A totes les mostres es va determinar el pes de cada individu, amb una bascula de
precisié de 0,01 g i la talla maxima, amb un peu de rei amb una precisié d’una décima
de mil-limetre (Fig. 7 i 8).

En el cas de les mostres adrecades a la deteccio de les diferents especies de Perkinsus,
una de les branquies es va extraure per realitzar I’analisi RFTM 1 I’altre branquia es va
conservar en 95 % (v/v) d'etanol per a I'extraccié de I'ADN i analisi mitjancant PCR. La
resta del cos es va conservar per a I’examen histologic. En el cas de Chamelea gallina,

els individus eren molt petits, i per aquesta rad, una quarta part del cos es va emprar per
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a I’analisi RFTM, Daltre quart per a ’extracci6 d’ADN 1 la resta per a examen

histologic.
Biocenosi i estudi biologic del banc de rossellona.

Des de Iinici del seguiment es van establir mostreigs mitjancant pesques
d’arrossegament amb rastrell i posteriorment amb bussejadors que prenien de 10 a 20
mostres (recollint tota la fauna bentonica) delimitades per quadres de 50 x 50cm (0,25

m?) col-locats directament damunt el fons.

Aquests mostreigs es feien a tres zones: C.N. s’Arenal (39° 30’ 336N — 2° 44° 440E),
zona de Les Meravelles (39° 30° 083N —2° 44’ 172E) i zona de les Fontanelles (39° 31°
365N —2°43” 496).

Al 1999, es va descobrir que el banc tenia una extensid superior. Per aguest motiu, es va
incrementar el nombre de zones del banc a 5, que estan representats a la Fig. 6, amb 5
estacions de mostreig. Les zones 2, 3 i 4 coincideixen respectivament amb la zona de les

Fontanelles, zona de les Maravelles i zona del C.N. s’ Arenal.
Aguest banc es mostrejava durant tot I'any seguint I'esquema seguent:

Censos trimestrals. A cada zona existia una estacié de mostratge. Els censos, efectuats
per bussejadors consistiren en I’extracci6 manual i registre de tota la fauna
macroscopica en un quadre de 0,25 m?, del qual es feren 20 répliques (5m?) per zona,
excepte des de 1997 a 1999 per motius logistics de la D.G. de Pesca i Medi Mari.
També s’anota la preséncia d’espécies observades durant 1’extracci6. Les dades que es

determinaren son: espécie, talla maxima i pes de cada individu (Fig. 7 i 8).

Pesques d’arrossegament. Al setembre s’efectuaren pesques amb embarcacions

professionals, emprant rastrells reglamentaris (Unié Europea 1984).

......

d’arrossegament, nombre de rastrells i mida de la boca, especies presents, talla maxima
(o longitud de I’eix antero-posterior, longitud maxima o diametre maxim), altura, gruixa
(mitjangant calibre amb una precisio d’una decima de mil-limetre) i pes de cada
individu d’una mostra de 500 g de rossellona (en el cas que s’hagués obtingut una

quantitat menor, es mostrejava tota la pesca) (Fig. 7 i 8).
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e 53 Galera

Figura 6. Divisio del banc de rosellona de s’Arenal en cinc zones per tal de realitzar els mostreigs establerts al pla de
seguiment del banc de rossellona. A cada una de les zones es realitzen el mes de setembre 3 operacions de pesca
amb rastrell amb el “Pedag” de la Direccié General de Pesca i Medi Mari amb embarcacions professionals. A cada
operacié de pesca s’anoten el temps de pesca efectiva i el punt inicial i final. A més, cada trimestre es realitzaven
censos amb bussejadors, que prenien de 10 a 20 mostres (recollint tota la fauna bentonica) delimitades per quadres
de 50 x 50 cm (0,25 m?) col-locats directament damunt el fons. Els punts de mostratge son els que se representen
amb un punt vermell.

En tots els casos se determinen les especies segons les claus d'identificacié (Rield 1986,
Fisher et al. 1987, Poppe i Goto 1991, 1993, Falciae i Minervini 1995, Zenetos et al.
2003).
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Figura 8. Presa de dades biométriques: a: Gruixa, b, Talla maxima, c, Altura, d Pes

Analisis histopatologic.
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Figura 9. Anatomia de (A) ostra, (B) romera, (C) musclo i (D) rossellona. Les dues linies paral-leles mostren on s’ha de
realitzar el tall per a les mostres histologiques (Howard i Smith 2004).

Els cossos dels mol-luscs obtinguts varen ser fixat en formol tamponat al 10% durant

una setmana. Una secci6 longitudinal d'aproximadament 5 mm de gruix es va tallar de
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la part mitjana del cos incloent mantell, gonades, glandula digestiva, ronyo i peu. El tall
es va fer segons Howard i Smith (2004) (Fig. 9). Aquestes seccions es van deshidratar
en séries d’etanol, embegudes en paraplast i tallats a 4 micres. La preparacié histologica
es va tenyir amb hematoxilina eosina de Harris i es va examinar sota microscopi optic
(Audemard et al. 2002).

Extraccio d’ADN de les mostres.

Per a la deteccié de Marteilia refringens, I’ADN genomic fou obtingut a partir de 20
talls de 5 um de cada un dels blocs de paraplast de rossellones infectades. Els talls foren
introduits cada un a un tub de microcentrifuga i es varen desparafinar de la manera
segiient: Es va afegir 1 ml d’aigua estéril ultra pura als talls, es van agitar mitjangant
vortex i es van incubar durant una nit a 60°C. Després de centrifugar a 5000g durant 5
minuts, s’elimina la paraplast solida de la capa superior i es va repetir el procediment
amb un periode d’incubaci6 a 65°C més curt (2 hores). El pellet es va processar com si
fos un teixit, emprant High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) d’acord amb
les instruccions del fabricant.

Per a la detecci6 de M. refringens en rossellones conservades congelades, de mostreigs
posteriors i per a la deteccio de Perkinsus spp., les extraccions d'’ADN dels teixits es van
realitzar mitjancant el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) d'acord amb les
instruccions del fabricant. La qualitat i quantitat d’/ADN es va comprovar mitjangcant un
espectrofotometre Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc).

Deteccio dels patogens: PCR i PCR niada.

Per a la deteccié de Marteilia refringens, les sequéncies i localitzacié dels encebadors
emprats per la primera PCR i la PCR niada es mostren a la Taula 1 i Fig. 10. Ambdues
PCR es feren en un volum final de 50 pl emprant 100 ng de cada encebador (MT-1 i
MT-2 per la primera PCR i MT-1B i MT-2B per la PCR niada) i Ready-to-go PCR
beads (Amersham Biosciences), seguint les recomanacions del fabricant. S’empraren
diferents quantitats de I’ADN extret en la primera amplificacié (100 ng a 200 pg). Les
condicions d’amplificacié varen ser: 94°C durant 5 minuts, 30 cicles de 94°C durant un
minut, 55°C durant 1 minut i 72°C durant 1 minut i finalment 10 minuts a 72°C. Per a la

PCR niada, les condicions d’amplificacio varen ser: 94°C durant 5 minuts, 25 cicles de
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94°C durant 30 segons, 60°C durant 30 segons i 72°C durant 30 segons i finalment 5
minuts a 72°C. En cada PCR (primera i niada) s’empraren controls negatius: aigua
esteril i ADN genomic de Chamelea gallina no infectada (comprovat per técniques

histologiques i per analisi de PCR).

Taula 1. Descripcid dels encebadors i dels seus usos.

-

Encebador Segqiiéncia (5’->3’) Us Mida(bp) Referéencia

MT-1 GCCAAAGACACGCCTCTAC Primera PCR, Lopez-Flores

MT-2 AGCCTTGATCACACGCTTT

MT-1B CGCCACTACGACCGTAGCCT bR niada, sintesis . Lc')p(/ez-FIores

il tal. 2004.

MT-2B CGATCGAGTAAGTGCATGCA  sonda ISH Marteilia eta

ss2 CCGGTGCCAGGTATATCTCG  sintesis sondalsH . Le Roux et al.

SAS1 TTCGGGTGGTCTTGAAAGGC ~Marteilia 799

ITS4 CCGCACACGTTCTTCACTCC Le Roux et al.
Cribat Marteilia 412 2001

ITS5 CTCGCGAGTTTCGACAGACG

PerkiTS85 CCGCTTTGTTTGGA/CTCCC Abollo et al.
Detecci6 Perkinsus 643 2006

PerkiTS750 ACATCAGGCCTTCTAATGATG

En el cas de rossellones obtingudes a mostreigs posteriors, les PCR es feren en un
volum de 20 ul que contenia 1 pl d'ADN genomic (40-50 ng), 10 ul de Taq Kapa Ready
Mix ADN polimerasa (KapaBiosystems), 0,8 pl (20 mM) de cada encebador (ITS4 i
ITSS5) 1 aigua per completar el volum final. Les condicions d’amplificacié varen ser:
94°C durant 5 minuts, 30 cicles de 94°C durant un minut, 55°C durant 1 minut i 72°C
durant 1 minut i finalment 10 minuts a 72°C. Les reaccions d’amplificacio es van dur a
terme en un termociclador de gradient Multigene (Labnet). Com a controls negatius es
varen emprar aigua destil-lada i ADN genomic de C. gallina no infectada. Com a
controls positius es va emprar ADN del ITS de Marteilia refringens tipus O i tipus M,
proporcionat pel LNREMB (laboratori Nacional de Referencia de Malalties de

Mol-luscs Bivalves).

Per a la deteccid de Perkinsus spp., les seqiiéncies i localitzacié dels encebadors
emprats per la PCR es mostren a la Taula 1 i Fig. 10. Es va amplificar la regi¢ ITS del
gen d'ARN ribosomic (ARNr) (incloent ITS1, 5.8S i ITS2) a partir de I'ADN aillat
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mitjangant amplificacié per PCR utilitzant els encebadors especifics de la regid ITS de
Perkinsus (Casas et al. 2002b, 2004).

perkiTS85 perkITS750 MT-1 MT-2
-«
B3 bp MT-1B MT-2B
358 bp

Figura 10. Representacio esquematica del complex génic del RNA ribosomal, que conté els gens que codifiquen
rRNA i les regions espaiadores. Es mostren les localitzacions dels encebadors emprats.

Les reaccions de PCR es van realitzar en un volum total de 20 pl que contenia 1 pl
d’ADN genomic (80 ng), 10 ul de Tag Kapa Ready Mix DNA polimerase
(KapaBiosystems), 0,8 ul (20 mM) de cada encebador i aigua per completar el volum
final en un termociclador de gradient Multigene (Labnet).

Les condicions d’amplificacio per la regié ITS de Perkinsus va ser: 94°C durant 5
minuts, 35 cicles de 94°C durant 45 s, 55°C durant 45 s i 72°C durant 1 min, seguit per
72°C durant 10 min. Un control negatiu i un control positiu (ADN d'una ostra infectada

amb P. mediterraneus del port d’Andratx) es van incloure a totes les reaccions de PCR.

Els productes de la PCR foren visualitzats després d’electroforesi en gel d’agarosa al
1% 0 2% amb tampd TAE i amb bromur d’etidi al 1% (p/v) o amb GelRed Nucleic Acid

Gel Stain (Biotium) mitjancant llum ultraviolada.
Seqiienciacio.
Marteilia refringens: Tres fragments de 1’amplificacié a partir de les extraccions de les

mostres en paraplast, van ser extrets del gel i purificats emprant GFX™ PCR-ADN i
Gel Band Purification kit (Amersham Biosciences).
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Perkinsus spp.: Els fragments positius extrets del gels varen ser purificats emprant
Nucleospin Extract Il PCR clean-up Gel extraction (Macherey-Nagel).

En ambdos casos, les sequéncies es van obtenir emprant un ABI Prism Dye Terminator
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), usant el Big Dye
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) i un ABI Prism 3130XL.

Comparacio de les seqiiéncies purificades de bivalves. Analisi filogenéetic.

Marteilia refringens: Per avaluar I’afinitat genética de les seqiiéncies obtingudes del
rADN IGS de Marteilia refringens se descarregaren del GenBank sequéncies de treballs

previs i s’empraren en un analisi comparatiu.

Els nombres d’accés de les seqiiéncies es presenten a la Taula 2.

Taula 2. Sequeéncies incloses a les analisis filogenétiques.

Hoste Nombre de seqliencia
Ostrea edulis AJ629352-A1629356
M. galloprovincialis AJ629357-AJ629376
AM748042
AM748043
S. marginatus AM748037-AM748041

Es va realitzar un alineament mdltiple de sequéncies mitjancant el paquet ADN del
programari MegAlign (Lasergene). La variabilitat de les seqiiéncies dins i entre espécies
hostes va ser calculada amb el model matricial de distancies de dos parametres de
Kimura (Kimura 1980) usant el paquet MEGA (Kumar et al. 2004).

Perkinsus spp.: Per determinar la filiacié taxonomica dels Perkinsus spp. aillats dels
bivalves, les seqiiencies obtingudes van ser analitzades utilitzant I'eina basica de cerca
local d'alineacié (BLAST), del Centre Nacional d'Informacié Biotecnologica (NCBI) i
es van alinear juntament amb les sequiéencies disponibles per Perkinsus spp. a la base de
dades GenBank utilitzant I'algoritme CLUSTAL-W (Thompson et al. 1994) del paquet
de programari BioEdit 7.1.3.0 (Hall 1999). El nombre d’haplotips i la diversitat

nucleotidica es van calcular utilitzant el programari DnaSP 5 (Librado i Rozas 2009).
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A les analisis filogenetiques es van incloure les sequéncies obtingudes de GenBank
(N=53, Taula 3).

Taula 3. Sequencies incloses a les analisis filogenétiques.

P. marinus P. olseni
AY295184 AF140295
Espanya

U07700 USA  Crassostrea virginica AF369969 Ruditapes
DQ370474 U07697 Australia decussatus
JQ266236 AF509333 Portugal

Mexic C . teziensi
10266240 exic Crassostrea corteziensis DQ194979 Japd
JX144357  Brasil Crassostrea rhizophorae F1481986 Espanya Ruditapes

philippinarum
P. mediterraneus AF473840 Corea
DQ370482 u07701 Australia Haliotis laevigata
B EF204081 Nova Astrovenus

DQ370492 EU293848 Zelanda  stuthbury

Espanya Ostrea edulis
AYA487834 P. honshuensis

- DQ516696
AY487843 DQ516697
P. qugwadi DQ516698 Japé R“‘.jf' ta;? es
philippinarum
AF151528 Canada Patinopecten yessoensis DQ516700
P. beihaiensis DQ516702
EU068080 P. chesapeaki
EU068083 AF102171
Crassostrea

EU068090 i AY305326

Xina hongkongensis USA Macoma
EU068095 AY876302 balthica
EU068107 DQ370504

Els arbres filogenctics van ser arrelats respecte a la seqiiéncia d’un dinoflagelat,
Dinophysis sacculus (AY040583), perqué les dades moleculars donen suport a una
estreta afinitat entre els dinoflagel-lats i les especies del filum Perkinsus (Reece et al.
1997, Siddall et al. 1997, de la Herran et al. 2000, Murrell et al. 2002, Saldarriaga et al.
2003).

L'arbre filogenetic basat en el métode estadistic Neigbor—Joining (NJ) es va realitzar
utilitzant el programari MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011) amb 10.000 replicacions de
bootstrap i valor de tall per a I'arbre de consens del 60%.

La distancia genética corresponent al nombre de substitucions de bases per lloc, fent la
mitjana de totes els parells de sequiéncies es va calcular utilitzant el model de Tajima-
Nei (Tajima i Nei 1984) dins el programari MEGA v 5.05.
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Es va realitzar també la inferéncia bayesiana, mitjancant el programari MrBayes versid
3.2 (Huelsenbeck et al. 2001) d'acord amb el model de millor ajustament i parametres
obtinguts amb jModelTest v 2.1.4 (Darriba et al. 2012) .

Una xarxa de parsimonia estadistica (amb un limit de connexio del 95%) es va construir
utilitzant les sequéncies ITS de tots els P. mediterraneus mitjancant el programa TCS
v.1.21 (Clement et al. 2000), per tal d'examinar les relacions entre les sequéncies.

L’Analisi de la Variancia Molecular (AMOVA) es va realitzar usant el programari

Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 2010) agrupant els haplotips per illes.

Analisi de restriccio.

Una vegada coneguda la seqiiéncia i amb finalitat de poder realitzar el diagnostic d’una
forma més rapida, la determinacié de I’especie de Perkinsus que infecta al mol-lusc es
va realitzar mitjancant PCR-RFLP (Abollo et al. 2006) (Fig. 11).

Rsal digestion
|
Pattern 1 Pattern 2 Pattern 3
248, 195, 157, 74 bp | 205-204-7195,6Thp | | 473, 193, 74/ 406, 193, 74bp |
P. chesapeaki P. marinus P.olseni/P. mediterraneus
| Additional Hinf I digestion |
1
v v
Pattern 1 Pattern 2
363, 160-150bp | 792-179, 162-149bp |
P. olseni P. mediterraneus

350 350—
200 200—
100 100—
(A) (B)

Figura 11. Clau taxonomica generada mitjangant digestido amb endonucleases de restriccid per a la discriminacié de
les diferents espeécies de Perkinsus. (A) Patrons de RFLP dels productes de PCR després de la digestiéo amb Rsal (A) i
Hinfl (B) de diferents espeécies de Perkinsus. Linea 1: P. chesapeaki; 2, P. marinus; 3, P. olseni; 4, P. mediterraneus;
M, marcador molecular de 50 bp, segons Abollo et al. 2006.

50



Materials i metodes

L'analisi de restriccio es va dur a terme en dues passes. La primera, en un volum final de
20 pl que contenia 10 ul del producte de la PCR (ADN obtingut en I’amplificacié de
I’ITS), 2 pl de tampo d'enzim, 1 pl d'enzim de restriccié (Rsal, Promega) i 7 pl d'aigua
destil-lada esterilitzada. En la segona reaccio, es va utilitzar 10 pl de la reaccio anterior,
2 pl de tampd denzim, 1 pl d'enzim de restriccio (Hinfl, Promega) i 7 pl d'aigua
destil-lada esterilitzada. Les reaccions de digestié es van dur a terme durant 2 h a 37°C

amb posterior inactivacio de 1’enzim a 65°C durant 20 minuts.

Per visualitzar els productes de la PCR i els patrons de restriccio, aliquotes de 4 ul dels
productes de la PCR i 4 pul de les mostres digerides es barregen amb 1 pl de tamp6 de
carrega i van ser sotmeses a electroforesi en un gel d'agarosa al 2% (agarosa Tipus | PB
estandard) amb GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) a 100 V durant 25 a 30
minuts. Un marcador de pes molecular (Roche marcador de pes molecular XIII o
Norgen MiniSizer 50 pb ADN Ladder) es va incloure. Tots els productes de la PCR i

restriccions es van visualitzar sota llum UV.

Hibridacio in situ per a Marteilia refringens.

La sonda per a M. refringens es va generar mitjancant els encebadors MT-1B i MT-2B
(L6pez-Flores et al. 2004), de 358 pb de longitud, que es correspon amb el centre de la
regié del fragment amplificat amb els encebadors IGS MT-1 i MT 2. La sonda va ser
marcada amb digoxigenina per PCR usant el kit PCR DIG probe synthesis (Boehringer
Mannheim) d'acord amb les instruccions del fabricant, i utilitzant ADN de M. refringens
purificat d’O. edulis com diana per a la reaccido d’amplificacio. Els encebadors SS2 i
SAS1 foren emprats per a la sintesi de la sonda Smart2, localitzada al gen ribosomal
18S del parasit, genéric per a les especies paramixees, com descriu Kleeman et al.

2002a. (Veure Taula 1 i Fig. 10 per a la seqtiéncia i localitzacio6 dels encebadors).

Es varen fer talls en série, de 4 um de grossor, de les mostres incloses en paraplast i es
varen col-locar en portaobjectes recoberts amb aminoalquilsila (SIGMA) i es varen
incubar durant 30 minuts a 65°C. Les seccions es van desparafinar amb Isoparaffin H
(Panreac), rehidratades en una serie d'etanol i, a continuacid, es va tractar amb 50 pg/ml
de proteinasa K en tamp6 PBS a 37°C durant 25 min en una cambra humida. La
proteolisi es va aturar mitjancant la incubacié dels portaobjectes en un tampd PBS que

contenia 0,2% de glicina (v/v) durant 5 minuts a temperatura ambient. Després es va
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equilibrar dues vegades en tamp6 SSC 2x a temperatura ambient. Posteriorment, cada
mostra es va prehibridar en 100 ml de tamp6 de prehibridacié (50% formamida, 4x
SSC, 5x solucié de Denhardt, 500 pg/ml d’ARNt de llevat, 250 mg/ml d’esperma de

salmd) en una cambra humida durant 1 hora a 42°C.

A continuacio, el tampd de prehibridacié es va substituir per 60 ml de tampd
d'hibridaci6 (tamp6 de prehibridacié al qual se ’ha afegit 5 ng/ml de la sonda marcada
amb digoxigenina). L’ADN es va desnaturalitzar a 95°C durant 15 minuts i es va
refredar a 0°C durant 1 minut abans de la incubacio durant tota la nit en una cambra
humida a 42°C. Després de la hibridacio, les seccions es van rentar dues vegades durant
5 minuts a temperatura ambient amb SSC 2x i SSC 1 x i dues vegades durant 10 minuts
a 37°C amb SSC 0,5x. La deteccié de la sonda marcada amb digoxigenina va ser duta a
terme seguint les instruccions del fabricant per al metode colorimetric (NBT/BCIP DIG
Detection Kit, Roche). Aixi, es van rentar breument les seccions amb tampé de rentat
(0,1 M acid maléic, 0,5 NaCl, 0,3% Tween20, pH 7,5), a continuacio es van incubar 30
minuts amb la solucié bloquejant i posteriorment es van incubar altres 30 minuts amb la
solucio anticos antidigoxigenina-AP (1:5000). Seguidament es van rentar dues vegades
en tampo de rentat, es van equilibrar en tampé de detecci6 (0,1 Tris-Hcl, 0,1 M NacCl,
pH 9,5) i finalment es van incubar les seccions en NBT/BCIP durant 1 hora en

obscuritat.

La reaccié colorimetrica es va aturar amb aigua bidestilada i posteriorment es va

procedir al contrast amb Bismarck Brown.

Es van incloure en I’analisi, com a "control negatiu", mostres incubades sense la sonda
marcada amb digoxigenina en el buffer d’hibridacié i com a "control negatiu in situ",
teixit de glandula digestiva de Saccostrea commercialis infectada amb Marteilia
sydneyi. Els "controls positius" consistien en teixit de la glandula digestiva d’Ostrea
edulis infectat amb Marteilia refringens i com a "control positiu in situ”, teixit de
glandula digestiva de Saccostrea commercialis infectada amb Marteilia sydneyi incubat

amb la sonda Smart2.

Assaigs RFTM per a Perkinsus spp.

L'altra peca de les branquies o la quarta part de tot el cos de Chamalea gallina es van

incubar individualment en RFTM (Ray 1966a) suplementat amb cloramfenicol i
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nistatina durant una setmana a temperatura ambient en foscor per induir la

transformacio dels trofozoits del parasit en prezooporangis de Perkinsus.

A continuacid, les branquies o el cos es van triturar parcialment en un portaobjectes
amb un bisturi, es van tenyir amb solucié de Lugol i s'observaren al microscopi optic
per estimar la intensitat de la infeccio per Perkinsus spp., d'acord amb la seguent escala
(Ray 1954, modificat en Andrews i Hewatt 1957):

¢ Infeccié nul-la (0): no es detecten hipnospores de Perkinsus spp. en tot el

portaobjectes (40x) .

* Infeccié molt lleugera (1): d’una a deu hipnospores de Perkinsus spp. observades

en tot el portaobjectes (40x).

* Infeccio lleugera (2): almenys 1 hipnospora de Perkinsus spp. observades en

cadascun de 10 camps aleatoris per tota la preparacio (40x) .

* Infeccio moderada (3): almenys 10 hipnospores de Perkinsus spp. observades en

cadascun de 10 camps aleatoris (40x), escampats per tota la preparacio.

* Infeccid intensa (4): almenys 10 hipnospores de Perkinsus spp. observades en

cadascun de 10 camps aleatoris (100x), repartits per tota la preparacio.

* Infeccid molt intensa (5): almenys 50 hipnospores de Perkinsus spp. observades

en cadascun dels 10 camps aleatoris (100x), repartits per tota la preparacio .

