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Introduccion 3

La acuicultura y el rodaballo

La acuicultura

La acuicultura marina experimentd un auge importante a partir de los afios
70, en los que las capturas anuales de peces procedentes de la pesca parecian
estancarse alrededor de los 55-65 millones de toneladas.

En la actualidad es una actividad en rdpido y constante desarrollo. En el
caso de los peces, en particular, la produccion y el ritmo de crecimiento de éstos
son impresionantes, debido a que las tecnologias de engorde son conocidas y
transferibles facilmente entre las diferentes especies, por lo que una vez que se
logra la produccion de alevines, el desarrollo de los engordes es rapido.

Galicia es una de las regiones europeas que presenta un sector pesquero
relevante, el cual constituye un gran motor econdémico y una parte muy importante
de su tejido social, industrial y financiero. Como consecuencia de la presion
internacional sobre la actividad pesquera de nuestro pais, la acuicultura marina
cobrdé un interés especial, siendo especialmente potenciada a través de las
administraciones espafiola y europea, representando en la actualidad,
concretamente en nuestra comunidad auténoma, uno de los principales pilares de
su politica pesquera.

En Galicia se conjugan dos aspectos fundamentales para el desarrollo de
los cultivos marinos: por una parte, la existencia de un importante mercado
tradicional de pescado fresco que facilita en gran manera la distribucion del
producto, y por otra, la superficie litoral que queda por desarrollar, que se
caracteriza por unas aguas limpias poco industrializadas con unas comunidades
pesqueras que pueden desarrollar estos cultivos.

Por todo ello, en Galicia, desde el punto de vista economico y empresarial,

el sector de los cultivos de peces es uno de los mas dinamicos y en expansion,
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participando en ¢él reconocidas empresas nacionales e internacionales, ademas de

grandes entidades financieras.

Biologia del rodaballo

El rodaballo Psetta maxima (L.) es un pez teledsteo que pertenece al orden
Pleuronectiformes y a la familia Scophthalmidae. Se caracteriza por tener un
cuerpo casi circular y carente de escamas, pero provisto de numerosos tubérculos
0seos. Los radios anteriores de la aleta dorsal estdn poco ramificados y no se
prolongan fuera de la membrana de la aleta. La aleta dorsal estd provista de 57-80
radios y la anal de 43-58 radios. Ambas presentan un perfil externo anguloso y al
estar desplegadas dan una forma romboide al contorno corporal (Figuras 1A, B, C).

La mandibula inferior ocupa una posiciéon oblicua, asi como la abertura
bucal, de modo que su extremo anterior esta adelantado respecto a la mandibula
superior (Figuras 1A, B). La rama inferior del primer arco branquial presenta de 10
a 12 branquispinas.

La cara superior esta pigmentada y presenta un color variable, adaptandose
al fondo en el que se encuentra (Figura 1C), pero en general es pardo o gris con
numerosas manchas, normalmente pequefias y redondas, en los flancos y las
membranas de las aletas (Figura 1A). Alcanza una talla maxima de 90-100 cm

(aproximadamente 12 kg).

Figura 1. Caras superior (A) e inferior (B) del rodaballo. (C) Rodaballo adaptandose al fondo sobre
el que se encuentra.
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Presenta una amplia distribucién, pudiendo localizarse a lo largo de las
costas atlanticas europeas, incluyendo el Mar Baltico y el Mar del Norte, en las
costas de Islandia y Escandinavia, y en areas que van desde Marruecos, penetrando
en el Mediterraneo, hasta el Mar Negro. Habita principalmente en fondos arenosos
(aunque también se encuentra en fondos rocosos), generalmente en aguas poco
profundas, pudiendo localizarse también hasta profundidades de 100-125 m.
Permanece en aguas someras en primavera y verano, descendiendo a mayor
profundidad al llegar el invierno.

En su dieta se encuentran pequefios crustaceos y bivalvos durante la fase
juvenil, cambiando a ingerir exclusivamente peces a partir de los 10-15 c¢cm de
longitud.