La prevalenca de Perkinsus spp. es va calcular com el percentatge d'individus
infectats en cada mostra. La intensitat mitjana (grau d'infeccid) es va calcular com
la intensitat mitjana entre els bivalves infectades de cada mostra (Andrews i Hewatt
1957).

Determinacio mortalitat de Mimachlamys varia.

Es varen realitzar dues experiéncies controlades d’engreix en tancs troncoconics de 400
litres. Les condicions comunes foren: renovacié aigua de mar esteril, 10 I/h; alimentacid
amb fitoplancton liofilitzat (0,2 gr/dia d’una mescla de Nanochlopsis gaditana i
Tetraselmis chui, Fitoplancton Marino, S.L., dues vegades al dia); 100 individus per

tanc i 40 dies d’engreix (Fig. 12).
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La primera prova va consistir en fer un engreix en 5 tancs, la temperatura dels quals
s’incrementava 3°C entre tancs (estrés térmic), mitjancant resistencies d’aquariofilia de
150W i evitant que els individus introduissin una valva entre les valves d’un altre
(interferencies). Les interferencies es produeixen perque M. varia pot fer moviments

natatoris obrint i tancant les valves, especialment quan s6n molestades.

La segona va consistir en una prova d’interferéncia. Per a la qual cosa, es va retirar la
reixeta del fons del tanc, fet que afavoria que les romeres s’agrupassin al conus del tanc
i introduissin la vora d’una valva entre les valves d’altre romera, dins a tres tancs a

temperatura ambient.

Figura 12. Tancs troncoconics del LIMIA durant les experiencies d’engreix de romera i detall de romeres durant la
prova de calor.
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INTRODUCCIO.

L’activitat marisquera a les Illes Balears ¢s molt antiga, i ja els primers pobladors
recollien marisc com a complement de la dieta (Ayuso 1996). També hi ha evidencies a
Pollentia de la pesca d’Hexaplex trunculus (una especie de gasteropode mari) per la

produccid de tint parpura per comerciar amb Roma (Oliver 2015).

La zona mes important pel que fa al marisqueig i al cultiu de mol-luscs a les illes
Balears és el port de Mad, per les seves especials condicions ecologiques. Al port de
Mad, el marisqueig era una activitat professional ben establerta als segles XVIII i X1X
(Grau 1989). S’extreien ostres (J. Ramis 1814, citat per Grau 1989), peus de cabrit,
corns, diverses escopinyes i pectinids, generalment a peu o en bot amb ostieres. El datil
de mar (Lithophaga lithophaga), espécie molt apreciada, es capturava traient pedres a
terra, on es rompien per extreure-los (J. Vargas Ponce 1787, citat per Grau 1989).
L’Arxiduc Lluis Salvador de Habsburgo descriu per primera vegada el marisqueig de
I’escopinya gravada (Venus verrucosa) iniciat per la manca d’ostres, probablement com

a consequiencia de la sobrepesca i de malalties desconegudes (Habsburgo 1897).

A finals del segle XIX, devers I’any 1868, es van iniciar els cultius de mol-luscs. Els
intents de cultivar ostres van fracasar, tenint exit el cultiu d’escopinyes gravades (Venus
verrucosa), I’any 1890. A principi del segle XX (1926), es van iniciar els cultius de
musclos 1 a ’any 1940 ja hi havia 10 muscleres. En aquests anys es van notar els efectes
progressius de 1’embrutiment de les aigilies del port i I’any 1970 es va haver de prohibir
la captura de marisc del port de Mad (Grau 1989).

La millora de les condicions higiéniques permeteren I’any 1981 reiniciar les practiques
marisqueres, amb la reintroduccié del cultiu d’ostra, el cultiu de la qual va tenir bons
resultats durant uns anys, pero posteriorment va sofert un declivi, sent abandonat i
substituit pel cultiu d’escupinya gravada. També es va reintroduir el cultiu de musclo en
musclera, activitat que és la base de la produccié de mol-luscs del port de Mad en

I’actualitat.

A dia d’avui, les espécies que es cultiven son el musclo i I’escupinya gravada. El
marisqueig es basa en la recollida de llavor d’escupinya gravada per a l’engreix
(gravadd), ostra, bogamari (Paracentrotus lividus), ortiga (Anemonia sulcata) i cornets

(Hexaplex trunculus i Murex brandaris). Les produccions es mostren a la Taula 4.
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Taula 4. Produccié de marisqueig i aquicultura de mol-luscs a les llles Balears des de 1998 a 2014, en tones.

Any Marisqueig Aquicultura
Rossellona Ostra ':2;:: Bogamari Cornets E::og;;ilr;zta Esclc;i;;ianya Musclo EZ::\?;zga
1998 40,5 0,02 1,4 0,03 28 1,5
1999 41,8 0,01 2,8 0,09 0,5 26 3
2000 30,4 0,11 2,2 0,2 1,3 30 2,7
2001 23,4 0,5 1,3 0,06 1,5 0,06 43,7 0,8
2002 5,4 0,02 05 0,06 46 1
2003 0,01 0,3 1,5 1 49,4 2
2004 0,06 1,2 1,8 1,4 49,8 1,5
2005 0,02 0,03 0,9 0,6 67 1,4
2006 0,02 1,4 0,6 77,8 4,3
2007 0,1 1,8 44,4 0,6
2008 0,05 2,4 1 0,5 78 1,5
2009 0,1 0,1 0,1 6,8 0,3 113 0,7
2010 0,2 2,7 18,1 0,3 149 1
2011 175 1,2
2012 0,06 1,5 0,2 178 0,6
2013 0,2 1,3 0,4 0,03 130 0,8
2014 0,1 2,3 0,02 112 0,5

Pel que fa a la resta de les Balears, no queden mariscadors en actiu. La causa va ser la
prohibici6 de la recol-leccid del datil de mar arrel de ’entrada en vigor de la Directiva
Habitat (Unié Europea 1992), que protegeix estrictament aquesta especie (annex V).
L’altre activitat marisquera existent va ser la captura de rossellona des d’embarcacio,
que ha desaparegut per 1’exhauriment del banc natural de rossellona a la badia de
Palma, que es tracta en el Capitol II.

Durant els anys 80 es va produir una deplecio de les poblacions d’ostra plana (O. edulis)
i d’ostra vermella (Spondylus gaederopus), la causa de la qual es creu que va ser la
infeccio per Marteilia refringens. De fet, I’ordre del Conseller d’Agricultura i Pesca de
dia 22 de gener de 1987, per la qual es regula la recollida de mariscs en aigies interiors
de I’Arxipelag Balear prohibeix la recollida d’ostra vermella per haver sofert “...una
catastrofe ecologica causada per una epidémia que n’ha provocat una mortalitat quasi

del 100%...”.

Per aquest motiu, entre 1992 i 1994 es van realitzar els primers esforcos per tenir un
coneixement de 1’estat epidemiologic dels bivalves a les Illes Balears, amb mol-luscs de

la principal zona de producci6, el port de Mad. Les especies investigades van ser
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musclos i ostres, obtingudes durant els controls oficials de les zones de producci6 de
mol-luscs bivalves. Aquesta investigacio epidemiologica es va basar en tecniques
histologiques i va demostrar la preséncia de Marteilia refringens en ostres i musclos. A
més, en ostres, es van trobar fases larvaries de trematodes, probablement Bucephalus
haimeanus, protozous ciliats i en un Unic tall histologic, Perkinsus sp. En musclos, es va

trobar Myticola intestinalis i metacercaries de trematodes (Furones et al. 1995).

Posteriors investigacions van introduir com a espécie d’interés 1’escupinya gravada, a
més de les estudiades abans. La troballa més important va ser el descobriment d’una
nova espécie de Perkinsus, P. mediterraneus (Casas et al. 2004), afectant a ostres i
escopinyes gravades del port de Mad. Els estudis posteriors sobre aquesta espécie se

presenten al Capitol IlI.
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RESULTATS.

Els resultats obtinguts durant els anys 1999 i 2000, de I’observacio6 de les preparacions

histologiques d’ostres i musclos, aixi com els resultats dels assaigs RTFM d’ostres,

musclos i escopinya gravada del port de Mao es resumeixen en la Taula 5:

Taula 5. Resum de les observacions de preparacions histologiques de musclos i ostres del port de Mad, juntament
amb els resultats dels assaigs RTFM en musclo, ostra i escupinya per determinar la presencia de Perkinsus spp.. M. r.
Marteilia refringens; P. RTFM assaigs RTFM per a Perkinsus; P. hist. Perkinsus spp. determinat per histologia; B. h.
Bucephalus haimeanus; Meta. Metacercaries de trematodes; M. i. Mytilicola intestinalis. Els resultats s’expresen en
%. —indica que no es va disposar de mostra aquest mes.
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Tant les ostres com els musclos estan infectats per Marteilia refringens, practicament

durant tot I’any (Fig. 13). En el cas dels musclos no s’ha detectat mortalitat, mentre que

els mariscadors ens han comunicat que durant 1’estiu troben ostres mortes.

Les ostres i les escupinyes grabades estan infectades amb Perkinsus spp (Fig. 13).

L’escupinya gravada esta infectada tot I’any, presentant la major prevaléncia i grau

d’infeccid a finals d’estiu. En el cas de 1’ostra, gairebé sols es detecta a principi de

tardor. En cap cas s’han detectat mortalitats.
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Els esporocists i cercaries de Bucephalus haimeanus s’observen exclusivament en ostra
plana durant els mesos d’hivern (Fig. 13). També s’han observat ciliats en glandula

digestiva d’ostra durant els mesos d’hivern, sense lesions associades.

En els musclos s’han trobat metacercaries enquistades de trematodes al peu durant
I’hivern i el copépod Myticola intestinalis (Fig. 13) a I’intesti al llarg de tot 1’any, sense
signes aparents de malaltia. També s’han trobat metacercaries de trematodes i Myticola

intestinalis amb menor freqiiéncia en ostres.

60 i k TS hnacdns 3Pt RORSH s S

Figura 13. Diferents parasits de mol-luscs bivalves observats (fletxes). (a) Infeccié intensa de Mytilicola intestinalis
en Mytilus galloprovincialis. (b) Infeccid intensa de Marteilia refringens en Mytillus galloprovincialis. (c) Bucephalus
haimeanus en Ostrea edulis i (d) Perkinsus sp. a Ostrea edulis.
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DISCUSSIO.

El cicle vital del Bucephalus haimeanus (Trematoda, Bucephalidae), passa per diferents
hostes. Els seus esporocists i cercaries son especifiques de bivalves, tenint en compte
que els trematodes digenétics tenen especificitat d’hoste, ’espécie que afecta a les

ostres es pot classificar com B. haimeanus (Lacaze-Duthiers 1854).

La infestacio dels bivalves amb esporocists i metacercaries de bucephalids causen
castracié i debilitat (Lauckner 1983). A les ostres observades, no hem trobat lesions
d’importancia associades a B. haiemanus, per la qual cosa no consideram que siguin un
risc, tenint en compte que sols s’han observades durant 1I’hivern. No hem trobat infeccio
en els musclos examinats, pero els musclos poden ser afectats per altres especies de
Bucephalids, com Prosorhynchus squamatus i Rudophinus crucibulum (Lauckner
1983). Aquestes espécies s’han trobat al noroest d’Europa, Gran Bretanya, Canada i
Estats Units.

Mytilicola intestinalis (Copepoda, Myticolidae) sembla estar confinat a les aigies
europees, incloses les zones costaneres del mar Adriatic, el Mar Mediterrani i el Mar del
Nord. La distribucid al llarg de la costa oest d'Europa i d’ltalia és irregular amb una alta
prevalenca a alguns llocs (fins a 100%) i no detectable a altres (Lauckner 1983, Canestri
Trotti et al. 1998). Parasita als musclos (M. edulis i M. galloprovincialis) (Grainger
1951), encara que també pot afectar, entre altres especies, a 1’ostra (Baird 1951), tal i
com succeeix al port de Mao.

Es un copépod parasit que causa canvis metaplasics a I’epiteli intestinal, que implica la
substitucié de cél-lules columnars ciliades normals per altres cubiques sense cilis.
L'acumulacié d’hemocits, que n’és generalment la resposta dels bivalves a la malaltia,
no n’és evident (Moore et al. 1978, Robledo et al. 1994b). Pero s’ha assenyalat la
infiltracié hemocitica limitada en I'epiteli intestinal i en el teixit connectiu que envolta
als copepodes (Figueras et al. 1991, Villalba et al. 1997). L’examen histoquimic del
contingut intestinal de M. intestinalis va revelar que la dieta del copépode és
principalment herbivora, pel que presumiblement el copepode s'alimenta dels continguts
intestinals de I'hoste i no dels seus teixits (Moore et al. 1978). Per aix0, no consideram

que M. intestinalis sigui un risc per als bivalves del Port de Mad.
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Els efectes de M. intestinalis en I'index de condici6 i els constituents bioquimics de
musclos semblen caure dins de les variacions estacionals generals en aquests parametres
(Lauckner 1983, Davey i Gee 1988). Als musclos de Mad no hem trobat cap variacié als

index de condici®.

Les metacercaries de trematodes detectades al peu dels musclos son relativament poc
patogéniques. No obstant aixo, la infeccid pot causar compressio dels teixits adjacents
que resulten en la perdua de I'arquitectura normal dels organs, reduccié de la produccio
del bisus i la induccié de la formacio de perles que poden afectar la comercialitzacid
dels musclos d'algunes zones. A més, I'exposicié dels musclos a neurotoxines produides
pel dinoflagel-lat Alexandrium fundyense, varen causar un augment significatiu en
I'aparicio de metacercaries de la familia Gymnophallidae en el teixit de I'noste. Aquesta
major incidéncia es va considerar oportunista, aprofitant I'estat immunologic debilitat
induit per la toxina (Galimany et al. 2008). No podem descartar que aquest fenomen
pugui afectar als musclos de Mao infectats encara que les floracions de dinoflagel-lats
nocius son poc frequents. En el cas de les ostres, les infeccions per trematodes son
tambe relativament poc patogeniques excepte en el cas d’infeccions intenses, les quals
redueixen la supervivencia de les ostres. Per aquests motius, creiem la preséncia de

metacercaries no és una amenaga per a les ostres a Balears.

Marteilia refringens (acetosporea, Marticolidae) és un protozou parasit del filum dels
Paramixea (Berthe et al. 2000), que infecta el sistema digestiu de moltes especies de
bivalves 1 indueix desordres fisiologics que poden matar I’hoste (Alderman 1979, Grizel

et al. 1974).

Afecta a qualsevol classe d’edat (Grizel 1985), pero la prevaléncia i la intensitat de la
infeccid és generalment més elevada en individus de 2 o més anys (Villalba et al.
1993a, Audemard et al. 2001). La infecci6 amb Marteilia refringens és una malaltia
mortal per a les ostres (Grizel et al. 1974, Alderman 1979, Audemard et al. 2001). La
mort es produeix durant el segon any després de la infeccié inicial (Alderman 1979,
Grizel 1985). La prevalenca és variable i pot arribar al 98% de les ostres (Alderman
1979, Berthe et al. 2004), mentre que la mortalitat pot ser entre el 50 i el 90% i esta
associada a I’esporulacid del parasit (Grizel 1985, Berthe et al. 2004). El disparador de
I’esporulacio €s la pujada de la temperatura de I’aigua a 17°C en primavera (Grizel
1985, Audemard et al. 2001, Berthe et al. 2004, Carrasco et al. 2007a). Probablement,

als anys 80, la desaparicié gairebé completa dels bancs ostricoles i de 1’ostra vermella
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(Spondylus gaederopus) a les llles Balears es deu a aquesta malaltia (Grau, A.,

comunicacio personal).

Els musclos estan menys afectats per la infeccio, encara que s’han descrit mortalitats
fins al 40% a llocs afectats (Berthe et al. 2004, Villalba et al. 1993a) i els musclos que
no havien tengut contacte previ amb la infeccid varen presentar una mortalitat del 100%
després de cultivar-los durant 6 mesos en una area infectada (Thébault et al. 1999).
Durant I’estiu de I’any 2005 es va produir una mortalitat anomala als musclos del port
de Mao, pero I’examen histologic tant d’individus moribunds com aparentment sans, va
descartar la preséncia de M. refringens. En aquest cas, la mortalitat la varem atribuir a
les elevades temperatures i a la sembra de musclos provinent d’aigiies més fredes
(Galicia). Tenint en compte que no hi ha hagut cap mortalitat de musclos associada a M.
refringens, consideram que no és una greu amenaca per als musclos, encara que cal
continuar amb la vigilancia. Aixi, durant la vigilancia d’aquesta malaltia, mostres
analitzades I’any 2013 al LNREMB varen trobar la preséncia de M. refringens Tipus M

als musclos del port de Mao.

La perkinsosis és una malaltia epidemica dels mol-luscs marins causada pels protozous
parasits del genere Perkinsus (Perkinsea, Perkinsidae) a la qual se 1I’han associat
mortalitats elevades de mol-luscs d’importancia comercial (Andrews i Hewatt 1957,
Mackin i Hopkins 1962, Lester i Davis 1981, da Ros i Canonzier 1985, Azevedo 1989,
Goggin i Lester 1995, Santmarti et al. 1995, Burreson i Ragone Calvo 1996, Ford 1996,
Soniat 1996, Choi i Park 1997, Bower et al. 1998, Park i Choi 2001).

La transmissid de les diferents espécies de Perkinsus es produeix directament entre els
mol-luscs bivalves sense la necessitat d’hostes intermedis (Ray 1954, Goggin i Lester
1995, Chu 1996, Blackbourne et al. 1998). S’ha demostrat experimentalment que tant
els trofozoits, com les hipnospores i les zoospores cursen infeccions en ostres (Goggin
et al. 1989, Volety and Chu 1994, Rodriguez et al. 1994, Chu 1996, Bushek et al.
1997b, Chintala et al. 2002, Ford et al. 2002, Bushek et al. 2002a). No obstant aixo, es
desconeix quina €s I’etapa més efectiva per transmetre la malaltia al medi natural (Chu
1996, Busheck et al. 2002a, Ragone Calvo 2003b).

Els organs diana i els teixits infectats son 1’epiteli del tub digestiu, teixit conjuntiu de

tots els organs i els hemocits (Mackin 1951).
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Les especies més sensibles a Perkinsus spp. solen morir entre 1 i 2 anys després de la
infeccid, durant o poc després del maxim anual de temperatura del mar (Burreson i
Ragone Calvo 1996). En el cas de les ostres i escopinyes gravades del Port de Mad, no

s’han detectat mortalitats que puguin ser atribuides a Perkinsus spp.
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INTRODUCCIO.

La rossellona, Chamelea gallina L. 1758 (Mollusca, Bivalvia), és una especie d'interés
comercial, que va ser I'nic mol-lusc lamelibranqui en explotacié per part de la flota

pesquera de les Illes Balears des de 1993 fins I’any 2002.

També anomenada copinya maltesa, es troba a una ampla zona que inclou els mars
Mediterrani, Negre, Caspi i ’ocea Atlantic oriental, des de Noruega al Marroc (Fisher et
al. 1987). A la nostra Comunitat Autdonoma és una espécie comuna, pero l'Unica
poblacié economicament explotable es trobava a s'Arenal de la badia de Palma (Fig. 6),
entre es Carnatge (39° 32,40 N / 02° 42,24’ E) i la punta Orenol (39° 29,50’ N / 02°
44,25’ E), entre les isobates de 2 1 15 m. L’existéncia d’aquest banc es va descobrir a

finals de I’any 1992 i I’explotacio comercial del mateix es va iniciar I’any 1993.

La rossellona és una espécie freqlient als mercats els mesos de tardor i hivern, on la
produccid local presentava uns preus superiors a la procedent daltres localitats
(especialment del mar Adriatic). Aix0 dugué a la necessitat de caracteritzacio i
discriminacio biologica de poblacions de les rossellones de la badia de Palma, envers de
les altres de la Mediterrania (Palmer et al. 2004).

Figura 14. Chamelea gallina. Resultat d’'una operacié de pesca.
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Chamelea gallina (Fig. 14), és una espécie bentonica filtradora. Presenta una copinya
oval-triangular, solida, amb nombroses estries concentriques, serrades i irregulars. La
coloracio es blanquinosa a marro o grisa, sovint amb motius variats blancs, rosats,

violats de ratlles, ziga-zaga o taques irregulars.

Respecte al creixement, hi ha poques dades, encara que generalment els autors
consultats opinen que la talla comercial s’assoleix quan els individus tenen entre 1 i 2
anys (Taula 6). A I’ Adriatic central (Froglia 1975) i a Trieste (Valli i Zecchini-Pinesich
1982), la rossellona té un creixement lent i necessita al voltant de 2 anys per assolir la
talla comercial minima (25 mm de longitud maxima) i un any per arribar a la talla de
primera maduresa. En canvi, al Baix Adriatic, la talla de primera posta és de 23,5 mm
(Marano et al. 1982), essent la talla mitjana per als individus de cada classe d’edat la

seguent (Taula 6):

Taula 6. Relacié edat-longitud maxima mitjana de la rossellona.

0+ 14.75
1+ 23.53
2+ 30.79
3+ 34.59
4+ 38.79
5+ 42.35

L’especie, dioica, es pot reproduir durant el primer any de vida, essent la posta variable
segons la zona i I’autor: abril-setembre (Adriatic meridional) (Marano et al. 1980),
juny-setembre (Adriatic meridional) (Marano et al. 1982), abril-juliol (Adriatic nord)
(Valli et al. 1985) maxim en juny-agost perd amb un periode més llarg (Adriatic nord)
(Valli et al. 1981); doble posta: abril-maig i final d’estiu (Adriatic central) (Froglia
1975) i golf de Marsella (Guerin 1973); doble posta: mes de juny amb una de menor
importancia al mes d’agost (banc de San Ginés, Cartagena) (Vizuete et al. 1990). Amb
totes aquestes dades es pot concloure que, a les llles Balears, en cap cas hi ha postes
abans d’abril ni després de setembre. Aixi mateix, qualque autor ha assenyalat que es
presenta sincronisme amb 1’escopinya (Venus verrucosa), fent la posta sempre un mes
abans (Marano et al. 1980, Marano et al. 1982, Valli i Zecchini-Pinesich 1982), cosa

que permet estimar que la posta a la nostra zona es produeix entre juliol i setembre.

Existeix una gran variabilitat en les relacions entre les dimensions linears i ponderals

tant entre poblacions diferents com dins la mateixa poblacio i que han posat de manifest
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nombrosos autors a diferents poblacions: baix Adriatic (Marano et al. 1982) i alt
Adriatic (Valli et al. 1981), Canal de la Mancha (Ansell 1961), Mazarron (Vizuete et al.
1993). La poblacio de la Badia de Palma presenta una relacié talla-grosor major que la
de les poblacions de 1’ Adriatic (dades de la D.G. de Pesca i Medi Mari, inédites).

La pesca de la rossellona a la badia de Palma es feia amb embarcacions d’arts menors
(Fig. 15), amb un maxim de 2 rastrells, les caracteristiques dels quals son al Reglament
(CEE) nim. 2108/84 (Uni6 Europea 1984).

Figura 15. Embarcacid dedicant-se a la pesca de la rossellona. Al haver solament una persona, sols pesca amb un
rastrell, encara que és permes I's de dos en el cas d’haver-hi més d’un tripulant registrat i present.

Per efectuar la feina de recollida de la rossellona, el vaixell es fondejava i s’aturava
I’h¢lix de propulsid, efectuant totes les arrossegades estirant amb un carretell hidraulic.
Posteriorment, es separaven les copinyes de les rossellones vives amb un sedas o
classificador (Fig. 16), que retenia les de més de 25 mm de longitud maxima, que és la
talla minima establerta pel Reglament (CE) nim. 1626/94 (Unié Europea 1994).

Les rossellones inferiors a la talla reglamentaria s’havien de tornar a la mar. Aquestes
rossellones, al arribar al fons es tornen colgar, excepte les que s’han romput o han sofert

danys. En el cas de la draga hidraulica, els individus que presenten danys a les valves
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pot superar el 30%, encara que part d’ells —fins un 8%- pot reparar els danys (Moschino
et al. 2003).

i

il g8

Figura 16. Sedas emprat per efectuar la classificacid i diferents moments del procés de seleccié. Per realitzar-la, es
posava a dins del sedas tot el que havia sortit del rastrell (rossellones, copinyes, altres bivalves, etc.) i tot el que
passava a través de les vergues, era eliminat i tornat al mar. Del que quedava retingut, es triava el que no era
rossellona i també es tornava al mar (o al fems, si era bruticia), i la rossellona se reservava. La separacio entre les
vergues del sedas esta regulada.

La supervivencia dels descartaments de la draga hidraulica és del 95% en sembres
realitzades a estancs (Royo 1997). No obstant aix0, experiments realitzats a aquaris, a
temperatures entre 10°C i 20°C demostren que el 50% de les rossellones rebutjades,
d’una talla entre 20 i 25 mm, tarden dues hores en tornar-se a colgar dins la sorra. A
més, a les quatre hores, resten sense enterrar-se entre el 17 i el 30% dels individus (da
Ros et al. 2003, Morello et al. 2006). A causa de la seva lenta reaccio a I'exposicio, les
rossellones rebutjades poden ser activament depredades. Inspeccions visuals de les rutes

72



Capitol Il

de dragatge revelen que els peixos i invertebrats depredadors inicien 1’atac en pocs

minuts (Giovanardi et al. 1994, Chicharo et al. 2002, observacions personals).

Marteilia refringens.

Marteilia refringens €s un protozou parasit que afecta algunes espécies d’invertebrats
marins (Taula 7). A Europa, aquest parasit ha estat responsable de mortalitats d’ostra
cultivada (O. edulis) (Grizel et al. 1974, Villaba et al. 1993a, Robledo et al. 1994c,
Figueras i Montes 1998) i n’és la causa de la malaltia coneguda com la malaltia de la
glandula digestiva o d’Aber (Comps 1970, Grizel et al. 1974, Grizel 1979, Comps i Joly
1980, Bougrier et al. 1986, Figueras i Montes 1988, Villalba et al. 1993b, Robledo et al.
1994c).

En el cas dels musclos (M. edulis i M. galloprovincialis), la malaltia no produeix la mort
dels individus, pero els causa pérdua de condicié i efectes negatius en la reproduccio
(Villalba et al. 1993b, Camacho et al. 1997).

Des dels anys 70, pels efectes perjudicials sobre el cultiu de 1’ostra plana europea la
infeccio per M. refringens esta inclosa en la llista de malalties notificables de la OIE

(Oficina Internacionals d’Epizooties).

Se considerava la preséencia de dues especies de Marteilia en Europa: M. refringens
(tipus O), responsable de les infeccions d’ostres i M. maurini (tipus M), de les
infeccions de musclos (Le Roux et al. 2001). Mitjangant estudis mol-leculars s’ha
determinat que M refringens i M. maurini sén conespecifics i es corresponen amb dos
tipus (O i M) de la mateixa espécie, M. refringens, els quals s’han diferenciat per
especiacio alogenica (Lopez-Flores et al. 2004). Recentment s’ha determinat
I’existéncia d’una nova especie de Marteilia en Europa, M. cochillia, que afecta a
Cerastoderma edule al delta de I’Ebre (Carrasco et al. 2013) i a la ria d’Arosa (Villaba
et al. 2014), causant el col-lapse de les pesqueries de I’escopinya de gallet. Altres autors
consideren que es tracta d’un nou tipus de M. refringens (tipus C) (Elgharsalli et al.
2013, Arzul et al. 2014), pero les diferencies a les fases de desenvolupament (M.
refringens presenta 8 cél-lules secundaries i 4 espores, mentre que M. cochillia presenta
4 célules secundaries i 6 espores) i la divergeéncia respecte de les seqiiencies de I’ITSI i
I’'IGS de M. refringens, 86% i 83% de similaritat, respectivament, fa pensar que es

tracta, més bé d’una espécie relacionada (Carrasco et al. 2013, 2015).
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Taula 7. Especies susceptibles a Marteilia refringens

Espécies susceptibles Referéncia
Ostrea edulis Grizel et al. 1974
M. edulis Le Roux et al. 2001

M. aallorovincialis Lopez-Flores et al. 2004, Novoa et al. 2005,
- gatlop Robledo et al. 1995, Villalba et al. 1993a
O. chilensis

0. Ich
pueiciiana Berthe et al. 2004, Martin 1993

0. angasi

O. denselamellosa

Solen marginatus Lépez-Flores et al. 2008a
Chamelea gallina Lépez-Flores et al. 2008b
Xenostrobus securis Pascual et al. 2010
Ostrea stentina Elgarsalli et al. 2013

Cerastoderma edule
Ruditapes decussatus
R. philippinarum
Tapes rhomboides

T. pullastra

Ensis minor

E. siliqua

Crassostrea virginica

Berthe et al. 2004, Lopez-Flores et al. 2008b

Classificacio
Nivell molecular
Nivell molecular

Nivell molecular

Infeccié per immersid en
arees infectades.

Nivel molecular
Nivel molecular
Nivel molecular
Nivel molecular

Identificacio incerta

Figura 17. Distribucié de Marteilia refringens a Europa i nord d’Africa.
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Marteilia refringens s’ha trobat a les costes de 1’ocea Atlantic, des del sud d’Anglaterra
(RASVE, WAHID) fins al Marroc (WAHID), incloent Bretanya (Franca), Galicia i
Andalusia (Espanya) i Portugal (Le Roux et al. 2001, Lopez-Flores et al. 2004, Novoa
et al. 2005, Lopez-Sanmartin et al. 2015). El parasit s’ha detectat també al Mediterrani:
a Catalunya (Novoa et al. 2005, Carrasco et al. 2007a,b), Illes Balears (Lopez-Flores et
al. 2008b, RASVE), Tunisia (Elgharsalli et al. 2013), Croacia (Zrncic et al. 2001, Le
Roux et al. 2001), Italia (Lopez-Flores et al. 2004, Tieri et al. 2006, Balseiro et al.
2007, Carella et al. 2010, Serracca et al. 2014), Albania (Pellumb et al. 2006), Grécia
(Virvilis et al. 2003, Balseiro et al. 2007, Karagiannis i Angelidis 2007), Turquia
(Acarli et al. 2010). També s’ha trobat al mar del Nord (Suécia) (RASVE, WAHID)
(Fig. 17).

Transmissio i cicle vital.

El cicle vital de Marteilia refringens no esta totalment descrit. Encara que es varen
poder infectar musclos (M. galloprovincialis) amb M. refringens extrets d’O. edulis
(Comps i Joly 1980), també és possible la presencia d’un hospedador intermediari
desconegut (Berthe et al. 2004) o I’existéncia de fases lliures (també desconegudes),
que son essencials en el cicle de vida del parasit. Recerques en llacunes litorals van
detectar la preséncia d’ADN de M. refringens en una série d’invertebrats, mitjangant
PCR i hibridacio in situ (Taula 8). Els candidats més prometedors son el copepod
calanoide Acartia grani (Audemard et al. 2001, 2002) i Paracartita latisaetosa (Arzul
et al. 2014). No obstant aix0, encara qué ha estat possible infectar a Acartia grani
amb M. refringens d’ostres i musclos, no hi ha hagut exit en la transmissio de M.
refringens des d’A. grani cap a ostres o musclos (Audemard et al. 2002, Carrasco et
al. 2008a). En el medi natural també s’ha comprovat que hi ha transmissio des dels

musclos cap al zooplancton, pero no a la inversa (Arzul et al. 2014).

A més, els patrons d’infeccié de M. refringens en A. grani son diferents segons la via
d’infeccio. En el cas d’A. grani infectat via musclos, sols es detectaven etapes
infectives inicials de M. refringens en el tracte intestinal, mentre que en la infeccié via
ostres, la intensitat i prevaléncia de la infeccid era molt superior i es detecta M.

refringens en tracte intestinal i gonades d’A. grani (Carrasco et al. 2008a).
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Taula 8. Possibles vectors de M. refringens.

Possibles vectors Referéncia Deteccio
Paracartia grani Audemard et al. 2002, Boyer et al. 2013 PCR
Paracartia latisaetosa Carrasco et al. 2007a, Arzul et al. 2014 PCR, ISH
Acartia discaudata Carrasco et al. 2007a PCR
A. clausi Carrasco et al. 2007a PCR
A. italica Audemard et al. 2002, Carrasco et al. 2007a PCR
Othoina sp Audemard et al. 2002, Carrasco et al. 2007a, b PCR
Zoeas de braquiuros Carrasco et al. 2007a PCR
Lineus gisserensis (Nematoda) Audemard et al. 2002 PCR
Cereus pendunculatus (Cnidaria) Audemard et al. 2002 PCR
Euterpina acutifrons Audemard et al. 2002, Carrasco et al. 2007a PCR
Paracalanus sp. Carrasco et al. 2007a PCR
Centropages sp. Carrasco et al. 2007a PCR

Les etapes de desenvolupament de M. refringens en bivalves varen ser descrites per
Grizel et al. (1974), Perkins (1976) i Kleeman et al. (2002b) i resumida per Bower
(2006).

Les infeccions per M. refringens s’inicien presumiblement per una cél-lula primaria o
plasmodi (5 a 8 um de diametre) en les cél-lules epitelials de l'intesti o dels palps
labials (Fig. 18). No obstant, s’han detectat infeccions inicials en les branquies i el
mantell de M. galloprovincialis utilitzant la técnica d'hibridacio in situ (Carrasco et al.
2008b).

La cel-lula primaria, uninucleada, desenvolupa una cél-lula secundaria uninucleada en
un vacuol dins del seu citoplasma. La cel-lula secundaria es divideix per fissié binaria,
per produir quatre cel-lules filles dins de la cel-lula primaria ampliada, i
posteriorment, cada cel-lula filla, mitjancant escissio interna, desenvolupa una altra
cel-lula uninucleada. Aquesta cel-lula primaria degenera alliberant les cél-lules filles,
que es converteixen en noves cel-lules primaries (plasmodis). En l'intesti, el parasit
penetra a la membrana basal dels acinis de les glandules digestives i s'estableix a la
base de les cél-lules epitelials. Aquestes cel-lules donen lloc als esporangis. La
esporulacié es produeix als esporangis a través d'un proces unic de divisions internes.
Durant ’esporulacié apareixen cossos d'inclusio refractiles en el citoplasma que
envolta les espores. EI nom especific de M. refringens es deriva d'aquests cossos
refringents d'inclusid. Les espores madures s’alliberen al lumen del tabul digestiu, cap
al medi mari, i els mol-luscs bivalves infectats poden llancar grans quantitats

d'espores abans de morir (Fig. 18).
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NS
S NSP

Branquies o
epiteli intestinal Multiplicacié
de cél-lules

secundaries

Ny MPp
N2
Lumen
intestinal
N3
2 Epiteli de |
pm piteli de la Formaci6 de
glandula digestiva cal-hiies
terciaries

h
Desenvolupament
d’'una espora a
partir de cada primordi
Fo—
10 pm

Figura 18. Dibuix esquematic a escala del proces d’esporulacié de Marteilia spp. S = esporangiosorus o cel-lula
primaria, citoplasma en rosa, NS = nucli de I'esporangiosorus, SP = primordi esporangial que madurara a cap a un
esporont (cél-lules secundaries, citoplasma en verd), NSP = nucli del primordi esporangial, St = esporont, SpP =
primordi de I'espora, la qual madurara en una espora (cél-lules terciaries, citoplasma en blau), MSp = espora
madura, R = cossos refringents, N1 = nucli de I'esporoplasm més extern, N2 = nucli de I'esporoplasm intermedi, N3 =
nucli de I'esporoplasm més intern (redibuixat a partir de Bower 2011).

Métodes de diagnostic per a Marteilia refringens.

Segons el "Manual de Proves de Diagnostic pels Animals Aquatics™ (OIE 2015) no sén
recomanables els meétodes de camp (com els signes clinics o alteracions del
comportament). Els signes clinics, tal com bivalves morts o moribunds no sén
especifics de la infeccio per M. refringens. Es pot considerar com un signe clinic la
incapacitat per tancar les ostres les seves valves quan s’extreuen de 1’aigua. Els signes
macroscopics, com teixit aquos i prim, glandula digestiva pal-lida i retraccié del mantell

també son inespecifics.
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Els métodes directes de deteccid poden ser microscopics, com preparacions humides i
improntes de teixit, ambdues emprades amb individus amb infeccions elevades. Aquests
metodes tenen una especificitat i sensibilitat probablement baixa.

Les técniques histologiques empren talls de teixit fixat incloent branquies, glandula
digestiva, mantell i gonades. L’especificitat i sensibilitat estimats per a la histologia esta
entre el 99% i el 70% respectivament i es tracta d’un dels métodes de referéncia
(Thébault et al. 2005). La técnica histologica, permet a més, diferenciar entre M.
refringens i M. sydneyi.

La microscopia electronica de transmissio, com ho és la histologia classica, diferencia
Marteilia refringens de M. sydneyi.

No s’han desenvolupat mitjans de cultiu per Marteilia. Per una altra part, s’han
aconseguit anticossos monoclonals (Berthe et al. 2004), pero no s’empren amb finalitat
de diagndstic.

Un dels metodes confirmatius és la PCR, per a la qual es recomana 1’as d’encebadors
dirigits a la regi6 de I’espaiador transcrit intern (ITS) (Le Roux et al. 2001), que
amplifiquen exclusivament M. refringens. També es disposen d’encebadors dirigits a la
subunitat petita (SSU) de I’ARNr del complex génic d’ARNr, que és especific a nivell
de génere (Le Roux et al. 1999, Kleeman et al. 2002a). També s’ha desenvolupat una
PCR niada amb encebadors dirigits a I’espaiador intergenic de I’ ADNr (Lopez-Flores et
al. 2004). L’especifitat i la sensibilitat de les PCR es consideren altes (Kleeman et al.
2002a, Le Roux et al. 1999).

S’han establert protocols d’ISH (Berthe et al. 2000, Le Roux et al. 1999). Es recomana
1’0s de sondes dirigides a la SSU del complex génic d’ARNT, per estar validada vers les
técniques histologiques (Le Roux et al. 1999, Thébault et al. 2005), encara que aquesta
sonda mostra reaccions entrecreuades amb Marteilia sydneyi i Marteilioides
chungmuensis (Kleeman et al. 2002a). També s’ha desenvolupat una altra ISH dirigida
a I’espaiador intergenic de I’ADNr (Lopez-Flores et al. 2008a, 2008b), que és mes
especifica perd que encara s’ha de validar. L’especificat és del 90% i la sensibilitat del
99%.

Per al diagnostic confirmatiu es recomana la seqiienciacid. Les regions dianes son
I’ADNr de la SSU, I’ITS1 1 ’'IGS.

Els metodes actualment disponibles per a la vigilancia dirigida i el diagnostic de
Marteilia refringens s'indiquen en la Taula 9 (OIE 2015).
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Taula 9. Métodes per a la vigilancia dirigida i el diagnostic de Marteilia refringens. a: el métode és el recomanat per
rad de disponibilitat, utilitat i especificitat i sensibilitat diagnostica; b: métode estandard, amb una bona sensibilitat i
especificitat diagnostica; c: el métode té aplicacio en algunes situacions, pero el cost, I'exactitud o altres factors
limiten la seva aplicacié. d: el métode no es recomana per aquesta finalitat.

Aquestes dessignacions son subjectives perque la idoneitat implica qlestions de fiabilitat, sensibilitat, especificitat i
utilitat. Encara que no totes les proves indicades com de categoria a o b han estat objecte d’una estandarditzacio i
validacio formals, el seu Us habitual i el fet de haver-se emprat ampliament sense resultats dubtosos les fan
acceptables (OIE 2015).

Meétode Vigilancia dirigida Diagnostic ~ Diagnostic

Llavors Fase Juvenils Adults provisional  confirmatiu

post-
larvaria

Signes macroscopics d d c c c
Preparacions humides d d c c c d
Improntes d d b b a c
Histopatologia d d a a b c
Sondes ADN (ISH) d d d d d b
PCR a a a a a a
Microscopia electrénica (MET) d d d d d b
Segqiienciacio d d d d d a
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RESULTATS.

Biocenosi i biologia del banc de rossellona.

La rossellona és la espécie dominant, amb 29 individus/m? No obstant aixo, a la
biocenosi hi ha més espeécies, entre les quals podem destacar Rudicardium
tuberculatum, Sphaeronassa mutabilis, Mactra corallina i Diogenes pugilator per la
seva abundancia relativa. La resta de la composicié de la biocenosi es presenta a la
Taula 10, la qual s'ha confeccionat amb les dades obtingudes durant tots els mostreigs
efectuats per part de bussejadors des de l'any 1993 i els mostreigs efectuats a les

embarcacions professionals durant la temporada 2001-2002.

Per determinar la relacié entre la longitud maxima i el pes es van mesurar un total de
3.107 individus. La talla maxima va variar entre 1,4 mm i 37,1 mm. La mitjana va ser
de 21,9745,301 mm. El pes va variar entre 0 g (no detectable amb bascula de 0,01 g de
precisid) i 15,84 g, amb una mitjana de 4,72+3,052 ¢. La relacio entre talla i pes es

representa a la Fig. 19.

Les relacions longitud maxima-altura (Fig. 19) i longitud maxima-gruixa (Fig. 20) s’han
obtingut d’un total de 521 individus. La longitud (talla) maxima ha variat entre 9,3 i
37,1 mm (mitjana 23+6,7320); 1’altura entre 8,9 i 32,8 mm (20,73£6,939 mm) i la
gruixa, entre 5,2 i 19,2 (13,28+3,979 mm). Aquestes relacions sén importants des del
punt de vista pesquer, doncs permeten establir les caracteristiques tecniques dels

ormeigs per tal d’acomplir amb la normativa de talles.

Taula 10. Llistat d’espécies presents. La taula s'ha confeccionat amb les dades obtingudes durant tots els mostreigs
efectuats per part de bussejadors des de I'any 1993. Les dades obtingudes permeten calcular el % de presencia a
cada quadre de mostreig, aixi com la densitat de poblacid (indicada en nombre d‘individus/mz) excepte pels casos
d’espécies que no va ser possible capturar. En aquest cas, s’anotaren a una tableta i sols s’indica la preséncia.

Dels mostreigs efectuats a les embarcacions professionals durant la temporada 2001-2002 sols es va anotar la
presencia de les diferents especies capturades i el pes de rossellona comercial i no comercial. Per aix0, a la Taula
s'expressa el % de preséncia de cada espécie en les pesques. Algunes especies no es van poder identificar pel que
s’indica el genere.
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Individus
per m?
(censos).

% presencia en censos (1993- % preséncia en pesques.
2004) (busseig) Temporada 2001-2002

Espécie

Sipunculidae

Phascolosoma sp

Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758) - - -

Sipunculus nudus (Linnaeus, 1767) - 3% -
Aschelminta
Cerebratulus marginatus (Renier, 1804) - - -
Mollusca
Sphaeronassa mutabilis (Linnaeus, 1758) 4,24% 6% 0,177
Hexaplex trunculus (Linnaeus, 1758) - 5% -
Naticarius cruentatum (Gmelin, 1791) --- 8% ---
Murex brandaris (Linnaeus, 1758) - 2% -
Thais haemastoma (Linnaeus, 1767) - - -
Hinia incrassata (Strom, 1768) 0,31% -—- 0,012
Buccinulum corneum (Linnaeus, 1758) - - -
Epitonium clathrus (Linnaeus, 1758) 0,16% - 0,006
_ Bursatella leachi (de Blainville, 1817) == == ==
Chamelea gallina (Linnaeus, 1758) 97,41% 100% 29,231
Rudicardium tuberculatum (Linnaeus, 1758) 23% 98% 0,755
Mactra corallina (Linnaeus, 1758) 4,40% 86% 0,211
Pectunculus violacescens (Lammarck, 1819) -—- 44% 0,101
Tellina nitida (Poli, 1791) 0,16% 22% 0,006
Ensis minor (Chenu, 1843) - 19% -
Pandora inaequivalvis (Linnaeus, 1758) 1,10% 13% 0,058
Tellina incarnata (Linnaeus, 1758) -—- 11% ---
Dosinia lupinus (Linnaeus, 1758) 2,90% 9% 0,104
Venerupis sp 0,08% 3% 0,003
Tellina planata (Linnaeus, 1758) -—- 2% ---
Venus verrucosa (Linnaeus, 1758) - - -
Callista chione (Linnaeus, 1758) 0,39% -- 0,012
Donax trunculus (Linnaeus, 1758) 1,88% - 0,076
Spisula subtruncata (da Costa, 1778) 3,14% - 0,092
Laevicardium crassum (Gmelin, 1791) 0,08% - 0,003
_ Octopus vulgaris (Cuvier, 1797) - - -
Sepia officinalis (Linnaeus, 1758) - - -
Anellida
Halla parthenopeia (Delle Chiaje, 1828) -—- 13% -
Glycera tridactila (Schmarda, 1861)
Sabella pavonina (Savigny, 1820) - - -
Crustacea
Diogenes pugilator (Roux, 1828) 9,50% 6% 0,556
Albunea carabus (Linnaeus, 1758) - 2% ---
Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) - - -
Penaeus kerathurus (Forskal, 1775) - - -
Portumnus hastatus (Linnaeus, 1767) - - -
_ Squilla mantis (Linnaeus, 1758) - - -
Echinodermata
Astropecten johnstoni (Delle Chiaje, 1827) 3,45% 97% 0,15
Astropecten spinulosus (Philippi, 1837) 0,08% 11% 0,003
Astropecten bispinosus (Otto, 1823) - - -
_ Ophiura ophiura (Lammarck, 1816) == 8% ==
_ Echinocardium mediterraneum (Forbes, 1844) == == ==
_ Holothuria sp. - - -
Leptosynastra inhaerens (Muller, 1776) - - -
Osteichtia
Ariosoma balearicum (Delaroche, 1809) - 11% -
Lythognatus mormyrus (Linnaeus, 1758) - 11% -
Solea sp - 3% -
Trachinus draco (Linnaeus, 1758) - 2% -
Ophidion sp - - -
Bothus podas (Delaroche, 1809) - - -
Dasyatis sp - - -
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Longitud maxima-altura
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Figura 19. De la relacié entre longitud maxima i altura podem determinar que la xarxa de 35 mm de diagonal i les
reixetes de ferro de 18x24 mm sén les més adequades per a la captura de la rossellona.

Relacio talla-gruixa
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Figura 20. La relacié longitud maxima-gruixa és important per poder determinar la separacié de les vergues del
sedas. Aixi,una separacio de les vergues de 15 mm pot retenir individus de més de 25 mm de longitud maxima, que
son els de talla comercial.
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Estructura de la poblacio.

Amb la distribucio de les freqtiéncies de talla obtinguda als diferents mostreigs es pot

visualitzar I’estructura de la poblacio al llarg del temps.

A la figura 21 es pot comprovar, al mostratge realitzat al mes d’octubre (inici de la
temporada de pesca), que la poblaci6 presenta una distribucié bimodal. EI primer grup,
amb una freqliencia maxima entre 9 i 11 mm, es correspon amb la recluta de 1’any
(R99), i un segon grup amb maxims entre 21 i 25 mm que es correspon amb individus

nascuts a anys anteriors (R98+).

Al mes de maig, els individus del grup R98+ han disminuit la seva freqliencia per
I’explotacié a la que s’ha sotmés el banc, del qual s’han extret un gran nombre
d’individus de talla comercial (superior a 25 mm de longitud maxima). Al mateix
temps, els individus del grup R99 han incrementat la seva talla i se comencen a detectar

individus d’una nova recluta (R00).
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Figura 21. Estructura de la poblacié durant un cicle anual. A les ordenades, es representen les classes de talla (mm) i
a les abcises, el tant per cent d’individus de cada classe. A cada grafica s’indica el nombre d’individus a cada
mostratge. ROO es correspon amb la recluta de I'any 2000, R99 amb la de I'any 1999, R98+ és la de I'any 98 i
supervivents d’anys anteriors, de la mateixa manera que R99+ és la de I'any 1999 i supervivients d’anys anteriors.
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Al juliol, els individus de la classe R99 han incrementat la seva talla, de la mateixa

manera que els de la recluta de 1’any (R00).

A D’octubre, la distribucio torna a ser clarament bimodal, amb un grup de menor talla,

amb una freqiieéncia maxima de 10 mm, que es correspon amb la recluta de I’any (R00) i

un altre, amb maxims entre 19 i 21mm, que es corresponen amb els individus de la

recluta dels anys anteriors (R99+).
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Figura 22. Evolucié de I'estructura de la poblacié des de setembre de 2002 a juliol de 2009. A cada grafic s’indica el
nombre de rossellones mostrejades (r.) i el nombre de rossellones per metre quadrat (d).
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A partir d’octubre de 2001, I’estructura bimodal se manté, pero disminueix el nombre
d’individus de talla superior a 20 mm de longitud maxima. El mostratge de setembre de
2002 (Fig. 22a), després del segon episodi de pluges, mostra una elevada reduccio dels
individus corresponents a la recluta corresponent a I’any 2001, especialment dels
individus més grans, que seria la fraccié explotable del banc durant la temporada 2002-
2003.