En cuanto a su reproduccion, el rodaballo no presenta diferenciacion sexual
externa, y alcanza la madurez sexual durante su quinto afio de vida. Posee un
patrén de reproduccion ciclico, caracterizado por un desarrollo gonadal masivo,
con cambios morfoldgicos de color y volumen, siendo significativos en los ovarios
antes de la expulsion de los gametos. Su periodo de puesta se produce en primavera
(entre abril y julio) y la fecundidad se estima entre 5 x 10° y 10° ovocitos/kg de
peso. Los huevos son pelagicos y miden de 0.9 a 1.2 mm. Tras la eclosion, las
larvas pelagicas y simétricas de 2.1-2.8 mm se alimentan de presas vivas
(zooplancton), permaneciendo en esta fase unos 60 dias a 16 °C (principios de
verano). Al finalizar esta etapa sufren una metamorfosis, desarrollando la asimetria

y haciéndose bentonicas.

Cultivo del rodaballo

El cultivo del rodaballo estuvo olvidado durante mas de cincuenta afios.
Fueron los trabajos de Shelbourne y Nash (1966) y Shelbourne (1968) con la solla

(Pleuronectes platessa) y el lenguado (Solea solea), junto con los resultados
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obtenidos por Purdon y col. (1972) en el engorde del rodaballo en densidades
elevadas los que dieron un impulso definitivo a su cultivo.

El rodaballo es un pez de ficil mantenimiento, que no sufre dafios en el
manejo y se puede cultivar en grandes densidades. No es agresivo ni presenta
problemas de jerarquia. En general, una vez superada la metamorfosis, el rodaballo
posee excelentes cualidades para ser cultivado. La fragil naturaleza de las larvas se
ve sin embargo compensada por una alta tasa de fecundidad.

El ciclo del cultivo estd directamente relacionado con la temperatura,
principal responsable de la determinacion del tiempo necesario para que el
rodaballo alcance la talla comercial (ver Figura 2).

En el caso particular de Galicia, esta zona retune las condiciones optimas
para el cultivo del rodaballo a escala industrial. La particularidad de las
caracteristicas del agua en cuanto a temperatura y calidad de nuestro litoral, unida a
la facilidad de distribucion e introduccion en el mercado nacional y comunitario de
los productos derivados de la pesca y de la acuicultura, dotan a Galicia de una
situacion unica para el cultivo de esta especie.

El cultivo del rodaballo se inici6 en Galicia al final de la década de los
setenta, fecha en la que se realizaron las primeras experiencias de cria larvaria.
Simultaneamente, se iniciaron las primeras investigaciones sobre el engorde con
alevines salvajes capturados en el mar. Posteriormente, en los afios ochenta, estas
experiencias continuaron en colaboracién con centros de investigacion gallegos.
Dichos ensayos demostraron que el rodaballo en condiciones de cultivo presentaba
un crecimiento rapido, un buen indice de conversion, toleraba densidades de cria
elevadas y mostraba una relativa gran resistencia a las enfermedades (Iglesias,
1994).

Tras una etapa inicial de incertidumbre por el riesgo que conllevaba el
inicio de una nueva actividad, el maximo desarrollo del cultivo de rodaballo en

Europa se alcanzo6 en Espaia, principalmente en las costas de Galicia.
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Desde la implantacion de su cultivo, la produccion ha seguido un proceso
de expansion desde las aproximadamente 100 Tm en 1984 hasta las 800 Tm en
1990 y las 3.347 Tm en 2000. Hoy en dia, las instalaciones existentes en Espaia
tienen una capacidad de produccion de 5.815 Tm/afio (produccion en 2006), de las
que el 92% corresponde a la capacidad de produccion de Galicia, y una prevision
para el afio 2007 de 5.975 Tm, manteniéndose el porcentaje de producciéon en
Galicia en el 92%. Es previsible que estas cifras se incrementen en ailos posteriores

(Informe Apromar, 2007).