L’any 2003 s’aprecia una recuperacio del banc, que es reflexa en el creixement dels
individus de la recluta de 1’any 2002 (Fig. 22b). L’abril de 2004 aquest creixement
continua (Fig. 22c) i el nombre de rossellones per metre quadrat torna als valors del
mostratge anterior al primer episodi de pluges excepcionals (juliol 2001, 43

rossellones/m?).

Als mostreigs posteriors a abril de 2004 torna a haver una disminucio del nombre de
rossellones (Fig. 22d i Fig. 22¢). A més, hi havia un nombre elevat d’individus morts,
enterrats a 1’arena, disposats en la mateixa posicid que quan estan vius. En concret, el
mostratge d’octubre de 2005 indica que el nombre de rossellones €s de 12,7/m? i la

fraccié comercial és de 0/m? i el de juliol de 2009, de 11,4/m? i de 0/m?.
Evolucié de la poblacio.

A l'inici de I'explotacié (anys 93-94) la biomassa era molt elevada, tal com correspon a
una situacio de no explotacio, amb individus de gran talla. Els encebadors mostreigs al
banc donaren com a resultat que un 64,71% dels individus eren de talla comercial (> 25
mm de longitud maxima) i representaven un 83,71% de la biomassa. Els individus de

més de 30 mm representaven el 24,83% del nombre de rossellones (Fig. 23 i 24).

Posteriorment, des del any 1995 al 2000 es produeixen grans fluctuacions atribuibles a
les diferéncies entre mortalitat per pesca (minves) i reclutament (recuperacions). Durant
la temporada de recollida (tardor 1 hivern) es produeix una retirada d’efectius (mortalitat
per pesca) del banc que es reflecteix en valls a les grafiques de biomassa, densitat de
poblacié i mida maxima mitjana, mentre que a la primavera es produeix un increment
dels efectius (reclutament) i un increment de talla que es perllonga fins a final d’estiu i

que a les grafiques esmentades es reflecteix en els pics. (Fig. 23 i 24).

L’any 2000, al mostreig del mateix mes (abril-maig), el percentatge d’individus de talla

comercial era del 11,26% i es corresponien al 27,08% de la biomassa (Fig. 23, 24 i 25).
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Figura 23. Al grafic es representa I’evolucié de la biomassa de rossellones al banc. S’ha de tenir en compte que des
de juny de I'any 1995 al setembre de 1999 els controls de I'estat del banc es realitzaven basicament mitjangant
pesques amb rastrell. Per aquets motiu, hi ha poques dades durant aquest periode. S’han senyalat tres moments on
es van produir disminucions anormals de la biomassa. El primer es correspon amb un temporal de pluges intenses
durant el setembre de 2001. Uns dies després del temporal es va realitzar un mostratge amb bussejadors del banc i
es va comprovar la preséncia d’una capa mucilaginosa sobre el fons d’uns 5 cm de gruixa, que va afectar les
rossellones. Posteriorment, al juliol de 2002 es va repetir aquest fet, i es va detectar una nova disminucié de la
biomassa. Finalment, des de juny de 2004 un altre factor, aquest desconegut, ha fet que practicament hagi
desaparegut la fraccié comercial del banc.
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Figura 24 Al grafic es representa I'evolucié de la densitat de poblacié expressada en gr/mz. S’ha de tenir en compte
que des de juny de I'any 1995 al setembre de 1999 els controls del estat del banc es realitzaven preferentment
mitjangant pesques amb rastrell. Per aquets motiu, hi ha poques dades durant aquest periode. A partir de setembre
de 2001, han afectat negativament al banc tres fenomens. Dos de pluges intenses, amb disminucions de la densitat
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de la poblacié en uns moments en que el normal és un increment de la mateixa, i un darrer, desconegut, que ha
provocat una disminucié generalitzada de la densitat de poblacio, especialment dels individus de major talla.

A partir de I’any 2001, s'observa una gran mortalitat. Durant el mes de setembre de
2001 un temporal de pluges va afectar negativament el banc, produint-se una descarrega
de sediments des dels torrents, que a la mar, van crear una capa mucilaginosa sobre el
fons que va romandre durant setmanes. ElI mostratge realitzat indica que el percentatge

d’individus de talla comercial va reduir-se fins al 4,78% (15,02% de la biomassa total

del banc) (Fig. 23 i 24).

La repeticio de pluges intenses a 1’estiu de 2002 varen reproduir el mateix fenomen i la
biomassa i el nombre d’individus va reduir-se dramaticament, en especial, afecta als de
talla major, que disminuiren la proporcio, 11,91% en biomassa i 1,32% en nombre.
Aquest mostreig va demostrar la preséncia d’una gran quantitat de valves buides i un
nombre d’individus comercial molt reduit, entre 30,8% i 16,5% de la captura i un pes
mitja per operacié de pesca de 209,6 g d’individus de talla comercial. En pesques de
I’any 2000, s’obtenia un rendiment entre el 56,9% 1 el 82,8% en individus de talla
comercial, amb un pes mitja per operacié de 1.170,4 g d’individus de talla superior als

25 mm de longitud maxima. Per aquest motiu es va decidir prohibir la pesca.
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Figura 25. Evolucié de la longitud (talla) maxima mitjana. S’ha de tenir en compte que des del juny de I'any 1995 al
setembre de 1999 els controls del estat del banc es realitzaven preferentment mitjangant pesques amb rastrell. Per
aquets motiu, hi ha poques dades durant aquest periode. Des de que es va iniciar I'explotacié del banc s’ha produit
un descens en la talla maxima, amb oscil-lacions que reflectien les temporades de veda i pesca. A causa dels
temporals de setembre de 2001, les pluges intenses de juliol de 2002 i finalment, del factor desconegut de juny de
2004, es va produir un descens brusc i inesperat de la talla mitjana. Les barres indiquen la desviacié estandar.

87



Marteilia en rossellona

L'abril de 2004 semblava que la recuperacio del banc era satisfactoria, perqué va
augmentar el nombre total d’efectius i la biomassa, encara que la poblacio6 de talla major
(comercial) es mantenia als nivells de després de I’estiu de 2002. Els mostreigs
posteriors demostraren 1’existéncia d’un factor desconegut que afecta negativament el

banc, que feia disminuir els efectius i en especial, els de major talla. (Fig 24 i 25).

L’any 1993, quan es va iniciar I’explotacio i el control del banc, la talla mitjana de la
poblacio era elevada. Segons s’explota el banc, la talla maxima mitjana disminueix,
amb petites oscil-lacions entre les epoques de veda i pesca. Després del setembre de
2001 es va produir una disminucio6 sobtada, que es va repetir després del juliol de 2002.
Després d’ambdos, es va observar una recuperacio de la talla maxima mitjana, la

tendeéncia dels quals es va estroncar a partir del juny de 2004 (Fig. 25).

La resta de les espécies acompanyants de la rossellona també s’ha vist afectada, pero de
maneres diferents. En algunes de les espécies que apareixen en major proporcio, s’ha
produit també una minva de la longitud maxima mitjana. No obstant aix0, en moltes de
les espécies, sembla que hi ha un increment de les poblacions, encara que els individus

gue composen aquestes poblacions s6n més petits.

Deteccio de I'agent patologic.

Analisi histopatologic.

Les rosellones procedents dels mostreigs de juliol i agost de 2004, mostren una longitud
maxima mitjana inferior a la comercial. El rang de mesures és de 29,6-17,7 mm, amb un
valor promig de 22,44+3,699 mm. Es van descartar els individus obtinguts de mesures

inferiors per la dificultat de processat histologic.

Els exemplars supervivents eren individus joves, de petit tamany, magres i amb el mant
translucid. Presentaven la coloracié de la glandula digestiva de tonalitat grisacia o
verdosa. No s’observaren malformacions en les valves. Macroscopicament no

s’observaren signes apreciables a les branquies o ctenidis.

Les rossellones analitzades mostraren la glandula digestiva, en general, buida, i cél-lules
vesiculars del mantell amb poques reserves. Els exemplars analitzats presentaren les

gonades al final de la posta o a I’inici de la postposta. L’Unica lesio caracteristica que es
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repetia en practicament totes les mostres observades ¢és la preséncia d’erosi6 branquial i
la destruccié generalitzada dels hemocits. Aquests hemocits es caracteritzaven per
presentar lisi citoplasmica, cariolisi i cariorrexis i, en ocasions, nuclis bilobulars. En
alguns d’ells era possible observar la preséncia d’inclusions intracitoplasmiques similars
als acetosporidis del génere Bonamia. Tambe, en ocasions, es detecta la preséncia en
branquies de quistes de clamidies/Rickettssies, sense importancia patologica, ja que els
quistes son formes benignes no causants d’alteracions. Només en una Unica mostra es va
observar la preséncia, en glandula digestiva, d’un parasit haplosporidi (Fig. 26).

Ll

Figura 26. Inclusid intracitoplasmica als hemocits presents a les branquies de rossellones afectades (fletxes).

Deteccio molecular de Marteilia refringens.

PCR.

Per comprovar la prevalencia de la infeccié per M. refringens en rossellona, es varen
utilitzar 49 individus obtinguts a un mostreig el mes de juliol de 2009, conservades
congelades. La mida mitjana va ser 10,77 + 2,48 mm, amb una mida maxima de 16,85
mm i minima de 7,5.

Figura 27. Visualitzacié dels productes de PCR obtinguts de rossellones amb els encebadors especifics de I'ITS de M.
refringens. Productes de PCR: O, Positiu de M. refringens tipus O; M, Positiu tipus M; 1-11, extraccions de
rossellona. b, control negatiu (aigua destil-lada); N100, marcador de pes molecular de 100 pb (Norgen MiniSizer 100
pb ADN Ladder).
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La PCR va proporcionar el producte d’amplificacio esperat, d’uns 412 pb, en 27 de les
mostres i en els controls positius (controls de M. refringens tipus O i M, proporcionats
pel Laboratori Nacional de Referencia de Malalties dels Mol-luscs Bivalves, LNREMB,
de Vigo), mentre que no es va observar cap amplificacié als controls negatius (aigua

destil-lada o ADN genomic de Chamelea gallina no infectada (Fig. 27).

Part de les analisis per a la deteccio molecular mitjangant PCR niada i hibriditzacio in
situ es varen realitzar en el departament de Genética de la Universidad de Granada i
varen esser financades per el Plan Andaluz de Investigacion (Group No. CV10200),
Project No. C03-082 from the IFAPA, Consejeria de Innovacion, Ciencia y Empresa de
la Junta de Andalucia i amb una postdoctoral fellowship (IFAPA, Consejeria de
Innovacion, Ciencia y Empresa de la Junta de Andalucia) to I.L.F., tal com queda

reflectit a la publicacié derivada d’aquestes Lopez-Flores et al.(2008).

PCR niada.

Els productes amplificats per la primera PCR no es detecten al gel d’agarosa tenyit amb
qualsevol de les quantitats d’ADN emprades. No obstant aix0, la PCR niada va
proporcionar el producte d’amplificacio esperat (de 358 pb de longitud) a partir de la
mostra de Chamelea gallina, mentre que no es va observar cap amplificacié als controls
negatius. La seqliencia obtinguda del fragment amplificat va ser comparada amb
aquelles incloses en les bases de dades publiques d’infeccions per Marteilia refringens

sobre els hostes Mytilus galloprovincialis, Ostrea edulis i Solen marginatus.

Taula 11. Divergéncia (percentatge) entre fragments MT-1B/MT-2B d’infeccions de Marteilia refringens en Ostrea
edulis, Mytilus galloprovincialis, Solen marginatus i Chamelea gallina.

0. edulis 1,4

M. galloprovincialis 2,0 1,0

S. marginatus 1,8 0,7 0,4
C. gallina 0,9 2,6 2,6

La seqliencia de nucleotids del parasit obtinguda a partir de C. gallina mostraren la
maxima semblanca amb les seqliencies de Marteilia refringens aillades d’Ostrea edulis
(99,1% d’identitat vs. el 97,4% d’identitat amb seqiiéncies aillades de Mytilus

galloprovincialis o de Solen marginatus, Taula 11).

La sequiéncia parcial del IGS de M. refringens trobada a C. gallina es va introduir a la
base de dades de ’EMBL amb el nimero d’accés AM292652.
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Hibridacio in situ.

Figura 28. Talls de la glandula digestiva de Chamelea gallina amb cél-lules de Marteilia refringens. (A) Histologia
classica amb tincié d’hematoxilina-eosina. (B) Senyal positiu d’hibridacié amb la sonda MT-1B/MT-2B marcada amb
digoxigenina (Sonda Marteilia-IGS). (C) Control negatiu (Falta de sonda marcada amb digoxigenina en el buffer
d’hibridacid). (D) Control in situ amb la sonda marcada amb digoxigenina Smart2 (Sonda generica pel gen de la
subunitat 18S ribosomal, Kleeman et al. 2002b). (E) Teixit de la glandula digestiva de Saccostrea commercialis
infectat amb Marteilia sydneyi (control negatiu in situ). (F) Glandula digestiva d’Ostrea edulis infectada amb
Marteilia refringens (control positiu in situ). Barra d’escala = 200 um.

Les cel-lules multinucleades del parasit foren observades mitjangant tecniques
histologiques, emprant talls tenyits amb hematoxilina-eosina de les rossellones. En

alguns talls es va observar I’estructura caracteristica de Marteilia sp, amb una cél-lula
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dins una altra. Es van trobar diferents fases del cicle vital en ’epiteli dels diverticles
digestius: cél-lules primaries (cél-lules mare joves) les quals contenen un dnic nucli,
etapes que contenien una o meés cel-lules secundaries i etapes més avancades que
contenien fins a vuit esporonts (cél-lules secundaries), dins les quals també eren visibles
fins a 4 espores (cél-lules terciaries). A etapes més avancades, els esporonts contenen
cossos refringents al citoplasma (Fig. 28a). El parasit no es va detectar a altres organs

mitjancant tecniques histologiques (branquies, mant, gonades o peu).

L’analisi in situ realitzat amb la sonda per a I’'IGS de Marteilia refringens va donar
senyal d’hibridacié amb diferents etapes del parasit (Fig. 28b). Alguna de les cél-lules

madures del parasit no mostren senyal d’hibridacié o mostren un senyal debil.

Un senyal més fort es va obtenir amb la sonda pel gen 18S ribosomal, emprat com a
control. Igualment, algunes cél-lules no van mostrar hibridacié (Fig. 28d). El teixit
d’Ostrea edulis infectat va proporcionar un control positiu per la deteccio de Marteilia
refringens in situ (Fig. 28f). No es va produir hibridacio creuada amb el nucli de les
cél-lules hostes. Els controls negatius es varen emprar per assegurar especificitat i no es
va detectar senyal ni en els talls que portaven Marteilia sydneyi (Fig. 28e) ni en els tall

de teixit on no es va afegir sonda (Fig. 28c).
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DISCUSSIO.

Biocenosi i biologia del banc de rossellona.

La biocenosi dels fons arenosos litorals de la platja de Palma es correspon amb
I'esperada basada en la bibliografia sobre bionomia bentonica i n'és la propia de fons
d'arenes fines, amb predominancia de lI'especie Chamelea gallina (Vizuete et al. 1990,
Calvin 1995)

Les especies acompanyants més freqlents sén: Rudicardium tuberculatum, amb una
frequéncia d'aparicio en les pesques del 98%, Astropecten jonhstoni (97%), Mactra
corallina (86%), Pectunculus violacescens (44%). Diogenes pugilator és I'especie que

apareix més frequentment a les mostres recollides als censos.

Taula 12. Nombre d’espécies a cada zona. Les zones amb major diversitat es corresponen amb els extrems del banc:
la sud-oriental, zones 4 i 5, properes a la Reserva de s’Arenal- Cap Regana, i la zona noroccidental (Carnatge). Aixo
es deu a la proximitat d’aquestes zones a altres comunitats, com praderies de posidonia i d'algues fotofiles
infralitorals. A les zones 4 i 5 és també possible la intervencio de I'efecte reserva.

36
31
29
38
45

ua b WNR

Les zones amb major diversitat es corresponen amb els extrems del banc: la sud-
oriental, zones 4 i 5, properes a la Reserva de s’Arenal- Cap Regana, amb 38 i 45
especies diferents trobades i la zona noroccidental (Carnatge) amb 36. Aix0 es deu a la
proximitat d’aquestes zones a altres comunitats, com praderies de posidonia i d'algues
fotofiles infralitorals. A les zones 4 i 5 és també possible la intervencio de I'efecte

reserva (Taula 12).

S’ha apreciat als darrers censos per part de bussejadors a les zones 4 1 5 un augment de
la preséncia d’espécies més fragils, com ara Echinocardium mediterraneum. També
s’ha comprovat la recuperacid6 de Cymodocea nodosa i sobre ella la preséncia de
Bunodeopsis strumosa (Cnidaria). La recuperacid d’aquestes espécies es deu
probablement a ’aturada de practiques d’arrossegament a la zona objecte de pesca

(Audemard et al. 2002).
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Biometria.

La relacions talla maxima mitjana i pes mitja son superiors a les obtingudes a 1’ Adriatic
nord (Valli et al. 1981, Deval i Oray 1998) i a la costa d’Algarve (Gaspar et al. 2001),
mentre que la relacié longitud (talla) maxima-altura, és lleugerament inferior a
I’obtinguda a 1’Adriatic (Marano et al. 1982) i al mar de Marmara (Deval 2001).
Respecte a la relacié longitud (talla) maxima-altura gruixa, la relacio és superior a
I’obtinguda a 1’ Adriatic (Marano et al. 1982).

La reducci6 en la talla mitjana maxima al llarg de 1’explotacio és una conseqiiéncia de
I’extracci6é dels individus de talla comercial, que son els més vells de la poblacié

(Romanelli et al. 2009, Silva 2010).

Altres especies freqlients com Rudicardium tuberculatum i Dosinia lupinus presenten
una tendencia a disminuir la talla mitjana maxima, aixo indica que els factors que

afecten negativament a la rossellona també les afecten directament.

Estructura i evolucio de la poblacio.

Fins I’any 2002, I’estructura de la poblacié presenta una distribucié bimodal que
concorda amb les estructures del banc de san Ginés, Cartagena (Vizuete et al. 1990) i la
badia de Mazarrén (Vizuete et al. 1993).

La rossellona és una especie que viu a la franja costera litoral, motiu pel qual, és molt
sensible als canvis que es produeixen a aquesta, principalment com a consequencia de
factors meteorologics i oceanografics. Les fortes pluges produides al 6 de setembre de
2001, 55,6 mm en 19 hores (Aemet 2012), van produir una aportacio elevada d’aigua
dolca i de sediments a través dels torrents de la zona. Com a consequéncia, va
augmentar la terbolesa de I’aigua i va apar€ixer una capa mucilaginosa sobre el fons que
va perdurar setmanes i que va provocar la mort de la majoria de les rossellones, en
especial les de major talla. Aquesta situacio es va repetir el mes de juliol de 2002, amb
una precipitacio de 34,7 mm en 14 hores (Aemet 2012). Mortalitats massives similars
associades a riades s’han documentat a 1’ Adriatic (Froglia i Fiorentini 1989, del Piero i
Fornaroli 1998, Paolini et al. 1998, Prioli et al. 1998). La mortalitat s’explica per
I’anoxia induida als sediments (Froglia et al. 1998, del Piero 1998), perqué els solids en

suspensio no causen problemes de supervivencia a la rossellona (Angioni et al. 2010).
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Aquestes dues torrentades semblava que explicaven la disminucié de la biomassa del
banc de la rossellona, i per aquest motiu es va establir una veda temporal de dos anys,

(Illes Balears 2003), que no va produir el resultat esperat.

Una explicaci6 a la manca de recuperacio es basa en 1’oligotrofia de les aigiies (Masse
1971a, Masse 1971b, Nojima i Russo 1989). No obstant aix0, aquesta situacié no es
dona a s’Arenal de Palma, on es produeix una descarrega difusa de nutrients provinents
de l’aqiiifer del pla de Palma, que afavoreixen una elevada biomassa fitoplanctonica

(IMEDEA (UIB-CSIC) 2010, Rodellas et al. 2015).

Les elevades temperatures també poden tenir un important paper en 1’increment de la
mortalitat de la rosellona, produint un elevat estrés quan la temperatura de 1’aigua
supera els 28°C (Froglia 2000, Moschino i Marin 2006). Durant els darrers anys hi ha
hagut onades de calor durant les quals, la temperatura de 1’aigua ha ultrapassat aquesta
temperatura: 28,83° C en 2003 i 28,54°C en 2006 (Marba i Duarte 2010), 28,07°C en
2004, 28,37°C en 2005, i 28,05°C en 2010 (dades propies).

Tots aquests aquests factors i d’altres, com la fallida en el reclutament (Silva 2010) o
I’elevat esfor¢ metabolic associat a la reproduccio (Moschino i Marin 2006), no
expliquen la disminucié de la biomassa i de la practica desaparicio dels individus de
talla comercial. En conjunt podrien haver minvat la immunitat de C. gallina afavorint la
infeccid per qualque agent etiologic, com es creu que va succeir a 1’estiu de 1996 a

I’ Adriatic (Berrilli et al. 2000).

Deteccio de I'agent patologic.

Analisi histopatologic.

Bonamia ostreae és el parasit causant de la practica desaparicié del cultiu d’ostra plana
a Franca i Espanya. Es va detectar per primera vegada a la Bretanya Francesa a finals
dels anys 70, i s’ha estés no només per Europa, sin0 també per Nova Zelanda i Nord
America. Les zones afectades poden arribar a patir una mortalitat superior al 90%
(Cahour 1979, Cahour et al. 1980, Comps et al. 1980, Pichot et al. 1980, Van Banning
1985, Elston et al. 1986, Dinamani et al. 1987). Afecta fonamentalment a ostres de
mida superior als 2 cm 1 no infecta de forma natural ni experimental a d’altres mol-luscs
presents a la zona (Culloty i Mulcahy 1994, Culloty et al. 1999). Afecta als hemacits i
les cél-lules epitelials branquials, causant lesions branquials extenses i del teixit
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connectiu i mala condicio6 dels exemplars afectats (Comps et al. 1980, Tigeé et al. 1980,
Comps 1982). El parasit és present i transmissible durant tot I’any, i s’observa, per tant,
a les zones afectades, un cicle continu d’infecci6 i mortalitat (Culloty i Mulcahy 1994).
La vulnerabilitat dels individus pareix directament relacionada amb practiques que
augmenten ’estrés i factors ambientals: maneig inadequat, dragat dels fons mari,
temperatura de les aigues, salinitat (Giovanardi et al. 1994, Chicharo et al. 2002,
Moschino et al. 2003, da Ros et al. 2003, Moschino et al. 2008, Romanelli et al. 2009).
L’estrés de la posta és un altre factor a tenir en compte (Froglia 2000, Moschino i Marin
2006). A Franga, a les zones afectades, s’han establert mesures per disminuir les taxes
d’infeccid, I’efectivitat de les quals sembla limitada (le Bec et al. 1991, Montes et al.
1991, Robert et al. 1991, Lama i Montes 1993). Podem destacar les seguents: No
retornar les ostres inferiors a la talla reglamentaria al banc, disminuir la densitat de
cultiu, evitar I’estrés dels animals, rentar tots els aparells de pesca abans de tornar a

port.

A més a més s’ha descrit, a Nova Zelanda, una altra Bonamia que afectaria a 1’ostra
Triostrea lutaria (Dinamani et al. 1987), causant elevades mortalitats en poblacions
naturals, amb simptomatologia i lessions molt semblants a les descrites en el cas de

Bonamia ostreae.

Per una altra banda, s’ha descrit la preséncia d’inclusions intracitoplasmiques en ostres
xineses, causades per rickettssies, la infeccio de les quals provoca una elevada mortalitat

en bancs naturals (Van Banning 1985).