il

. "
o g
Reproductores -] Tamao comereial
2-4 afos de edad If!:r:n 1.52kg
e é‘ !
el - ——
s e Alimento secai |
AR - Dicta IO I‘u'u,"l 5 T 18-20 meses
P, S A : -
b . i i
L : S B ity
A P 1
o Q Soens - | Lo
Extraccion de gametos ; ~
Espermg— ;@‘f—‘ Hevos Caplura ~_ |/
2 s N \L_,"‘-'»' 0.9-1.2 mm Engorda {tangues, jaulas)
16-18°C
Incubacion: 14°C, 5 dias ."\|Illll‘n11;__1
<5000 huevos/] Metanauplio o f:—luu_l-'
o - MNauplio B i -6 meses
f—'? Raotifero A p‘ ‘_«?Lﬁ:; f ‘»—j
1 P i f
" " AR i o
_5-.}__,»l| ~‘__:;| 7 ]

Inicio alimentacion @
5-10g
il / Criadora

16-18°C

-—

| b
e — g — i

Larva 2.7-3.1 mm

Cultivo de larvas: 18-20°C, 00 dins

Figura 2. Ciclo de produccion del rodaballo en acuicultura. Fuente: FAO.
No obstante, existen algunos problemas que pueden producirse durante el

proceso de cultivo. Uno de los problemas, que limita drasticamente su crecimiento

y productividad, es el zoosanitario. El cultivo intensivo de peces altera su
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ecofisiologia y favorece enormemente la aparicion de organismos parasitos que
pueden ocasionar importantes enfermedades, presentando, en ocasiones, un
desarrollo epizootico. Algunos parasitos pueden provocar patologias muy graves
asociadas con una elevada mortalidad en los cultivos (fundamentalmente especies
de protozoos). Sin embargo, lo mas usual es que los organismos parasitos se
mantengan cronicamente entre las especies de peces ocasionando un considerable
retraso en el crecimiento y alteraciones en el aspecto morfologico que influyen

negativamente en su posterior valor comercial.

Principales enfermedades

Los rodaballos pueden sufrir enfermedades virales, bacterianas y
parasitarias.

Los virus que afectan al rodaballo son, por ejemplo, el nodavirus, el virus
de la septicemia hemorragica, el megalocitivirus y el rhabdovirus (Johansen y col.,
2004; Nishizawa y col., 2006; Oh y col., 2006; Zhang y col., 2007).

Dentro de las bacterias causantes de infecciones encontramos, por
ejemplo, Vibrio pelagius, Aeromonas salmonicida, Edwarsiella tarda, Listonella
anguillarum, y Tenacibaculum maritimum y especies relacionadas (Villamil y col.,
2003b; Bjornsdottir y col., 2005; Padrds y col., 2006; Qin y col., 2006; Pifieiro-
Vidal y col., 2007).

Los rodaballos pueden verse afectados por numerosos parasitos que les

causan enfermedades:

Amebas
Neoparamoeba sp., que son parasitos epizoicos que causan la enfermedad
amebiana de las branquias produciendo dificultad y dafio respiratorio. En el

rodaballo, aparte de Neoparamoeba pemaquidensis, debe ser tenida en
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consideracion la especie intimamente relacionada Neoparamoeba aestuarina, asi

como una supuesta tercera especie de Neoparamoeba (Fiala y Dykova, 2003).

Microsporidios

Son parasitos intracelulares obligados que provocan afecciones musculares
y digestivas, y producen retraso en el crecimiento. En el caso de Tetramicra
brevifilum las consecuencias no son inmediatas mientras se desarrolla la
enfermedad, porque el crecimiento del pardsito es lento, pero puede llegar a
producir mortalidades masivas (Fernandez-Puentes y col., 1991; Estévez y col.,

1992; Leiro y col., 2001, 2002b).

Mixosporidios

Este es el caso del endoparasito Enteromyxum scophthalmi, agente
causante de enteritis severa, degradacion del epitelio, hemorragias e inflamacion
del intestino (Palenzuela y col., 2002; Quiroga y col., 2006; Bermudez y col.,
2007).