Marteilia refringens és un protozou parasit del filum dels Paramixea (Berthe et al.
2000), que infecta el sistema digestiu de moltes espécies de bivalves i indueix desordres
fisiologics que poden matar I’hoste (Alderman 1979, Grizel et al. 1974). El seu cicle
vital és indirecte i podria incloure Paracartia grani, al manco a estanys (Audemard et
al. 2001 2002) i P. latisaetosa (Arzul et al. 2014) com a vectors. Altres possibles
intermediaris son: Oithona sp.; diverses espécies d’Acartia i una especie indeterminada
de copépode harpacticoide (Carrasco 2007a), pero el seu paper al cicle vital no s’ha
demostrat. Les espécies susceptibles conegudes son: Ostrea edulis (Grizel et al. 1974),
Mytilus edulis (Le Roux et al. 2001), M. galloprovincialis (Villalba et al. 1993a,
Robledo et al. 1995, Lopez-Flores et al. 2004, Novoa et al. 2005) i Solen marginatus
(Lépez-Flores et al. 2008a). O. chilensis, O. pulchana, O. denselamellosa s’infecten
quan s’introdueixen a zones on hi ha infestacio (Martin 1993, Berthe et al. 2004). No
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obstant aixo, es desconeixia que pogueés afectar a Chamelea gallina. Posteriorment, s’ha
comprovat que afecta també a Xenostrobus securis (Pascual et al. 2010) i a Ostrea
stentina (Elgarsalli et al. 2013). Afecta a qualsevol classe d’edat (Grizel 1985), pero la
prevalencia i la intensitat de la infeccid és generalment més elevada en individus de 2 o
més anys (Villalba et al. 1993a, Audemard et al. 2001). La infecci6 amb Marteilia
refringens és una malaltia mortal per les ostres (Grizel et al. 1974, Alderman 1979,
Audemard et al. 2001). La mort es produeix durant el segon any després de la infeccio
inicial (Alderman 1979, Grizel 1985). La prevalenca és variable i pot arribar al 98% de
les ostres (Alderman 1979, Berthe et al. 2004), mentre que la mortalitat pot ser entre el
501 el 90% i esta associada a 1’esporulacio del parasit (Grizel 1985, Berthe et al. 2004).
El disparador de I’esporulaci6é és la pujada de la temperatura de ’aigua a 17°C en
primavera (Grizel 1985, Audemard et al. 2001, Berthe et al. 2004, Carrasco et al.
2007a).

Per tant, aquestes inclusions intracitoplasmiques podrien ser degudes a un parasit
acetosporidi similar a Bonamia ostreae, bé per una infeccid rickettsial o bé per
Marteilia refringens. Les taxes d’infeccié i mortalitat, les lesions observades, la
localitzaci6 intracel-lular, i les cel-lules diana de la infeccid, aixi com la morfologia de
les inclusions no fan possible descartar cap de les possibilitats amb microscopia oOptica,
la qual cosa fa necessaria recorrer a altres técniques. La mortalitat detectada sembla
relacionada amb I’estrés reproductiu (Moschino i Marin 2006), la temperatura de les
aiglies durant 1’estiu (Froglia 2000, Moschino i Marin 2006) i I’augment de 1’estrées
provocat per ’explotacié del banc. Es notoria I’afectacid, fonamentalment, d’individus
de talla superior a 2 cm, segons les observacions de camp. Probablement aquest agent
infeccids es trobava de forma natural al banc de s’Arenal, ja que no s’ha importat
Ilavors de mol-luscs a la zona. També sembla que ha contribuit decisivament a la
disminuci6 de la resisténcia dels individus 1’episodi d’eutrofitzacio de les aigiies succeit
I’any 2001 i la conseqiient extensio de la infeccio. El retorn dels individus de talla
inferior a la minima, estressats per les practiques d’arrossegament, també podria
afavorir la dispersié de la malaltia. Les mesures a establir-ne en front de la malaltia,
apuntades abans en el cas de Bonamia i aplicables als possibles diagnostics per tal de
disminuir P’estrés del banc natural, son de dificil aplicaci6 i d’efectes poc clars, ja que
han aconseguit la disminucié de la incidéncia a les zones on es practiquen envers

Bonamia ostreae, perd no I’eliminacié de la malaltia. L unica mesura aplicable amb

97



Marteilia en rossellona

efectes clars seria la erradicacio de la pesca, per tal d’evitar 1’estrés en la poblacio
causat per I’arrossegament i per la devolucid dels individus arrossegats de talla inferior

a la minima.

No obstant aix0, I’adscripcid al patogen causant no esta clara mitjancant técniques

histologiques. Per aquest motiu es va recorrer a 1’is de técniques biomoleculars.

Deteccidé de Marteilia refringens.

El metode emprat per la deteccio del genoma de Marteilia refringens inclou una
amplificaci6 prévia i una PCR niada. La PCR prévia incrementa els llocs d’unié pels
encebadors emprats a la segona amplificacid. Per tant, la PCR niada aporta una major
sensibilitat que la PCR estandard, doncs el segon parell d’encebadors amplifica una
segona diana present dins el producte amplificat de la PCR prévia. S’ha emprat una
combinacié de PCR niada i PCR de cadena curta per superar la reducci6 de 1’eficiéncia
d’amplificaci6 a la PCR estandard, que es deu probablement a ’ampla degradacio de
I’ADN i la preséncia d’inhibidors de la PCR, freqiient en aquests tipus de mostres
(Greer et al. 1991, Wilson 1997).

La identificacié del parasit que infectava a Chamelea gallina fou possible després de
I’amplificacié d’un fragment del genoma del parasit mitjancant una PCR niada 1 la
comparacio de la seva seqliencia amb d’altres de Marteilia refringens. La sequéncia
obtinguda a partir del bloc de paraplast va mostrar un 97,4% d’identitat amb les
seqliencies de Marteilia refringens aillades de Mytilus edulis i Solen marginatus i d’un
99,1 % de les d’Ostrea edulis. Aquests resultats recolzen la preséncia de M. refringens
en C. gallina. Es més, les seqiiéncies aillades d’O. edulis es corresponen al tipus
molecular de M. refringens que parasita ostres (M. refringens tipus O), mentre que les
sequencies aillades de M. galloprovincialis i S. marginatus es corresponen amb el tipus
de parasit que es troba principalment infectant musclos (Lopez-Flores et al. 2004,
Lopez-Flores et al. 2008a). Aix0 és confirmat per la baixa identificacidé genética entre
els tipus moleculars (és a dir, 2% de divergéncia entre M. refringens provinent d’ostres i
M. refringens de musclos, i 1,8% de divergéencia entre M. refringens provinent d’ostres i
M. refringens provinent de manecs) que dins del mateix grup (és a dir, 0,7 de
divergéncia entre M. refringens de musclos i de manecs). Per tant, la major identificacio

de la sequéncia del parasit amplificat de C. gallina amb les seqiiéncies aillades d’Ostrea

98



Capitol Il

edulis (0,9% de divergéncia) indiquen que el perfil molecular de M. refringens que
infecta a C. gallina es correspon amb M. refringens tipus O.

La ubicacié especifica de les cel-lules de Marteilia refringens, en els teixits de
Chamelea gallina es va determinar per hibridacié in situ, emprant sondes d’ADN
obtingudes a partir de M. refringens d’Ostrea edulis. La sonda Smart2, localitzada en el
gen 18S ribosomal del parasit, que es considera especifica a nivell del genere Marteilia
(le Roux et al. 1999, Kleeman et al. 2002a), es va emprar com a control en 1’analisi in
situ, perque les caracteristiques morfologiques dels parasits, en les seccions
histologiques, es corresponien amb les descrites per al génere Marteilia, confirmant aixi
que el parasit pertenyia a aquest génere. L'altra sonda utilitzada va ser els 358 pb del
fragment d’IGS de M. refringens compresa entre els encebadors MT-1B i MT-2B. El
senyal d'hibridacié obtingut amb la sonda IGS va ser similar a 1’obtinguda amb teixits
parasitats d’O. edulis, mentre que no va ser observada cap senyal amb les cel-lules de
M. sydneyi en Saccostrea commercialis. Encara que la seqiiéncia de I’ADNr IGS del
genoma de M. sydneyi no s'ha caracteritzat, i per tant la divergencia interespecifica entre
Marteilia sydneyi i M. refringens no es pot determinar sobre aquesta regio, el resultat
dels analisis d’hibridaci6 in situ, tant en la mostra com als controls va mostrar que la
sonda IGS pot ser til per a la identificacio especifica de M. refringens entre espécies
relacionades. Aquest resultat, juntament amb la identitat de la sequéncia amplificada
mitjangant la PCR niada, ha permés identificar I’espécie del génere Marteilia present en
el sistema digestiu de C. gallina com M. refringens. A més, el senyal feble de la sonda
IGS respecte del senyal de la sonda del gen 18S podria explicar-se per la menor
disponibilitat de la seqliencia diana IGS (un espaiador no transcrit que nomeés €és present
en I’ADN genomic) en comparacio amb la seqiiencia del gen 18S (present també en el
rRNA transcrit), com ha estat previament descrit per a la sonda ITS1 de M. sydneyi

respecte de la mateixa sonda Smart2 (Kleeman et al. 2002a).

La manca d'hibridacié de la sonda IGS amb algunes de les cel-lules dels parasits podria
suggerir la possible preséncia d’una altra espécie del génere Marteilia en la mostra que
no hibriden amb la sonda de M. refringens (com va succeir amb les cél-lules de M.
sydneyi en el control negatiu). No obstant aix0, aquesta possibilitat sembla inconsistent,
pel fet que la hibridacié amb la sonda Smart2, especifica a nivell de génere, també
mostra una manca de senyal amb algunes cel-lules parasitaries. Per tant es considera que

aquest resultat ha de ser a causa d'algun problema en el procés de permeabilitzacio
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durant el protocol d'hibridacié (insuficient tractament enzimatic proteolitic) causant de

I’accés parcial de les sondes a la seqiiéncia diana.

Aquesta ¢és la primera vegada que s’identifica Marteilia refringens a la rossellona. El
mar Mediterrani es considera una area enzootica de M. refringens, de la qual s’ha
comunicat que infecta a bivalves en la propera regié del Delta de I'Ebre (Durfort 1994,
Bigas et al. 2000, Novoa et al. 2005, Carrasco et al. 2007a). També s'ha identificat, M.
refringens mitjancant téecniques histologiques, en la glandula digestiva de l'ostra plana
europea Ostrea edulis i el musclo Mytilus galloprovincialis de la costa de Balears, aixi
com en les mostres de la costa d’Italia, Croacia i Grecia (Zrncic et al. 2001, Virvilis et
al. 2003, Lopez-Flores et al. 2004, Tieri et al. 2006, Karagiannis i Angelidis 2007,
Carella et al. 2010, Serracca et al. 2014). La preséncia de diferents etapes conegudes de
M. refringens a les cel-lules de C. gallina, incloent I’etapa d’esporulacio, suggereix que
el parasit és capac de completar la infeccié en aquesta espécie d’escopinya i, per tant, C.
gallina ha de ser considerat com un nou hoste de M. refringens. Amb les mostres
incloses en paraplast no es pot establir una clara associacio entre la infeccié per M.
refringens i la mortalitat de C. gallina a la Badia de Palma perqué només 3 de les 69

copinyes es van trobar infectades.

Per tal de determinar si 1’agent causal de la deplecio del banc de la rossellona és M.
refringens, es varen realitzar PCR amb encebadors especifics (Le Roux et al. 2001). Al
ser individus de mida petita (edat 0+ i 1+), la infeccid, presumiblement, es trobava en la
fase inicial (Villalba et al. 1993b, Audemard et al. 2001) i pel fet d’haver-les mantingut
congelades, no es va recorrer a técniques histologiques, ni per tant, a hibridacio in situ.
Tenint en compte que ja s’havia detectat la infeccio en rossellona mitjancant histologia
amb hibridacid in situ i que la PCR amb encebadors especifics es pot emprar tant per al
diagnostic provisional com pel confirmatiu (OIE 2015), se va optar per aquest métode.
D’aquesta manera s’ha confirmat la preséncia de M. refringens en el 55,1% dels

individus analitzats.
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La perkinsosis és una malaltia epidémica dels mol-luscs marins causada pels protozous

parasits del genere Perkinsus. S'han associat mortalitats elevades de mol-luscs

d’importancia comercial al golf de Méxic, al llarg de la costa atlantica d'’America del
Nord (Andrews i Hewatt 1957, Mackin i Hopkins 1962, Burreson i Ragone Calvo 1996,
Ford 1996, Soniat 1996), a la Columbia Britanica (Bower et al. 1998), al llarg de la
costa atlantica del sud-oest d’Europa (Azevedo 1989), al Mar Mediterrani (da Ros i
Canonzier 1985, Santmarti et al. 1995), al sud d'Australia (Lester i Davis 1981, Goggin
i Lester 1995) i al llarg de les costes sud i oest de Corea (Choi i Park 1997, Park i Choi

2001).

Taula 13. Especies de Perkinsus, hostes i referéncia bibliografica.

Perkinsus marinus

Perkinsus olseni
(= P. atlanticus)

Perkinsus chesapeaki

(= P. andrewsi)

Perkinsus
mediterraneus

Perkinsus qugwadi

Perkinsus honshuensis

Perkinsus beihaiensis

Crassostrea
virginica

Haliotis ruber

Mya arenaria

Ostrea edulis

Patinopecten
yessoensis
Ruditapes
philippinnarum

Crassotrea
hongkongensis

Crassostrea gigas, C. ariakensis, C.
rhizophorae, C. corteziensis,C.
gasar, Mya arenaria, Macoma
balthica, Saccostrea palmula

Ruditapes decussatus, R.
philippinarum, Anadara trapezia,
Austrovenus stutchburyi, Pitar
rudis, Pitar rostrata,Paphia
undulata, Tridacna spp.,
Protothaca jedoensis; C. ariakensis,
C. hongkonngensis,C gigas,
C.sikamea C. gasar; Pinctada
margaritifera, P martensii; P.
fucata, Haliotis laevigata, H.
scalaris, H. cyclobates, H.rubra
Macoma balthica, M. mitcheli,
Mercenaria mercenaria, Tagelus
plebeius, Crassostrea virginica,
Cerastoderma edule, Ruditapes
decussatus, R. philippinarum,
Cyrtopleura costata

Venus verrucosa, Arca noae,
Mimachlamys varia, Chamalea
gallina, Pinna nobilis

C. ariakensis, C. madrasensis
Pinctada margaritifera, P
martensii, Anomalocardia
brasiliana

USA, Hawaii,
Brasil, Méxic

Australia, Nova
Zelanda, Korea,
Japo, Xina,
Portugal,
Espanya, Italia,
Uruguai,
Vietnam,
Tailandia, India,
Francga.

USA, France,

Spain,

Spain, Italy

Canada

Japan

China, India,
Brasil

Villalba et al. 2004, Moss et al.
2007, Dungan et al. 2007a,
Caceres-Martinez et al. 2012, da
Silva et al. 2013, da Silva et al.
2014, Escobedo-Fregoso et al.
2015.

Leethochavalit et al. 2004,
Villalba et al. 2004, Park et al.
2005, Zhang et al. 2005, Abollo et
al. 2006, Park et al. 2006, Dungan
et al. 2007b, Moss et al. 2007,
Sheppard i Phillips 2008, Sanil et
al. 2010, Arzul et al. 2012, da
Silva et al. 2014.

Villalba et al. 2004, Pecher et al.
2008, Reece et al. 2008, Arzul et
al. 2012, Carrasco et al. 2014.

Casas et al. 2004, Moss et al.
2008, Ramilo et al. 2010, Valencia
et al. 2014.

Bower et al. 1998.

Dungan i Reece 2006.

Moss et al. 2008, Sanil et al.
2012, Ferreira et al. 2014.

Diverses especies de Perkinsus s'han descrit als mol-luscs pero fins ara, només set han

estat reconegudes com a valides (Taula 13). La primera especie descrita va ser trobada
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en els anys quaranta als USA, Perkinsus marinus, que afecta l'ostra americana,
Crassostrea virginica, i que causa importants mortalitats (Ray 1966b). La segona
especie descoberta va ser Perkinsus olseni, descrita el 1981 a ’orella de mar Haliotis
ruber a Australia i que també va ser la responsable d’importants mortalitats de l'orella
de mar H. laevigata (Lester i Davis 1981, Goggin i Lester 1995). Es creu que afecta a
una gran varietat d'especies de mol-luscs de la Gran Barrera de Corall (Goggin i Lester
1995). El 1989, es va detectar Perkinsus atlanticus a 1’escopinya llisa, Ruditapes
decussatus, arran de mortalitats massives a Portugal (Azevedo 1989). Altres escopinyes
i arees també han mostrat la preséncia d'aquestes espécies (Villalba et al. 2004).
Mentrestant, la sistematica molecular va demostrar que P. olseni i P. atlanticus son la
mateixa espécie (Murrell et al. 2002) i per tant la nomenclatura correcta per aquesta
especie es P. olseni, al haver estat citada abans. Altres dues espécies de Perkinsus es van
demostrar sinonimes basant-se en l'analisi molecular: P. chesapeaki, parasit de Mya
arenaria (McLaughlin et al. 2000) i P. andrewsi, de I’escopinya Macoma balthica
(Coss et al. 2001). P. qugwadi, responsable de la mortalitat de la vieira japonesa
Patinopecten yessoensis al Canada, es distingeix de les altres espécies identificades per
les seves peculiaritats: no hi ha desenvolupament d’hipnospores al medi fluit de
tioglicolat de Ray (RTFM), ni es tenyeix de blau o negre amb Lugol, les seves
zoospores es poden desenvolupar dins de I'espai intersticial de I'amfitrio, son infectives
a baixes temperatures i les seves caracteristiques moleculars son considerablement
diferents de les altres especies de Perkinsus (Bower et al. 1998, Blackbourne et al.
1998). Actualment, la seva inclusio6 en el génere Perkinsus és controvertida (Casas et al.
2002a). Posteriorment es van caracteritzar altres noves especies de Perkinsus: P.
mediterraneus a l'ostra plana, Ostrea edulis, de les Illes Balears, Espanya (Casas et al.
2004), P. honshuensis en I’escopinya japonesa, Ruditapes philippinarum, al Japo
(Dungan i Reece 2006), i P. beihaiensis en les ostres Crassostrea hongkongensis i C.
ariakensis del sud de la Xina (Moss et al. 2008).

La distribucié coneguda de les diferents especies de Perkinsus es mostra a la figura 29.
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120° 60° 0 60" 120" 180"
P. marinus @ P. chesapeaki @ P. beihaiensis @ P. olseni
@ P qugwadi P. honshuensis ' P. mediterraneus

Figura 29. Distribucié mundial de les espeécies del genere Perkinsus.

@ - oiseni
P. mediterraneus
@ P~ chesapeaki

Figura 30. Distribucid de les espécies del génere Perkinsus a Europa.

A Europa s’han descrit tres espécies de Perkinsus (Fig. 30): P. mediterraneus i P. olseni
(Casas et al. 2004, Abollo et al. 2006, Elandaloussi et al. 2009, Valencia 2010, Ramilo
et al. 2010, Valencia et al. 2014, Ramilo et al. 2015) i recentment P. chesapeaki
(Carrasco et al. 2014). Fins a dia d’avui, P. mediterraneus sols s’ha localitzat a aigiies
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del Mediterrani. S’han utilitzat com a eina de diagnostic diferencial per discriminar les
diferents especies els polimorfismes en la longitud dels fragments de restricci6 (PCR-
RFLP), la PCR seguida de seqiienciacid i la hibridacio in situ (ISH).

Transmissio i cicle vital de Perkinsus spp.

La transmissio de les diferents espécies de Perkinsus es produeix directament entre els
mol-luscs bivalves sense la necessitat d’hostes intermedis (Ray 1954, Goggin i Lester
1995, Chu 1996, Blackbourn et al. 1998), encara que, al laboratori, parasits heterotrofics
poden facilitar la transmissié (Diamond 2012). S’ha demostrat experimentalment que
tant els trofozoits, com les hipnospores i les zoospores cursen infeccions en ostres
(Goggin et al. 1989, Volety and Chu 1994, Rodriguez et al. 1994, Chu 1996, Bushek et
al. 1997hb, Chintala et al. 2002, Ford et al. 2002, Bushek et al. 2002a). La inoculacié de
trofozoits de P. marinus a les ostres provoquen un major grau d’infeccid que la
inoculacié amb hipnospores (Volety and Chu 1994). No obstant aix0, es desconeix
quina és I’etapa més efectiva per transmetre la malaltia al medi natural (Chu 1996,
Busheck et al. 2002a, Ragone Calvo 2003b). Les ostres infectades amb P. marinus
alliberen cél-lules viables al medi mitjancant diapedesi i mitjancant els excrements
(Scanlon et al. 1997, Bushek et al. 2002b).

Per tant, els hostes infectats son una font continua de formes infectants (trofozoits), i
una vegada mort, continuen sent infectius, directament mitjancant hipnospores o bé per
la formacio de zoospores a partir de la maduracid d’aquestes. A més, s’ha comprovat
que les taxes més elevades d’infeccio amb P. marinus coincideixen amb les mortalitats

causades per aquest parasit en C. virginica (Ragone Calvo et al. 2003b)

Les vies d’entrada de les formes infectants de Perkinsus als teixits de I’hoste poden ser
varies. Les primeres investigacions basades en técniques histopatologiques van suggerir
que les cél-lules de P. marinus eren ingerides i fagocitades pels hemocits presents al
lumen de P’intesti (Mackin 1951, Mackin 1 Boswell 1956). Més important és 1’entrada a
través dels epitelis dels organs paleals (Perkins 1988, Dungan et al. 1996, Bushek et al.
1997, Chintala et al. 2002). Recentment, s’ha proposat que la principal via d’entrada de
P. marinus es produeix durant el processat de la pseudofemta, fet que concentra el
parasit (Allam et al. 2013). Segons la infeccié avanga, P. marinus es dispersa des dels

organs paleals a altres organs mitjangant I’hemolinfa de 1’hoste.
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Cicle vital.

El cicle vital de Perkinsus spp. presenta tres fases: trofozoit, hipnospora (excepte P.
qugwadi) i zoospora (Fig. 32). Com s’ha indicat abans, no esta clar quina ¢és la forma
infectiva al medi natural, pero es suposa que la zoospora és la fase infectiva, almenys en

el cas de Perkinsus olseni (Auzoux-Bordenave et al. 1995).

2
cg"" ‘ Hlpnospora
;‘ Fase de
(;0 creixement
oY ™
3
s € 23
J Fase de *
. multiplicacié . .

Trofozoit vegetativa Fase proliferativa

Fase infectiva
zoospores

Nou hoste

Figura 31. Cicle vital de P. olseni (Modificat d’Auzoux-Bordenave et al. 1995, Choi et al. 2005, Choi i Park 2010).

Fase de multiplicacio vegetativa.

Els trofozoits o meronts resideixen i proliferen al teixit connectiu de 1’hoste. El parasit
presenta una forma esferica amb un gran vacuol i un nucli en posicié periférica, el que
el dona un aspecte d’anell, la mida del qual pot variar segons 1’espécie, i en qualque cas

es pot observar un vacuoplast a I’interior del vacuol (Fig. 31).

Durant la fase de proliferacio vegetativa, el parasit es multiplica per divisions binaries
successives (cicles de cariocinesi seguit de citocinesi). Les cél-lules resten juntes,
formant una roseta dins de la paret del parasit fins que aquesta es romp. Una vegada
alliberades, aquests trofozoits immadurs, creixen i formen un vacuol, transformant-se en

trofozoits madurs (Goggin i Lester 1995, Blackbourn et al. 1998). Llavors, les cel-lules
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viables de Perkinsus s’alliberen des dels animals per diapedesi i excrements (Bushek et
al. 2002b) i també quan I’hoste mor (Ragone-Calvo et al. 2003b) (Fig. 31).

Fase de creixement.

La fase d’hipnospora o prezoosporangia s’observa principalment quan teixits infectats
d’hostes amb Perkinsus s’incuben en medi tioglicolat de Ray (Ray 1952), excepte en el
cas de P. qugwadi (Blackbourne et al. 1998). També s’ha observat el creixement de
trofozoits en hostes moribunds (Perkins 1968, Valiulis i Mackin 1969) (Fig 31).

En medi RFTM els trofozoits creixen i desenvolupen una paret gruixada transformant-
se en hipnospores. Quan son transferides a aigua de mar, les hipnospores inicien cicles

successius de cariocinesi i citocinesi.

Les hipnospores poden sobreviure durant un llarg termini de temps en condicions
ambientals adverses i mantenen la posibilitat de zoosporular. Casas et al. (2002b), les

considera una fase latent.

Fase de proliferacio.

Les hipnospores poden sortir de pustules necrotiques o de mol-luscs en descomposicid i
es desenvolupen cap a zoosporangia en contacte amb 1’aigua de mar (Perkins 1968,
Valiulis i Mackin 1969). Cicles successius de cariocinesi i citocinesi produeixen
centenars de zoospores biflagel-lades i el-lipsoidals, que deixen el zoosporangi
mitjancant un tub de descarrega (en ocasions pot haver-hi dos), que apareix a cada
hipnospora abans de les divisions cel-lulars (Perkins i Menzel 1966, Lester and Davis
1981, Azevedo 1989, McLaughlin et al. 2000, Casas et al. 2002a, 2004) (Fig. 31).

Metodes de diagnostic per a Perkinsus spp.

Segons el “Manual de Proves de Diagnostic pels Animals Aquatics” (2015) no son
recomanables els metodes de camp (signes clinics, alteracions del comportament, signes
macroscopics). Tant els signes clinics, tal com bivalves morts o moribunds amb teixit
aqués i prim, tant com les alteracions de comportament, com la lentitud en el tancament
de les valves, no son especifics de la infeccid per Perkinsus spp. De la mateixa manera,
tampoc son recomanables alguns metodes clinics, com els frotis i les preparacions
humides. No obstant aixo, els talls histologics de teixits fixats que inclouen glandula

digestiva, branquies i mantell tenyits amb hematoxilina i eosina sén un meétode
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presumptiu de baixa especificitat amb bona sensibilitat per a infeccions d’intensitat

moderada a alta.

El cultiu en tioglicolat liquid de Ray (RFTM) és una técnica senzilla, barata i molt
sensible. La especificitat és baixa, doncs la técnica no diferencia entre les distintes
espécies de Perkinsus, mentre que la sensibilitat és elevada i s’usa com a métode de
vigilancia.

Per al cultiu de Perkinsus sp s’han desenvolupat diversos mitjans (la Peyre et al. 1993,
Dungan i Hamilton 1995, Casas et al. 2002a) preferint-se el mitja 1:1 DME/Ham’s F-12
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient F-12 Ham).

Taula 14. Meétodes per a la vigilancia dirigida i el diagnostic de Perkinsus. a: el métode és el recomanat per rad de
disponibilitat, utilitat i especificitat i sensibilitat diagnostica; b: métode estandard, amb una bona sensibilitat i
especificitat diagnostica; c: el métode té aplicacié en algunes situacions, pero el cost, I'exactitud o altres factors
limiten la seva aplicacid. d: el métode no es recomanat per a aquesta finalitat.

Aquestes designacions son subjectives perque la idoneitat implica questions de fiabilitat, sensibilitat, especificitat i
utilitat. Encara que no totes les proves indicades com de categoria a o b han estat objecte d’una estandarditzacio i
validacié formals, el seu Us habitual i el fet de haver-se emprat ampliament sense resultats dubtosos les fan
acceptables (OIE 2015).

Meétode Vigilancia dirigida Diagnostic Diagnostic
Llavors Juvenils Adults R confirmatiu
Signes macroscopics d d d d d
Frotis d’hemolinfa d c d
Histopatologia b b b b d
RFTM, analisi de teixit* d a a b d
RFTM, anadlisi de tot el cos* d c c c d
PCR a b b a b’
Hibridacid in situ d b b b a
Seqiienciacio d d d b'

*|a técnica no es especifica per a I'espécie, perd pot emprar-se de manera fiable en hostes/zones en les quals

. . . . 1 . . . . .
solament hi ha present o predomina una especie de Perkinsus; = S’ha d’usar solament si las infeccions es visualitzen
mitjangant frotis, RFTM o histologia.

S’han desenvolupat métodes de deteccio de I’antigen basats en anticossos monoclonals i
policlonals, perd no son especifics a nivell d’espécie i, a més 1’anticos policlonal pot

tenir reaccions creuades amb algunes espécies de dinoflagel-lats (Bushek et al. 2002c).

Per a un diagnostic confirmatiu de I’espécie s’empren técniques moleculars, com la
PCR, per a la qual esta recomanat 1’as de la regié de 1’espaiador transcrit intern (ITS)

del complex genic de I’ARNr de Perkinsus spp. Posteriorment, les mostres amb

109



Perkinsus mediterraneus a les llles Balears

resultats positius s’han d’analitzar amb un analisi especific, com per exemple, la

seqlenciacio del fragment ITS amplificat.

Una altra tecnica es la hibridacio in situ (ISH), per a la qual s’han desenvolupat sondes
dirigides al gen de la subunitat petita (SSU) del complex genic de I’ARNTr (Elston et al.
2004, Ramilo et al. 2015).

A més, s’ha desenvolupat una PCR per al génere Perkinsus en temps real (Gauthier et

al. 2006), que només s’ha avaluat per a P. marinus, P. olseni i P. chesapeaki.

Finalment, existeix una analisi de PCR-RFLP, que proporciona una clau taxonomica
(Abollo et al. 2006) que permet distingir entre P. chesapeaki, P. marinus, P. olseni i P.

mediterraneus, encara que no esta avaluat el seu Us per la OIE.

Els metodes actualment disponibles per a la vigilancia dirigida i el diagnostic de
Perkinsus s'indiquen en la Taula 14 (OIE 2015).
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RESULTATS.

Assaigs RFTM.

Figura 32. Resultats de I'assaig RTFM: a) Hipnospores de Perkinsus mediterraneus en una infeccié molt intensa en
ostra, b) Hipnospores de P. mediterraneus en una infecci6 molt intensa en romera, c) Hipnospores de P.
mediterraneus en una infeccid lleugera en escupinya gravada, d) Hipnospores de P. mediterraneus en infeccio
lleugera en peu de cabrit, ) Hipnospores de P. mediterraneus en una infeccid lleugera en nacra i f) Hipnospores de
P. mediterraneus en una infeccié lleugera en rossellona.
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Taula 15. Resum dels resultats obtinguts de 'assaig RTFM de les mostres recollides a les llles Balears.

grau

Localitat Espécie Data NUm. Prevalénga - .. Mida
d'infeccio
Andratx A. noae 09/2011 20 40,0% 1,26 44,55+5,15
Andratx A. noae 09/2012 30 53,3% 0,80 50,29+5,88
s'Arenal C. gallina 09/2012 24 25,0% 0,25 20,40+0,82
s'Arenal C .gallina 06/2013 20 0% 0,00 17,88+2,16
Andratx L. lima 09/2013 3 67% 0,67 35,36+14,44
Andratx L. inflata 09/2013 13 38% 0,38 30,0446,51
Andratx M. varia* 09/2011 25 60,0% 0,87 34,52+7,81
Andratx M. varia* 09/2012 25 84,0% 2,44 33,16+4,71
Andratx M. varia* 09/2013 30 83,3% 2,40 41,97+6,66
Andratx M. varia* 10/2013 14 100% 2,36 34,49+4,69
Andratx M. galloprovincialis*  09/2012 30 0% 0,00 50,29+5,88
Andratx O. edulis 09/2011 8 62,5% 1,37 74,66+9,960
Andratx O. edulis 09/2012 6 50,0% 1,75 69,96+18,55
Andratx O. edulis 09/2013 6 50,0% 0,67 87,40+14,56
Fornells O. edulis 09/2010 13 53,8% 0,77 86,52+11,98
Eivissa O. edulis 11/2011 18 61,1% s/d 84,79+33,83
Mad O. edulis 09/2007 32 78,1% 2,01  99,14+11,64
Mad O. edulis 09/2007 30 70,0% 1,43 94,14+11,64
Mad O. edulis 11/2007 30 43,3% 0,73  88,47+18,89
Mad O. edulis 02/2008 30 6,7% 0,07  89,46+12,98
Mad O. edulis 03/2008 30 6,7% 0,07 91,6545,52
Mad O. edulis 10/2008 30 50,0% 1,10 84,11+15,53
Mad O. edulis 11/2008 30 13,3% 0,23  96,56+17,24
Palmanova O. edulis 09/2010 18 27,8% 1,14 90,67+19,00
Porto Cristo | O. edulis 09/2010 15 60,0% 0,78 33,03+4,23
Andratx P. nobilis 06/2011 6 66% 1,00 487,55+79.53
Andratx P. nobilis 10/2011 11 100% 2,00 484,60+91.12
Cabrera P. nobilis 05/2011 10 0% 0,00 421,98+100,72
Cabrera P. nobilis 06/2011 10 50% 0,20 395,67+151.77
Cabrera P. nobilis 07/2011 10 60% 1,10 414,24+128,22
Cabrera P. nobilis 08/2011 11 60% 0,70 376,84+133,47
Cabrera P. nobilis 09/2011 10 100% 1,70 408,81+£103.63
Cabrera P. nobilis 10/2011 9 30% 0,40 476,57£70,84
Cabrera P. nobilis 11/2011 10 0% 0,00 381,71+212,53
Cabrera P. nobilis 01/2012 10 0% 0,00 425,66+140,79
Cabrera P. nobilis 01/2012 10 30% 0,33 435,30+151,47
Cabrera P. nobilis 02/2012 10 30% 0,33 463,90+153,62
Cabrera P. nobilis 03/2012 10 0% 0,00 429,20+166,05
Magalluf P. nobilis 06/2011 5 0% 0 273,74+107,08
Magalluf P. nobilis 10/2011 4 100% 3,25 327,27+89,01
Maé V. verrucosa 03/2007 30 0,0% 0,00 42,28+4,29
Maé V. verrucosa 05/2007 40 5,0% 0,08 44,43+2,10
Maé V. verrucosa 08/2007 30 0,0% 0,00 45,04+2,39
Maé V. verrucosa 10/2007 27 81,5% 1,41 41,87+2,34
Maé V. verrucosa 11/2007 30 20,0% 0,27 48,13£3,36
Maé V. verrucosa 02/2008 30 13,3% 0,13 43,24+1,89
Mad V. verrucosa 03/2008 30 13,3% 0,13 44,02+2,03
Mad V. verrucosa 05/2008 30 0,0% 0,00 45,79+2,10
Mad V. verrucosa 07/2008 29 0,0% 0,00 42,87+2,38
Mad V. verrucosa 11/2008 30 6,7% 0,07 42 ,50+4,87
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L’examen amb el microscopi optic de branquies incubades en RFTM i tenyides amb
una solucio de Lugol va mostrar esferes negres o blaves, amb unes mides entre 7,9 i 183
micres (n = 844, mida mitjana= 59,020+40,267 pm, mesurades a les mostres de
mol-luscsc obtingudes a partir de 2010) de diametre, que sén hipnospores tipiques de
Perkinsus spp., en Ostrea edulis, Mimachlamys varia, Arca noae, Chamalea gallina,
Venus verrucosa, Lima lima, Limaria inflata i Pinna nobilis (Fig. 32). No es van

detectar hipnospores en Mytilus galloprovincialis.

La prevalenca va oscilar entre el 0% (Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis,
Ostrea edulis, Pinna nobilis, Venus verrucosa) i 100 % (Mimachlamis varia i Pinna
nobilis). El grau d’infeccié varia de 0 (Chamelea gallina, Mytilus galloprovincialis,

Ostrea edulis, Pinna nobilis i Venus verrucosa) a 3,25 (Pinna nobilis) (Taula 15).

Els resultats de les analisis de RTFM es mostren a la Taula 15.

Estacionalitat.

A les Illes Balears, la prevalenca i la intensitat (grau d’infeccio) de les infeccions de P.
mediterraneus al medi natural es van determinar a I’escupinya gravada, I’ostra i la nacra
a partir de les dades obtingudes dels assaigs RFTM. No es tenen en compte la resta
d’espécies perque, 0 bé sols s’han pres mostres puntualment (musclo, rossellona) o
s’han agafat exclusivament durant els mesos de major prevalenga (M. varia, Lima lima i
Limaria inflata). El grau d’infeccio i la prevalenga s’incrementen després del maxim
anual de temperatura de 1’aigua, principalment per setembre i octubre, per anar

desapareixent segons es refreda aquesta (Fig. 33).

L’observaci6 de les preparacions histologiques de romera obtingudes en els mostreigs
dels anys 2009 i 2010 recolzen els resultats dels assaigs RFTM (Fig. 34). El nombre
d’individus infectats augmenta per setembre 1 octubre, mentre que la resta de 1’any, es

troben pocs individus infectats.
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Figura 33. Esquema anual de prevalenga d'infeccié i grau d’infeccié de P. mediterraneus, basat en la informacié
obtinguda dels assaigs RFTM. Es representa a |’eix principal d‘ordenades la temperatura mitjana de I'aigua del mar
entre 2007 i 2013, mentre que al secundari es representen la prevalenca o el grau d’infeccié de I’escupinya gravada,

I'ostrai la nacra.
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Figura 34. Relacié entre la temperatura mitjana del mar (ordenades, eix principal) i el percentatge de romeres
infectades(ordenades, eix secundari) basat en I'observacié de mostres histologiques.

5007 um B 2 500 im

Figura 35. a) Infeccid poc intensa de P. mediterraneus en M. varia (gener). Sols es va observar una roseta a tot
I'individu (fletxa). b) Infeccid intensa (octubre) on s’observen 15 rosetes (fletxes). A aquesta preparacio histologica
es van contar 54 rosetes en total.

A més, s’ha observat que els individus infectats en setembre i octubre presenten més
rosetes de Perkinsus mediterraneus que els infectats en els mesos més freds. Mentre que
hem contat fins a un maxim de 54 rosetes a una preparacié histologica de setembre,
entre novembre i agost, el maxim de rosetes observades ha estat de 2 per tall histologic
(Fig. 35).
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Determinacio de les mortalitats durant I'engreix de Mimachlamys varia.

Durant la prova d’estrés térmic es va controlar diariament que no hi hagués
interferencies entre els romeres (introduccié d’una valva d’un exemplar dins d'un altre).
No va ser possible regular la temperatura del tanc num 2. Les temperatures, finalment
van ser: tanc L1, 18,1+1,23°C; tanc L2, 21,85+0,93°C; tanc L3, 21,42+0,94°C; tanc L4,
24,7£1,69°C i tanc L5, 27,9+1,83°C (Fig. 37). La mortalitat va ser d'un exemplar en el
tanc L1 i de dos en el tanc L3 (Fig. 36 i Taula 16). Les diferéncies de creixement entre
els tancs no varen ser significatives, amb un increment mitja de 1,52 mm de longitud

maxima i 1,09 g de pes.

31
29 —
27
25
23
21 \’__\J —
19
17
15
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| ] 169 o] 2 199 =] 3220 e |4 259 e |5 289

Figura 36. Medicions diaries de temperatura en els tancs d’engreix durant la prova d’estrés termic.

Al final de la prova es van examinar histologicament 30 exemplars de cada tanc de
cultiu, havent-hi una proporcié directa entre increment de temperatura i prevaléncia,
aixi com entre temperatura i nombre mitja de trofozoits (rosetes) als individus
examinats (Taula 16).

Taula 16 Resum de |'experiéncia d’estres teérmic.

T2 (oC) 18,112 21,85+0,93 21,42:0,94 24,7+1,69 27,.9%18
Mortalitat 1% 2%

Creixement (mm) 1,03 1,06 1,09 1,13 1,12

Prevalenca 6,6 % 10% 6,6% 16,6% 53,3%
NGm. trofozoits per individu 1 1 1 1,42 5,78
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En el cas de la prova d’interferéncia, que es va realitzar a I’hivern, a temperatura
ambient (16,1+0,51°C), el resultat obtingut va ser d'una mortalitat mitjana del
67,3£13,5%. Trenta individus es van examinar histologicament, presentant una

prevalenca del 3,3% amb un unic trofozoit observat.

Histologia.

De les mostres obtingudes a partir de 2010, setanta-sis preparacions histologiques
provinents dels 167 positius a 1’assaig RFTM es van observar amb un microscopi optic
(Taula 17). Nomeés les infeccions de moderades a molt altes van ser visibles a les
seccions histologiques d’Ostrea edulis i Mimachlamys varia. En el cas d’Arca noae

també van detectar-se trofozoits a les infeccions lleus.

Els trofozoits van mesurar entre 3,7 i 18,2 um, amb una mida mitjana de 9,7 = 3,69 um
(n = 885).

Taula 17. Resultats de la revisio histologica dels positius detectats mitjangant incubacié en RFTM (medi tioglicolat
Fluid de Ray)

Palmanova 4 4 0
Badia de Fornells 8 7 1
Port d’Andratx 8 6 2
Port d’Andratx 26 8 18
Port d’Andratx 22 10 12
S’Arenal 6 6 0

L’examen histologic d’Ostrea edulis infectada va revelar la preséncia de trofozoits
esfeérics encapsulats al teixit connectiu de 1’hoste, amb 1’aparenca d’anell tipic de 4-7
pum de diametre, amb un gran vacuol i el nucli en posicio periférica amb un nucléol

patent, a més d’alguna roseta incipient (Fig. 37a).

A les preparacions d’Arca noae i Mimachlamys varia infectades, es van veure fases
multicel-lulars encapsulades (rosetes) al teixit connectiu de diferents organs (glandula
digestiva, branquies, mant i gonades) envoltats d’hemocits o per material fibrés (Fig.
37b,d).

Aqguestes rosetes poden ser empaquetaments laxos (Fig. 37d), envoltats (Fig. 37c) o no

per una paret i en aquest cas, els trofozoits adopten formes esferiques o semiesferiques,
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mentre que en empaquetaments densos, els trofozoits adopten formes allargades (Fig.
37b,d).

T i

Figura 37. a) Trofozoits (indicats per una fletxa) de Perkinsus mediterraneus en Ostrea edulis 40x; b) etapa
multicel-lular de P. mediterraneus, resultat de la multiplicacié vegetativa dels trofozoits, que donen lloc a una roseta
(cist) en Arca noae envoltada per material fibrés (estel) 40x; c i d) Cist en Mimachlamys varia; la doble fletxa
assenyala la paret, I'estel negre I'embolcall de material fibrés i el blanc, un granuloma d’encapsulacié 40x i 20x
respectivament; e) Infeccio intensa en M. varia. Les fletxes indiquen trofozoits moribunds 20x; f) Empaquetament
poc dens de P. mediterraneus en M. varia 20x. Tincié hematoxilina-eosina.

En ambdos casos, els trofozoits presenten un gran vacuol central, el nucli periféric amb

un nucleol i en ocasions, es pot apreciar un vacuoplast (Fig. 37). EI nombre de trofozoits
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en les rosetes ha estat variable, contant-se més de 135 en una mostra histologica de M.

varia.

No es van observar trofozoits o rosetes en les preparacions histologiques de Chamalea

gallina ni en Pinna nobilis.

Amplificacié per PCR i analisi de restriccio.

Els positius obtinguts després del cultiu en medi fluit de tioglicolat de Ray (RFTM) es
van amplificar mitjangant PCR. Per determinar 1’espécie de Perkinsus que infectava els
mol-luscs es va emprar la clau taxonomica descrita en Abollo et al. (2006) (Fig. 38). El
parell d’encebadors Perklts van produir amplicons d’aproximadament 700 pb de la
regio ITS (Fig. 38a). Per determinar 1’espécie de Perkinsus, els fragments amplificats es

varen digerir amb enzims de restriccio.

Figura 38. Patrons dels productes de PCR obtinguts d’ostres infectades amb Perkinsus spp. a les Balears i de la
digestié amb enzims de restriccié. (a) Productes de PCR. Linees 1 a 7: Fornells; Linia 8: control positiu de P.
mediterraneus; lad: Roche molecular weight marker XlII; W: control negatiu. (a) Patrons de RFLP dels productes de
PCR obtinguts. Els nombres de les linees es corresponen amb els de (a) r: digestiéo amb Rsal; h: digestié posterior
amb Hinfl.

Els patrons de restriccié obtinguts amb ’enzim Rsal ens permeten distinguir entre P.
cheasapeaki, P. marinus i P. olseni/P. mediterraneus. El resultats obtinguts a totes les
mostres va ser dues bandes d’aproximadament 193 i 74 pb meés un fragment
d’aproximadamente 400-410 pb que s’ajusten al patré de P. olseni/P. mediterraneus.
Per diferenciar entre aquestes espéecies es va realitzar una digestié amb 1’enzim Hinfl. El
patré obtingut a totes les nostres mostres amb aquesta digestio subseguient va ser quatre
fragments, un doblet de 192-179 i un altre de 162-149 pb, tipic de P. mediterraneus
(Fig. 38b).
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Analisi de seqiiencies.

Les sequiencies de nucleotids de la regid ITS obtingudes en aquest estudi (N=51) es van
remetre al GenBank amb els nimeros d'acces KJ569310 fins a KI569360 (Fig 39) :

Ostrea edulis K/569319 to KJ‘569325,:*

g
=1 )
i,

Ki569310 to KI569312

Ostrea edulis  KI569335 to K/569339

Ki56951 and KJ569352
Mimachlamys KJ569332 to KI569334 z

varia  KI569346 to k569350 -+
Arcanoge KI569353 to KIS69356 2 4 7

& 5 Ostrea edulis KJ569326 to K/569331

Chamalea gallina [K/569357 to K/569360
Ostrea edulis K/569313 to K/569318

-y 1Ostrea edulis KI569340 to-Ki569345
i 1‘}\\9
Figura 39. Nombre d’accés, especie infectada i localitzacié de les seqlencies de Perkinsus mediterraneus

obtingudes: 1, Port de Mao; 2, Fornells; 3, Port d’Andratx; 4, Palmanova-Magalluf; 5, Porto Cristo; 6, Freu d’Eivissa-
Formentera, 7, s’Arenal de Palma i 8, Cabrera.

Es van detectar dotze haplotips diferents entre els 51 individus de P. mediterraneus
seqlienciats (diversitat d’haplotips, Hd = 0,646 + 0,075) (Taula 18). L’haplotip més
freqiient (anomenat HO3) es va trobar a 30 individus i es va observar a totes les espécies
i localitats. La diversitat nucleotidica va ser baixa (m) (0,00171 + 0,00029), amb vuit
posicions polimorfiques (totes transicions): 300, 333, 374, 385, 409, 410, 492 i 574. La
transicié més freqlient es produeix a la posicié 374 (9 individus, G—A), la segona a la

385 (6 individus, T—C) i la tercera a la 574 (5 individus, C—T).

Afegint les 21 seqiiencies del GenBank (nombres d’acces: DQ370482 a DQ370492 i
AY487834 a AY487843), obtingudes en O. edulis del port de Mao, es completa el
nombre d’haplotips trobats a l’espécie fins ara. Aquests seqiiéncies mostraren 15
haplotips diferents, tres d’ells en comt amb els observats al present estudi: haplotip 3 (a

5 d’aquestes 21 seqiiencies) i haplotips 6 i 7 (cada un a un individu). EI conjunt de les
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seqliencies va mostrar un total de 20 posicions polimorfiques (18 transicions i 2
transversions): 49, 83, 94, 98, 242, 300, 333, 358, 371, 374, 385, 409, 410, 425, 448,
492, 563, 574, 611 i 619. La transicid més freqlient se produeix en la posicié 374
(G—A, 13 individus), la segona es dona a la 385 (T—C, 11 individus), i la tercera a la

posicio 333 (T —C, 8 individus) (Taula 18).

Taula 18. Posicions dels nucleotids polimorfics de les sequéncies ITS1-5.85-ITS2 de Perkinsus mediterraneus dels
mol-luscs recol-lectats a les llles Balears. L’haplotip més freqiient, el nombre 3, va ser utilitzat com a base. Les
transversions s’indiquen com a columnes grises i les transicions, en blanc. Els haplotips 1 a 12 es van obtenir a partir
de les seqliéncies obtingudes en aquest treball. Del 13 a 24, a partir de sequéncies dipositades al Genbank.

&@. n %) © ©
ITS1 - ITS2 £ . 3 § . .5
" 2333333444445566§§ gogﬁggg
£4899 4 035 78012496711.53%“}5@%2@%’2
%_93482038145905823419%%52‘6’%%%%%
= 255555 8s88+s
Eo.o.mo._g_gct:
- I e B BN BN B o ) &2 @©
T 3S353555SysS5e
\58888838383
Z 0000 SISU0 ™
1 ACC 11
2 T 11
3ATTT T TCTGGTTCCTATCGG35 4450544722 5
4 c 2 1 1
5 C 2 1
6 c T 31 1 1
7 cCT G 2 1 1
8 A 5 1 12 1
9 AC 2 1 1
10 T 31 2
11 T c 11
12 T A 1 1
13T c 1 1
14 A C T 2 2
15 C cT G A1 1
16 cCT G A 2 2
17 CTC G 1 1
18 c 1 1
9T C 1 1
20 A C T 1 1
21 T C A C 1 1
2T A C T T 1 1
23T C 1 1
24 T AC TT 1 1

Totes les seqiiéncies de Perkinsus spp. obtingudes mostraren una identitat del 97-100 %
amb I’ADN de la regi6 ITS de P. mediterraneus. Els resultats augmentaren la identitat
al 99-100 % quan es van eliminar les seqiiencies amb els nombres d’accés EU068099 i

EU068097, que son més divergents.
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La figura 40 mostra el grafic TCS de totes les sequencies de P. mediterraneus.
L’haplotip 3 (HO3) ocupa una posicio central; els altres haplotips deriven d’aquest, amb
un maxim de sis pases mutacionals. Podem observar que els haplotips H15, H16 i H17
(del port de Mad, GenBank) i HO7 (que es troba a Mad i Porto Cristo ) s’agrupen. Els
haplotips H22 i H24 s’agrupen i deriven de H14, tot tres de Mad.

hY

HO7 |

Majorca
Minorca
Il |biza-Formentera

Figura 40. Xarxa d’haplotips de la regi6 espaiadora de I' ITS de P. mediterraneus, obtinguda mitjangant el programari
TCS, amb un limit de connectivitat del 95%. Cada linea representa una mutacié simple. Els haplotips inferits que no
s’han mostrejat, es mostren com a punts negres sobre els segments. La mida del cercle es proporcional a la
frequiencia de I'haplotip.

El NJ i I’arbre Baiesia basats en las sequéncies de la regié ITS (Fig. 41 i 42) agrupen
clarament les diferents espécies de Perkinsus (P. olseni, P. marinus, P. mediterraneus,
P. honshuensis, P. beihaiensis, P. chesapeaki i P qugwadi) en distints clades recolzats
per elevats valors de bootstrap (62-100%). A més, dins del clade de P. mediterraneus,
el NJ va revelar I’existéncia dels dos grups descrits a I’analisi de TCS, un incloent els
haplotips HO7, H15, H16 i H17 (84 % de bootstrap) i el segon incloent dos haplotips
del port de Mao H22 i H24 (69 % bootstrap). EI NJ també detecta un tercer grup amb
els haplotips 6 i 10 (63 % de bootstrap), pero que no apareixen al TCS o a I’arbre
Bayesia.
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AY040583  Dinophysis sacculus

01

Figura 41. Arbre filogenetic obtingut mitjangant I'analisi Bayesia de la seqliéncia ITS de Perkinsus mediterraneus i
altres Perkinsus. El suport de les probabilitats "a posteriori" es mostren en els nodes i sols es mostren els valors
superiors al 69%. Per a P. mediterraneus s’indiquen els haplotips (H1 a H24); les lletres indiquen I'espécie de bivalve
| el nombre, la localitat. O, O. edulis; M, Mimachlamys varia; A, Arca noa; C, Chamelea gallina i All sp., totes les
especies. 1 Port de Mad, 2 Badia de Fornells, 3 Port d’Andratx, 4 Palmanova, 5 Porto Cristo, 6 Ibiza-Formentera, 7
Platja de s’Arenal, All locs, totes les localitats. La barra d’escala indica el nombre de substitucions per lloc.
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Figura 42. Arbre neighbor-joining (NJ) obtingut de I'analisi de I'ITS de Perkinsus spp. Els valors de bootstrap
superiors al 60% es mostren a les branques. Per a P. mediterraneus s’indiquen els haplotips (H1 a H24); les lletres
indiquen I'espécie de bivalve i el nombre, la localitat. O, O. edulis; M, Mimachlamys varia; A, Arca noae; C,
Chamelea gallina i All sp., totes les espécies. 1 Port de Mad, 2 Badia de Fornells, 3 Port d’Andratx, 4 Palmanova, 5

Porto Cristo, 6 Ibiza-Formentera, 7 Platja de s’Arenal, All locs, totes les localitats.
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L’analisi ’AMOVA va mostrar un valor de Fsy (Index de fixacié) del 0,042, amb un
valor de P igual a 0,028+0,005. L’AMOVA va determinar que un 4,14 % de la
variabilitat genetica esta associada a diferenciacié entre poblacions, mentre que un

95,86 % s’atribueix a variacio intrapoblacional (Taula 19 ).

Taula 19. Analisi molecular de la variancia (AMOVA) usant les sequéncies de I'ITS de P. mediterraneus. g.l., graus de
llibertat; SSD, suma de les desviacions quadratiques, CV, components estimats de la variancia.

2 4,017 0,04614 4,14
69 73,622 1,06699 95,86
71 77,639 1,11313

index de fixacio Fgr=0,04145 P-valor = 0,02835+0,00543

La comparacio entre les poblacions (pairwise difference) ofereix un valor significatiu
entre les poblacions de Menorca (Mad i Fornells) i les de Mallorca (Andratx,
Palmanova, Porto Cristo i s’Arenal), amb un valor de Fsr de 0,56 i de P<0,01 (Taula
20).

Taula 20. Comparacio aparellada entre poblaciones. Sobre la diagonal es mostren els valors de P i davall, els valors
de I'index de fixacié (Fsr) basats en 1000 permutacions.

0,00684+0,0027 0,64258+0,0155
0,45801+0,0179

Els valors de Fsr obtinguts en les comparacions amb la poblacié d’Eivissa no varen ser

significatius, probablement per la baixa quantitat de mostres obtingudes a aquesta illa.
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DISCUSSIO.

Els resultats obtinguts demostren que Perkinsus mediterraneus infecta a una gran
varietat de mol-luscs bivalves a I’arxipelag balear: ostres, romeres, peus de cabrit,
rossellones, nacres (seqiiéncia obtinguda posterioment, que coincideix amb 1’haplotip
HO03) i escopinyes gravades. En el cas dels musclos no varem detectar infeccions, el
mateix que succeeix a altres indrets, com la llacuna de St. Gilla, Sardenya (Culurgione
et al. 2006). Posteriorment, s’ha ampliat el nombre d’indrets del Mediterrani occidental
afectats per P. mediterraneus, trobant-se mitjancant ISH a O. edulis al Golf de
Manfredonia (sud d'ltalia) i mitjancant PCR-RFLP a ostres i a M. varia d’Alacant (est
d'Espanya) (Ramilo et al. 2015).

La perkinsosis s una greu amenacga per als cultius de bivalves a tot el mon, amb
dramatiques consequéncies a molts indrets. Encara que es va trobar la preséncia de P.
mediterraneus a les nostres mostres, no es van registrar mortalitats, tal i com succeeix
amb altres espécies de Perkinsus a Ruditapes decussatus i Cerastoderma glaucum
(Culurgione et al. 2006); amb P. olseni i P. cheasapeaki a cloisses procedents de Franga
(Arzul et al. 2012) i amb P. marinus a Crassostrea corteziensis en Méxic (Escobedo-
Fregoso et al. 2015). En el cas de P. marinus les diferéncies al seu impacte sobre els

mol-luscs bivalves s’associen amb:
1. Les variacions en els factors ambientals (Oliver et al. 1998),
2. Laviruléncia entre els diferents genotips de P. marinus (Bushek i Allen 1996), i

3. La variabilitat genética entre els diferents estocs d’ostres, que poden conduir a

diferencies a la resistencia a P. marinus (Encomio et al. 2005).

Una combinacié d’aquests factors podria explicar la resisténcia a la infeccio de P.

mediterraneus dels bivalves analitzats a aquest estudi.

Un altre factor a tenir en compte és I’efecte de I’exposicio a fitoplancton toxic
d’individus infectats, la qual cosa provoca una disminucio de la resposta inmunitaria
dels hostes (Hegaret et al. 2007, 2009, da Silva et al. 2008a). Encara que la productivitat
natural del port de Mao és elevada, els recomptes de fitoplancton que es fan des dels
anys 90, dins del marc del control de les zones de produccio de mol-luscs bivalves a les
Illes Balears, han detectat molt pocs episodis de proliferacions d’algues toxiques i no ha

hagut informes sobre mortalitats anomales que es poguessin atribuir a P. mediterraneus.
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A aquesta investigacidé exposam dades relatives a la prevalenca de P. mediterraneus,
que es semblant a la d’altres espécies de Perkinsus (Dungan et al. 2002, Culurgioni et
al. 2006, Park et al. 2006, Sabry et al. 2009, Da Silva et al. 2013, Escobedo-Fregoso et
al. 2015). La prevalenca maxima fou del 100% en Mimachlamys varia (octubre de
2013) al port d’Andratx i Pinna nobilis (Cabrera, setembre de 2011 i port d’Andratx i
Magalluf, octubre de 2011). EI minim (excloent Mytilus galloprovincialis, que sembla
ser no susceptible a la infeccio) fou del 0 % en Chamelea gallina, Ostrea edulis, Pinna
nobilis i Venus verrucosa. La no infeccio es detecta preferentment als mesos més freds.
En aquest sentit, la dinamica de la infeccié per Perkinsus mediterraneus és similar a la
de P. marinus en la badia de Chesapeake, amb valors maxims de deteccio del parasit a
ostres al setembre i octubre, després del maxim estival de temperatura, i regressié de la
infeccié a I’hivern, segons la temperatura de 1’aigua va baixant. Aquesta disminucio de
la prevalenga a I’hivern es deu a la regressio de la infeccio, i a la persistencia del parasit
a nivells indetectables amb les técniques estandard de diagnostic (Ragone i Burreson
1994, Burreson i Ragone Calvo 1996). La prevalenca és superior als individus amb més
d’1 any d’exposicio al patogen (Andrews 1996, Burreson i Ragone Calvo 1996, Soniat
1996, Powell et al. 1997, Park et al. 1999, Park i Choi 2001, Villalba et al. 2005). En el
cas de C. gallina els individus recollits a la platja de s’ Arenal tenien una mida de 20,4 +
0,816 mm, fet que indica que la seva edat n’és aproximadament un any (Vizuete et al.
1993). Aquesta és probablement la causa de la baixa prevalenca i grau d’infeccid

d’aquesta poblacid.

La deteccid rutinaria de les infeccions de Perkinsus spp. als mol-luscs es fa amb 1’assaig
RFTM. L’us de métodes histologics per detectar aquestes infeccions és poc fiable
perqué I’especificitat del metode histologic és baixa. La sensitivitat és bona per a
infeccions moderades i intenses, pero és baixa per infeccions lleus, com hem apreciat a
les nostres mostres (OIE 2015). Amb finalitat diagnostica P. mediterraneus pot
detectar-se mitjancant PCR-RFLP. Aquesta metodologia proporciona perfils de
restriccié compatibles amb P. mediterraneus en totes les arees investigades i espécies de
bivalves. Diversos estudis informen de I’éxit amb 1’us dels fragments de la regio rADN-
ITS als analisis filogenetics per al diagnostic molecular de les diferents especies de
Perkinsus (Brown et al. 2004, Burreson et al. 2005, Casas et al. 2002a, 2004, Dungan i
Reece 2006, Moss et al. 2008, Sabry et al. 2009, Sanil et al. 2012). Al present estudi,

ambdds metodes mostraren la mateixa eficiencia en la identificaci6 de P.
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mediterraneus. No obstant aixo, el RFLP per si mateix podria no identificar
correctament 1’espécie, especialment per a un possible nou membre del genere
Perkinsus. Per tant, la sequénciacio del fragment ITS ha demostrat ser molt Gtil per

assignar les diferents especies de Perkinsus i per a la deteccid de la variabilitat genética.

En base a la variabilitat genética observada, les topologies dels arbres filogenétics
mostraren una estreta relacio entre totes les espécies de Perkinsus, encara que cada una
d’elles formen un grup monofilétic. Com també s'indica a la bibliografia, les seqliencies
de la regio ITS suggereixen que P. mediterraneus s’agrupa estretament amb P.
honshuensis, P. olseni i P. marinus. P. qugwadi és el més divergent mentre que P.
chesapeaki i P. beihaiensis, que son les espécies més similars entre si, es troben
intermeédies (Casas et al. 2002b, Villalba et al. 2004, Moss et al. 2008) .

Les distancies aparellades (pairwise) entre els nostres 12 haplotips fou del 0,40 %.
Aquest valor va augmentar a 0,60 % en incloure les seqiiencies de P. mediterraneus del
GenBank. Aquests valors estan dins del rang de les variacions intraespecifiques
observades dintre de les espécies de Perkinsus actualment acceptades (Moss et al.
2008). Aquests resultats recolzen el cicle de vida clonal tipic d’aquests parasits i descrits
també a la literatura a altres especies com P. olseni (Vilas et al. 2011). Els tres metodes
d’inferéncia filogenética emprats a aquest estudi, el TCS, i els arbres NJ i Bayesia,
detecten en conjunt tres grups diferents en O. edulis de Menorca que es diferencien
d’altres llinatges coespecifics. L’AMOVA recolza aquesta diferenciacidé entre les
poblacions de Menorca i Mallorca, la qual sembla atribuible a 1’aillament geografic del
port de Mad. Malgrat aixo, altres factors, com la variabilitat ambiental, diferents
localitats i dates de deteccid, la translocacié d’animals, 1’activitat humana, etc, poden
tenir certa influencia (Oliver et al. 1998, Bushek i Allen 1996, Encomio et al. 2005). En
qualsevol cas, aquesta diferenciacid indica qualque tipus d’aillament d’aquestes
mostres, i en aquest sentit, coneixem que a partir de 3 diferents cultius in vitro de P.
mediterraneus, en concret PmG2, PmG3 i PmHt2, es varen obtenir 11 sequéncies
(GenBank nombres d’accés DQ-370482- DQ370492), 4 de les quals corresponen als
haplotips H15, H16 i H17 (Abollo et al. 2006). Es possible que les condicions in vitro
afavoriren la diferenciacio genética (Dungan et al. 2002).

Recents investigacions (Ramilo et al. 2015), han demostrat 1’existéncia de Perkinsus
mediterraneus a altres indrets del Mediterrani occidental. En aquest sentit, les
seqliencies obtingudes a ostres i romeres de Santa Pola (Alacant), d’ostra al golf de
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Manfredonia (Italia) i d’escupinya a Mad, presenten haplotips compatibles amb els
obtinguts al nostre treball (en concret, HO3, HO4 i HO06). No obstant aixo, a tres
escupinyes gravades de Mad, han aparegut tres nous haplotips. Aquest resultat referma

I’aillament de les poblacions de I’illa de Menorca.

Laregio ITS de I’ADN ribosomal té tres seqliencies diferents (ITS1, 5.85i ITS2). Es va
trobar una major variabilitat a les regions ITS1 i ITS2 que a la 5.8S. Aquesta darrera
regié presenta unicament una transicid en I’haplotip 21. No podem descartar que
aquestes diferencies en la variabilitat podria ser també una conseqlencia de la

importancia i el bon estat de conservacié de la sequiéncia 5.8S als organismes.

Al present estudi no hem trobat co-infeccié amb dues espécies de Perkinsus, encara que
s’han descrit a la bibliografia: P. marinus i P. chesapeaki en les ostres Crassostrea
virginica a la badia de Chesapeake (NE USA)(Pecher et al. 2008, Reece et al. 2008); P.
marinus i Perkinsus spp. a C. virginica (NE USA)(Pecher et al. 2008); P. olseni i P.
chesapeake-like a R. decussatus de Francia (Arzul et al. 2012), o P. olseni i P.

mediterraneus en V. verrucosa (Ramilo et al. 2010).

L’octubre de 2008, en una mostra de Chamalea gallina, mitjancant técniques
histologiques, varem trobar un organisme similar a Perkinsus, que posteriorment es va

confirmat com P. mediterraneus (Moss et al. 2008).

Per una altra part, també I'any 2008 varem detectar una mortalitat anomala de M. varia
en el poligon de gabies de les instalacions del LIMIA (Laboratori d’Investigacions
Marines i Aquicultura, depenent de la Conselleria de Medi Ambient, Agricultura i
Pesca), on s’estaven engreixant. Per esbrinar els motius, es varen realitzar proves en
tancs de cultiu, els resultats de les quals varen suggerir que aquesta mortalitat va ser per
la manipulaci6 (Trut et al. 1994, Cano et al. 2011), encara que es va trobar un elevat

grau d’infecci6 per P. mediterraneus als individus mantinguts a 28°C (53,3 %).

No es va detectar disminucio de les poblacions ni mortalitats anomales a les altres
localitats investigades per causa de P. mediterraneus, tal com també succeeix amb P.
olseni i P. cheasapeaki en les copinyes a Franca (Arzul et al. 2012), i per Perkinsus spp.
en Ruditapes decussatus i Cerastoderma glaucum a Italia (Culurgione et al. 2006).
Malgrat aixo0, estan descrites mortalitats causades per la perkinsosi a diferents indrets

del mén i considerant la intensitat de la seva prevalenga i grau d’infeccio a les
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poblacions de bivalves de les llles Balears hauria d’establir-se un programa de

monitoratge d’aquesta malaltia.
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A Balears, la principal produccié de mol-luscs prové de l’aqiliicultura del musclo,
mentre que una petita part s’obté del marisqueig. Malgrat aixo, tenen una certa
importancia en la produccié d’aliments per a les Illes. Uns dels principals limitacions a
la que s’enfronta la produccié de mol-luscs bivalves és la prevencid i control de
malalties, en primer lloc, perqué és dificil detectar els primers simptomes i en segon
lloc, perqué els mol-luscs sols disposen d’una immunitat innata (Medzhitov 2001) i no
és possible desenvolupar vacunes. Per aquest motiu, la principal eina de prevencié és
evitar la introduccié de patogens, els quals es dispersen, principalment, pel moviment

d’estocs.

A Espanya, les malalties de mol-luscs que han causat més greus perjudicis economics o
son mes preocupants des del punt de vista zoosanitari son: la marteiliosi, causada per M.
refringens (Gutierrez 1997, Masso 1978) i M. cochillia (Carrasco et al. 2013, Villalba et
al. 2014); la bonamiosi, tant per Bonamia ostreae (Polanco et al. 1984) com per
Bonamia exitiosa (Abollo et al. 2008, Carrasco et al. 2012); la perkinsosi, causada per
P. olseni, P. mediterraneus i P. chesapeaki (Casas et al. 2004, Abollo et al. 2006,
Elandaloussi et al. 2009, Valencia 2010, Ramilo et al. 2010, Carrasco et al. 2014,
Valencia et al. 2014, Ramilo et al. 2015); I'herpesvirosi dels ostreids microvariant 1 (da
Silva et al. 2008b), i les causades per Xenohaliotis californiensis (Balseiro et al. 2006) i
Haplosporidium montforti (Azevedo et al. 2006).

Analisi histopatologic

A les Balears, els primers estudis epidemiologics, realitzats entre 1994 i 1995 i basats en
tecniques histologiques, varen detectar la preséncia, en ostra, de fases larvaries de
Bucephalus haimeanus (Trematoda), Marteilia refringens (Paramyxea), protozous
ciliats i Perkinsus spp. (Perkinsozoa), que, posteriorment, va ser identificat com a una
nova espécie, P. mediterraneus (Casas et al. 2004). En el cas dels musclos, varen trobar
Marteilia refringens, Mytilicola intestinalis (Artropoda) i metacercaries de trematodes.
(Furones et al. 1995), concloent que 1’estat sanitari dels mol-luscs bivalves del port de

Mag era bo.

Entre 1999 i 2000, varem executar un projecte sobre les malalties dels mol-luscs
bivalves al port de Mad, emprant tecniques histologiques i RTFM. Amb aquest estudi,

varem confirmar que tant els musclos com les ostres estan infectats durant tot 1’any per
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M. refringens. La preséncia d’aquesta espécie és una greu amenaca per a les ostres,
doncs produeix desordres fisiologics que poden matar a I’hoste (Alderman 1979, Grizel
et al. 1974, Audemard et al. 2001), que afecten sobretot a individus de més de dos anys
d’edat (Villalba et al. 1993a, Audemard et al. 2001) i els causa la mort durant el segon
any despreés de la infeccio inicial (Alderman 1979, Grizel 1985). En el cas dels humans,
no causa cap efecte. Probablement, als anys 80, la desaparicié gairebé completa dels
bancs ostricoles a les Balears es deu a aquesta malaltia (Grau, A., comunicacid
personal). Els musclos estan menys afectats per la infeccio, encara que s’han descrit
mortalitats fins un 40% a llocs afectats (Berthe et al. 2004, Villalba et al. 1993a) i els
musclos que no havien tengut contacte previ amb la infeccié varen presentar una
mortalitat del 100% després de cultivar-los durant 6 mesos en una area infectada
(Thébault et al. 1999). Durant I’estiu de I’any 2005 es va produir una mortalitat anomala
als musclos del port de Mao, perd I’examen histologic d’individus aparentment sans i
moribunds, va descartar la preséncia de M. refringens. A aquest cas, la mortalitat la
varem atribuir a les elevades temperatures i a la sembra de musclos provinents d’aigiies
més fredes (Galicia). Tenint en compte que no hi ha hagut cap mortalitat de musclos
associada a M. refringens a les muscleres del port de Mao, consideram que no és una

greu amenaca per als musclos, pero cal continuar amb la vigilancia.

Els esporocists i cercaries de Bucephalus haimeanus s’observen exclusivament en ostra
plana durant els mesos d’hivern. La infestacié dels bivalves amb esporocists i
metacercaries de bucephalids causen castraci6 i debilitat (Lauckner 1983), encara que a
les nostres mostres no hem trobat lesions d’importancia associades a B. haiemanus, per
la qual cosa no consideram que siguin un risc, tenint en compte que sols s’han
observades durant I’hivern i que la posta de ’ostra es fa durant maig i juny, amb una

segona posta a la tardor.

Mytilicola intestinalis parasita als musclos (M. edulis i M. galloprovincialis) (Grainger
1951), encara que també afecta, entre altres especies, a 1’ostra (Baird 1951), tal i com
succeeix al port de Mad. L’examen histoquimic del contingut intestinal de M.
intestinalis va revelar que la dieta del copépode és principalment herbivora, pel que
presumiblement el copépode s'alimenta dels continguts intestinals de I'noste i no dels
seus teixits (Moore et al. 1978). Per aix0, no consideram que M. intestinalis sigui un risc

per als bivalves del Port de Mad.
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Les metacercaries de trematodes detectades al peu dels musclos son relativament poc
patogéniques. S’ha demostrat que I'exposicio dels musclos a neurotoxines produides pel
dinoflagel-lat Alexandrium fundyense, va causar un augment significatiu en I'aparicié de
metacercaries de la familia Gymnophallidae en el teixit de I'noste, que es considera
oportunista, doncs aprofita la debilitat induida per la toxina (Galimany et al. 2008). No
podem descartar que aquesta sigui la causa de la seva preséncia als musclos del port de
Mao, encara que son poc freqients les floracions de dinoflagel-lats nocius. En el cas de
les ostres, les infeccions per trematodes son també relativament poc patogeniques, per la

qual cosa consideram que no s6n una amenaca per les ostres a Balears.

La perkinsosi és una malaltia epidémica dels mol-luscs marins causada pels protozous
parasits del génere Perkinsus a la qual se I’han associat mortalitats elevades de
mol-luscs d’importancia comercial (Andrews i Hewatt 1957, Mackin i Hopkins 1962,
Lester i Davis 1981, Da Ros i Canonzier 1985, Azevedo 1989, Goggin i Lester 1995,
Santmarti et al 1995, Burreson i Ragone Calvo 1996, Ford 1996, Soniat 1996, Choi i
Park 1997, Bower et al 1998, Park i Choi 2001). Els organs diana i els teixits infectats
son I’epiteli del tub digestiu, teixit conjuntiu de tots els organs i els hemocits (Mackin
1951). En el cas dels mamifers es produeix una resposta immune sense causar cap
patologia (Wijayalath 2014).

Les espécies més sensibles a Perkinsus spp. solen morir entre 1 i 2 anys després de la
infeccid, durant o poc després del maxim anual de temperatura del mar (Burreson i
Ragone Calvo 1996). En el cas de les ostres i escopinyes gravades del Port de Mao, no
s’han detectat mortalitats que puguin ser atribuides a Perkinsus spp. i sembla que el

musclo no n’és parasitat.

Tecniques moleculars.

Marteilia refringens

La rossellona és una especie que viu a la franja costera litoral, motiu pel qual, és molt
sensible als canvis que es produeixen a aquesta, principalment com a consequéencia de
factors meteorologics i oceanografics. Dos temporals, en 2001 i 2002, van produir una
mortalitat massiva. Mortalitats massives similars associades a riades s’han documentat a
I’ Adriatic (Froglia i Fiorentini 1989, del Piero i Fornaroli 1998, Paolini et al. 1998,

Prioli et al. 1998). En aquests casos la mortalitat s’explica per 1’anoxia induida als
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sediments (Froglia et al. 1998, del Piero 1998). Per recuperar el banc de la rossellona es

va deixar de pescar, perod no es va aconseguir el resultat esperat.

Per aquest motiu, com en qualsevol mortalitat anomala, es varen recollir mostres, que es
varen processar mitjancant técniques histologiques per a la deteccié de patogens. Durant
I’observacio dels talls histologics al microscopi Optic, varem trobar inclusions
intracitoplasmiques, que es podien correspondre amb diferents parasitémies com

rickettsiosi, una marteiliasi o una bonamiasi.

Cal remarcar, que els individus afectats ultrapassaven la mida de 2 cm de longitud
maxima, segons les observacions de camp. Com mai s’ha introduit llavors de mol-luscs
a s’Arenal, 1’agent infecciés ja es trobava de forma natural. Sembla clar que les
pressions antropiques sobre els mol-luscs de la zona, especialment la pesca, els
increments de temperatura de 1’aigua (Froglia 2000, Moschino i Marin 2006) han
contribuit a la disminuci6 de la resisténcia dels individus i 1’episodi d’eutrofitzacio de
les aigiies succeit I’any 2001 i 2002 pot haver estat decisiu per 1’extensio de la infeccio.
La devolucio6 dels individus de talla inferior a la minima, estressats per les practiques
d’arrossegament, també podria afavorir la dispersi6 de la malaltia. Malgrat aixo,
I’adscripcié al patogen causant no esta clara mitjangant técniques histologiques. Per

aquest motiu es va recorrer a I’s de tecniques biomoleculars.

El métode emprat per la deteccié del genoma de Marteilia refringens, a partir de
mostres incloses en paraplast inclou una amplificacio prévia i una PCR niada. La PCR
prévia incrementa els llocs d’uni6 pels encebadors emprats a la segona amplificacié. Per
tant, la PCR niada aporta una major sensibilitat que la PCR estandard, doncs el segon
parell de encebadors amplifica una segona diana present dins el producte amplificat de
la PCR prévia. S’ha emprat una combinacié de PCR niada i PCR de cadena curta per
superar la reduccié de l’eficiencia d’amplificacié a la PCR estandard, que es deu
probablement a 1’ampla degradacio de I’ADN i la preséncia d’inhibidors de la PCR,
frequent en aquests tipus de mostres (Greer et al 1991, Wilson 1997).

Aixi, la identificacio del parasit similar a Marteilia que infectava a Chamelea gallina
fou possible després de I’amplificacio d’un fragment del genoma del parasit mitjancant
una PCR niada i la comparacié de la seva seqiiéncia amb d’altres de Marteilia
refringens. La seqliencia obtinguda a partir del bloc de parafina va mostrar un 97,4%
d’identitat amb les seqiiéncies de Marteilia refringens aillades de Mytilus edulis i Solen
marginatus (M. refringens tipus M) i d’un 99,1 % de les d’Ostrea edulis (M. refringens
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tipus O). Aquests resultats recolzen la presencia de M. refringens (tipus O) en C.
gallina.

La ubicacio especifica de les cél-lules de Marteilia refringens, en els teixits de C.
gallina es va determinar per hibridacio in situ, emprant sondes d’ADN obtingudes a
partir de M. refringens d’Ostrea edulis. La sonda Smart2, localitzada en el gen 18S
ribosomal del parasit, considerada especifica a nivell del génere Marteilia (Le Roux et
al. 1999, Kleeman et al. 2002a), es va emprar com a control en 1’analisi in situ, perque
les caracteristiques morfologiques dels parasits en les seccions histologiques es
corresponien amb les descrites per al génere Marteilia, confirmant aixi la infeccid per
aquest geénere. L'altra sonda utilitzada va ser els 358 pb del fragment d’IGS de M.
refringens compres entre els encebadors MT-1B i MT-2B. El senyal d'hibridacid
obtingut amb la sonda IGS va ser similar a 1’obtinguda amb teixits parasitats d’O.
edulis, mentre que no va ser observada cap senyal amb les cel-lules de I’espécie
relacionada, M. sydneyi de Saccostrea commercialis.

Tot aixo ha permeés identificar al parasit del sistema digestiu de C. gallina com M.
refringens. Aquesta és la primera vegada que s’identifica Marteilia refringens en la
rossellona. EI mar Mediterrani es considera una area enzootica de M. refringens, de la
qual s’ha comunicat que infecta a bivalves en la propera regidé del Delta de I'Ebre
(Durfort 1994, Bigas et al 2000, Novoa et al. 2005, Carrasco et al. 2007a). La preséncia
de diferents etapes conegudes de M. refringens a les cel-lules de C. gallina, incloent la
fase d’esporulacio, suggereix que el parasit és capa¢ de completar la infeccid a aquesta
especie d’escopinya i, per tant, C. gallina ha de ser considerada com un nou hoste de M.
refringens. Amb les mostres incloses en paraplast no es pot establir una clara associacié
entre la infeccid per M. refringens i la mortalitat de C. gallina a la Badia de Palma

perque només 3 de les 69 rossellones es van trobar infectades.

No obstant aix0, per determinar si 1’agent causal de la depleci6 del banc de la rossellona
és M. refringens, es van realitzar PCR amb encebadors especifics (Le Roux et al. 2001).
Al ser individus de mida petita (edat 0+ i 1+), la infeccid, presumiblement, es trobava
en la fase inicial (Villalba et al. 1993b, Audemard et al. 2001) i pel fet d’haver-les
mantingut congelades, no es va recérrer a técniques histologiques, ni per tant, a
hibridacio in situ. Tenint en compte que ja s’havia detectat la infeccié en rossellona
mitjancant histologia amb hibridacio in situ i que la PCR amb encebadors especifics es
pot emprar tant per al diagnostic provisional com pel confirmatiu (OIE 2015), se va
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optar per aquest métode, combinat amb RFLP. D’aquesta manera s’ha confirmat la

presencia de M. refringens en el 55,1% dels individus analitzats.

Perkinsus mediterraneus

Perkinsus mediterraneus infecta a una gran varietat de mol-luscs bivalves a 1’arxipélag
balear: ostres, romeres, peus de cabrit, rossellones, nacres i escopinyes gravades. En el
cas dels musclos, no varem detectar infeccions, el mateix que succeeix a altres indrets,
com la llacuna de St. Gilla, Sardenya (Culurgione et al. 2006). Posteriorment, s’ha
ampliat el nombre d’indrets del Mediterrani occidental afectats per P. mediterraneus,
trobant-se mitjancant hibridaci6 in situ a O. edulis al Golf de Manfredonia (sud d'ltalia)
i mitjancant PCR-RFLP a ostres i a M. varia d’Alacant (Ramilo et al. 2015).

La perkinsosis és una greu amenaca per als cultius de bivalves a tot el mon, amb
dramatiques consequéncies a molts indrets. Encara que es va trobar la preséncia de P.
mediterraneus a les nostres mostres, no es van registrar mortalitats, tot i que, I’any 2008
varem detectar una mortalitat anomala a M. varia al poligon de gabies de cultiu de les
instal-lacions del LIMIA, que finalment va estar associada a la manipulacié de les
romeres (Trut et al. 1994, Cano et al. 2011), malgrat que els individus mantinguts a
28°C tenien un elevat grau d’infeccio. Per tant, a les Illes Balears, la perkinsosi no
finalitza en mortalitats, tal i com succeeix amb altres especies de Perkinsus a Ruditapes
decussatus i Cerastoderma glaucum (Culurgione et al. 2006); amb P. olseni i P.
cheasapeaki a cloisses procedents de Franca (Arzul et al. 2012) i amb P. marinus a
Crassostrea corteziensis en Mexic (Escobedo-Fregoso et al. 2013).

La prevalenca de P. mediterraneus és semblant a la d’altres espécies de Perkinsus
(Dungan et al. 2002, Culurgioni et al. 2006, Park et al. 2006, Sabry et al. 2009, Da
Silva et al. 2013, Escobedo-Fregoso et al. 2013). La dinamica de la infeccio per
Perkinsus mediterraneus és similar a la de P. marinus en la badia de Chesapeake, amb
valors maxims de detecci6 del parasit a ostres al setembre i octubre, després del maxim
estival de temperatura, i regressioé de la infeccid a I’hivern (Ragone i Burreson 1994,
Burreson i Ragone Calvo 1996). La prevalenca és superior als individus amb més d’un
any d’exposicio al patogen (Andrews 1996, Burreson i Ragone Calvo 1996, Soniat
1996, Powell et al. 1997, Park et al. 1999, Park i Choi 2001, Villalba et al. 2005). En el
cas de C. gallina els individus recollits a la platja de s’ Arenal tenien una mida de 20,4 +

0,816 mm, fet que indica que la seva edat n’és aproximadament un any (Vizuete et al.
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1993). Aquesta és probablement la causa de la baixa prevalenca i grau d’infeccid

d’aquesta poblacio.

Perqué la histologia és poc sensible (OIE 2015), per a la deteccid rutinaria de les
infeccions de Perkinsus spp. a nivell de géenere als mol-luscs, és més adequat 1’assaig
RFTM. Per a la distincio diagnostica especifica de P. mediterraneus, se pot emprar
PCR-RFLP. Aquesta metodologia proporciona perfils de restricci6 compatibles amb P.
mediterraneus a totes les arees investigades i espécies de bivalves. La seqienciacié de
part de la regi6 rADN-ITS també és molt Gtil per al diagnostic molecular de les
diferents espécies de Perkinsus i les seves relacions filogenétiques (Brown et al. 2004,
Burreson et al. 2005, Casas et al. 2002a, Casas et al. 2004, Dungan i Reece 2006, Moss
et al. 2008, Sabry et al. 2009, Sanil et al. 2012). A aquesta tesi, ambdds metodes
mostraren la mateixa eficiéncia en la identificacié de P. mediterraneus. Tal com ja hem
indicat abans, la variabilitat genetica observada i les topologies dels arbres filogenetics,
mostren una estreta relacié entre totes les espécies de Perkinsus, encara que cada una
d’elles formen un grup monofilétic. Com també s'indica a la bibliografia, les seqtiencies
de la regid ITS suggereixen que P. mediterraneus s’agrupa estretament amb P.
honshuensis, P. olseni i P. marinus. P. qugwadi és el més divergent mentre que P.
chesapeaki i P. beihaiensis, que son les espécies més similars entre si, es troben
intermeédies (Casas et al. 2002b, Villalba et al. 2004, Moss et al. 2008).

Dins de les nostres mostres de P. mediterraneus hem trobat 12 haplotips, els quals
presenten una alta similitud genetica. Les diferencies es fan majors quan es varen
incloure les seqliencies de P. mediterraneus procedents de la bases de dades del
GenBank. Aquest augment de diferenciacié genetica podria indicar qualque tipus
d’aillament d’aquestes mostres, perd també hem de tenir en compte que Abollo et al.
(2006) varen incloure al GenBank 11 sequéncies a partir de 3 diferents cultius in vitro
de P. mediterraneus. Es possible que les condicions in vitro afavoriren la diferenciacio
genetica (Dungan et al. 2002). Tanmateix, aquestes diferencies genetiques estan dins del
rang de les variacions intraespecifiques observades dintre de les especies de Perkinsus
actualment acceptades (Moss et al. 2008). Hem de tenir en compte el cicle de vida
clonal tipic d’aquests parasits, que explicaria aquesta proximitat genetica com també

apareix a la literatura a altres especies com P. olseni (Vilas et al. 2011).

Els tres meétodes d’inferéncia filogenética emprats a aquest estudi, el TCS i els arbres NJ

i Bayesia, detecten en conjunt tres grups diferents en O. edulis de Menorca que es
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diferencien d’altres llinatges coespecifics. Les analisis recolzen aquesta diferenciacid
entre les poblacions de Menorca i Mallorca, la qual podria ser el resultat de diferents
factors, com la variabilitat ambiental, diferents dates de deteccid i localitats, el
moviment d’animals, I’activitat humana, etc, (Oliver et al. 1998, Bushek i Allen 1996,

Encomio et al. 2005), pero és dificil discernir la importancia de cada factor.

Perkinsus mediterraneus es va descobrir a partir de mostres d’ostres de Menorca i a
aquesta tesi s’ha ampliat el nombre d’espécies i localitats afectades per aquest parasit a
les Illes Balears. Noves recerques (Ramilo et al. 2015) han ampliat la distribucio de P.
mediterraneus a altres indrets del Mediterrani occidental: Manfredonia (Italia) i Santa
Pola (Alacant), les sequiéncies de les quals son compatibles amb els haplotips obtinguts
al nostre treball (en concret, HO3, HO4 i H06). També varen obtenir noves seqiiéncies
d’escopinyes gravades del port de Mao, entre les quals han aparegut tres nous haplotips,

resultat que creim que referma 1’aillament de les poblacions de I’illa de Menorca.

Al Mediterrani es troben tres espécies de Perkinsus: P. mediterraneus (Casas et al.
2004), P. olseni (Elandaloussi et al. 2009) i P. chesapeaki (Carrasco et al. 2004).
Malgrat que es coneix que es produeixen co-infeccions a I’escopinya gravada del port
de Ma6 (Ramilo et al. 2010) amb P. olseni i P. mediterraneus, no hem trobat cap cas a
les mostres estudiades, ni tampoc bivalves afectats per P. chesapeaki, espécie que s'ha

trobat al delta de I'Ebre recentment (Carrasco et al. 2103).

Per tant, considerant que estan descrites mortalitats causades per Perkinsus a diferents
indrets del mon i tenint en compte la intensitat de la seva prevalenga i grau d’infecci6 a
les poblacions de bivalves de les Illes Balears, hauria d’establir-se un programa

permanent de monitoratge d’aquesta malaltia.

Co-infeccio per M. refringens i P. mediterraneus.

Com ja s’ha citat abans, 1'any 2004 es va detectar una mortalitat anomala al banc natural
de Chamelea gallina de la platja de s'Arenal. Les analisis histologiques detectaren
infeccié per Marteilia refringens, encara que amb un grau d’infeccié molt baix, sols el
4,3%, confirmant-se 1’adscripcio del parasit mitjangant PCR niades i hibridacions in situ
(Lopez-Flores et al. 2008). Amb mostres de 1’octubre de 2008, mitjangant técniques
histologiques, varem trobar un organisme similar a Perkinsus, que posteriorment es va
confirmar com P. mediterraneus (Moss et al. 2008), pero no varem detectar co-infeccio
mitjancant tecniques histologiques amb M. refringens i P. mediterraneus.

140



Discussio general

La realitzacié de PCR amb encebadors especifics de I'I'TS per a Marteilia refringens en
rossellones d’aproximadament un any d’edat, obtingudes el juliol de 2009, varen
detectat la presencia de M. refringens en un 55,1% dels individus examinats, mentre que
la PCR amb encebadors especifics per I'I'TS per a P. mediterraneus no van detectar la

preséncia d'aquest darrer parasit a les mateixes rossellones.

Per tant, amb la PCR tampoc hem trobat co-infeccio de M. refringens i P.
mediterraneus. Aixi i tot, no podem descartar que les causes de I’elevada mortalitat es
puguin explicar per la preséncia simultania de P. mediterraneus i M. refringens en el
banc natural de C. gallina, perqué els individus son molt joves i possiblement ambdos
patogens estiguin a fases inicials d’infeccid. Pero tenint en compte que I’esporulacié de
M. refringens s’inicia quan la temperatura de 1’aigua és 17°C (mes de maig), que les
zoospores de P. mediterraneus apareixen més tard (setembre-octubre), i que la
mortalitat es detecta al juny-juliol, és més probable que la causa de la mortalitat sigui la

marteiliosis.
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10.

Conclusions

Tant les ostres com els musclos estan infectats per Marteilia refringens,

practicament durant tot I’any.

Les ostres i les escopinyes gravades estan infectades amb Perkinsus spp., mentre

que els musclos no estan parasitats.

Només es detecta Bucephalus haimeanus en ostres, Mytilicola intestinalis i
metacercaries de trematodes s’han trobat a musclo i ostra i sols s’han detectat

ciliats en digestiu d'ostra.

En general, l'estat sanitari dels mol-luscs bivalves estudiats és adequat. No
obstant aix0, la presencia de Marteilia refringens i Perkinsus spp. és una

amenagca pels bivalves.

La biocenosi dels fons arenosos litorals de la platja de Palma n'és la propia de

fons d'arenes fines, amb predominancia de I'espécie Chamelea gallina.

Les especies acompanyants més frequents sén: Rudicardium tuberculatum,
Astropecten jonhstoni, Mactra corallina, Pectunculus violacescens i Diogenes

pugilator.

La reduccid en la talla mitjana maxima al llarg de ’explotacié del banc de la
rossellona és una conseqiiéncia de ’extraccid dels individus de talla comercial,

que son els més vells de la poblacio.

L’exhauriment del banc de la rossellona es deu, probablement, a la interaccio
d’una seérie de factors com son la pesca, I’aport de sediments i nutrients
extraordinaria per les torrentades de 2001 i 2002, temperatures anormalment
elevades durant periodes prolongats als estius, que van afavorir el
desenvolupament d’un patogen (Marteilia refringens tipus O) present

naturalment al banc.

Les técniques histopatologiques van posar de manifest la preséncia d’un
organisme patogen. Per determinar I’espécie es va fer necessari utilitzar
tecniques moleculars, en concret, per la manca de material conservat en

condicions optimes, es va emprar PCR niada i hibridacié in situ.

L’us de la sonda Smart2, localitzada en el gen 18S ribosomal del parasit,

especifica a nivell del genere Marteilia permet adscriure el parasit a aquest
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génere, mentre que la sonda MT-1B/MT-2B marcada amb digoxigenina (Sonda
Marteilia-1GS) permet confirmar I’espécie.

Aquesta és la primera vegada que es detecta a Marteilia refringens afectant a

Chamelea gallina.

Perkinsus mediterraneus es troba present a totes les illes de 1’arxipé¢lag Balear,
infectant diferents especies de mol-luscs: Ostrea edulis, Venus verrucosa,
Mimachlamys varia, Chamelea gallina i Pinna nobilis. S’han detectat
hipnospores de Perkinsus spp. en Lima lima i Limaria inflata, encara que no

s’ha pogut adscriure a una especie en concret.

La infeccié per P. mediterraneus presenta una marcada estacionalitat, amb
relacio directa amb la temperatura, amb maxims d’infeccié entre setembre i

octubre.

S’han trobat 24 haplotips diferents. No s’ha pogut associar la infecci6 amb

Perkinsus mediterraneus a mortalitats.

No hem detectat co-infeccio de P. mediterraneus i P. olseni en Ostrea edulis,
Mimachlamys varia, Chamelea gallina i Pinna nobilis, encara que esta
documentada en Venus verrucosa. Tampoc bivalves afectats per P. chesapeaki,
espécie que s'ha trobat recentment al delta de I'Ebre.

Tampoc hem detectar co-infeccié de P. mediterraneus i M. refringens en les
mostres investigades de rossellona en aquest estudi, encara que ambdds parasits

es troben a les mostres.
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Annex fotografic
Annex fotogrdfic.

Es presenten les espécies citades al text de la tesi, ordenades alfabéticament.
Totes les fotografies son de 1’autor, excepte:

Lopistobranchia.myspecies/info
?Paula Lightfoot Flicr.com

3 datuopinion.com

* el rincon del malacologo.com

> www.natgeocreative.com

° Elvira Alvarez

" surfcastingcadiz.mforos.com

8 Vladim, naturamediterraneo.com

% Jose Sanchez flicr.com

10 Robert Patzner maestropescador.com

Arca noae - Peu de cabrit Ariosoma balearicum
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Astropecten bispinosus

Astropecten Johnstonl -
10 11 wwuuuwan’ 22 23 28

Astropecten spinulosus

| Bothus podas

Buccinulum corneum

Callista chione Cerastoderma edule — Escopinya de gallet
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Dasyatis sp

Dosinia lupinus

Echinocardium mediterraneum Ensis minor
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Hexaplex trunculus - Corn de tap

Holothuria sp.

.rm ,’v"

Laevicardium crassum Leptosynastra inhaerens
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Mimachlamys varia - Romera Mullus surmuletus
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~Naticarius cruentatum Octopus vulgaris

Ophlura ophlura

Ostrea edulis - Ostra plana * Pandora inaequivalvis
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T

BNVl /) k)
acentrotus lividus

Rudicardium tuberculatum - Corruco
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Sipunculus nudus

Solea sp. Sphaeronassa mutabilis

Spisula subtruncata

Squilla mantis ® Tellina incarnata
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Tellina nitida Tellina planata

Thais haemastoma ° Trachinus draco *°

Venerupis sp Venus verrucosa - Escopinya gravada
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Seqiiencies obtingudes.

Marteilia refringens.

AM?292652:

cgatcgagta
tatcgaagtt
ttctgcaaac
gctgacaaga
tgttgtgcca
tgcgtgtggt

agtgcatgca
gtgggtgcgc
acgttcgatc
tcacccggac
tagctggctg
tcacgagtcg

caactcgaca
ccggtgcgaa
gtggctgcct
acccgccgac
ctcgtgtggce
aatagagtcc

Perkinsus mediterraneus.

HO1:
KJ569310.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

HO2:

KJ569311.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gccccteccga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcete
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaagcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtatcaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

accgacaaat
tcttccaacc
atatttccag
tttctcaagc
acttcgagtg
tatgtggaaa

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttcecce
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttece
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

ccaatgctcc
tctcteceegt
tcggtagatt
ggcacgcgat
ctatgcatca
ggctacggtc

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctattcc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttt
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

Seqliéncies obtingudes

tcgaaggggc
atctaccggc
cgggacgacg
caacagggta
gcagcagcca
gtagtggcg

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt
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Seqliéncies obtingudes

HO03:

KJ569312,
KJ569321,
KJ569330,
KJ569343,

KJ569313,
KJ569322,
KJ569332,
KJ569345,

KJ569314,
KJ569324,
KJ569333,
KJ569346,

KJ569315,
KJ569326,
KJ569335,
KJ569348,

KJ569317,
KJ569327,
KJ569336,
KJ569351,

KJ569319,
KJ569328,
KJ569340,
KJ569353,

KJ569320,
KJ569329,
KJ569341,
KJ569355,

KJ569358,

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

HO04:

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcectce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggce
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

KJ569316, KJ569334.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctectttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

HO5:

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcectce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

KJ569318, KJ569347.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gccccteccga
gttgtggtga
aatcttgata

184

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgc
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtatcaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgce
tcttcttcecce
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttecce
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttcecce
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc

KJ569359, nacra (sense enviar al GenBank).

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcecc
aatctattcc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgceg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt



atatatcata

HO06:

gcacgcttgt

KJ569323, KJ569338.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

HO7:
KJ569325.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

HO08:

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcagge
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tgtcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgc
atcccgcttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttceccece
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcatgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttcecce
ggttgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcecc
aatctattcc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

KJ569331, KJ569342, KJ569344, KJ569349, KJ569360.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcectce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaagcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcecttece
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

Seqliéncies obtingudes

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtc
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt
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Seqliéncies obtingudes

HO09:

KJ569337, KJ569350.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gccccteccga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

H10:

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaagcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgc
atcccgcecttg
gtatcaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

KJ569339, KJ569354, KJ569356.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

H11:

KJ569352.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gcccctecga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata
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cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcete
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcectce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaggcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgce
atcccgcecttg
gtatcaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttceccece
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttcecce
ggctgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcatgcgttc
catggcaatt

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcecttece
ggttgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctattcc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt
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KJ569357.

cccacctgag
agtcacagta
aacgatggat
cgatttgcag
ttcctetttg
aacgcaactc
gtgcgcttgt
gccccteccga
gttgtggtga
aatcttgata
atatatcata

cgccttaacc
tccaaatcct
gcctcggcetce
aattccgtga
tacatacata
aatgctttgt
gaaagcaggc
aaggaggatt
tatcacgtgt
aatgcagaga
gcacgcttgt

ggtttgcttc
ttttggattt
gagaatcgat
accagtagaa
tcagtgtcgc
atcccgcecttg
gtattaattt
gcgcctgtga
tccttgatca
agtgtttgga
cggtttgcac

gggtgattat
tggtatttca
gaaggacgca
atctcaacgc
tcttcttceccece
ggttgactct
gcaaggctat
gcatctttgg
cgcgattctt
tcacgcgttc
catggcaatt

ctcctatgaa
aaacgaaatt
gcgaagtgcg
atactgcaca
gatacaaaca
cttttgagcc
aatctatttc
atgctcgcaa
ctcttcaacg
agtctggtcg
tgt

Seqliéncies obtingudes

ccattgtact
ccaaactctc
ataagcactg
aaggggatct
ttttgttgtt
agttcgttat
atagtttgta
actcgactgt
cattatgtca
cgagatagtt
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