Criptosporidios

Producen la distension de las células epiteliales por la presencia de
grandes vacuolas, conteniendo grupos de ooquistes, y pueden llevar a la separacion
de la mucosa intestinal, como sucede en el caso de Cryptosporidium scophthalmi.

(Alvarez-Pellitero y col., 2004b).

Ciliados

Cabe citar a Trichodina sp., que dependiendo de la intensidad de
parasitacion puede causar hipersensibilidad o astenia, pérdida del apetito,
ulceraciones cutaneas o branquiales, y mortalidades (Devesa, 1996). También los

escuticociliados pueden parasitar al rodaballo, causando encefalitis, licuacion
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cerebral, ulceras y hemorragias en la piel y las aletas, necrosis branquial, etc., y
finalmente la muerte del pez (Dykova y Figueras, 1994; Sterud y col., 2000; Ramos
y col., 2007).

Cestodos
Bothriocephalus scorpii, que en infestaciones masivas provoca apatia y una

degeneracion fisica progresiva del rodaballo (Sanmartin y col., 1989).

Biologia de los ciliados

Subphylum Ciliophora (Doflein, 1901). Anteriormente fue denominado
Ciliata (Perty, 1852) e Infusoria (Biitschli, 1887). En la actualidad se conocen mas
de 8.000 especies. Adl y col. (2007) han estimado un numero potencial de especies
de 30.000, para lo que se basan en el numero de secuencias de ADN desconocidas
en las muestras medioambientales. Los principales caracteres comunes de este

grupo residen en sus organizaciones morfoldgicas y en sus ciclos bioldgicos.

Caracteristicas generales

Se caracterizan por la presencia de unas estructuras filiformes denominadas

cilios que pueden rodear toda la célula o parte de ella (Figura 3).

Figura 3. Imagen de la ciliatura y del macronucleo de Tetrahymena.
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Aparte de la presencia de estos numerosos cilios, las caracteristicas

generales de los ciliados pueden reducirse a tres rasgos:

* La estructura de la corteza

* Presentan dualismo nuclear

* Se reproducen sexualmente mediante conjugacion.

Basandonos s6lo en esta combinacion de caracteristicas, pueden definirse

los ciliados como un taxén monofilético.

Estructura de la corteza

La corteza es una porcion especializada de la célula que estd en contacto
con el ambiente por una parte y con el citoplasma por otra. Muestra una
organizacion compleja, y todos sus elementos membranosos, filamentosos y
microtubulares juegan un papel importante, siendo responsables de la relativa
constancia en la forma de los individuos. Tiene un grosor total que varia de uno a
varios micrometros y comprende dos componentes: (a) la pelicula y (b) la
infraciliatura. La corteza puede presentar también otros elementos estructurales.

A la pelicula pertenecen la membrana celular (plasmalema) y también, en
algunos casos, un perilema adicional como componente extracelular (Modeo y col.,
2003; Song, 2005). Esta pelicula queda delimitada por un sistema de membranas
que comprende la membrana plasmatica (o externa o limitante), una membrana
alveolar externa y una membrana alveolar interna (Chapman y Kern, 1983; Fyda y
col., 2006) (Figura 4). Un sistema de alvéolos (vacuolas alveolares) se encuentra
localizado directamente bajo el plasmalema, jugando un importante papel en el
intercambio i6nico y en la estabilidad de la corteza (Paulin y col., 1996). Préximas
a los cilios se encuentran unas invaginaciones dominadas sacos parasomales que se
disponen regularmente y representan lugares de actividad endocitica (Allen y col.,

1992; Elde y col., 2005).
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Seccion
transversal de un
cilio

Figura 4. Esquema representando estructuras que forman parte de la corteza de los ciliados

La pelicula, en el sentido mas amplio, incluye una capa proteinica llamada
epiplasma debajo de las vacuolas alveolares, y franjas longitudinales de
microtabulos citoesqueléticos que corren paralelos al epiplasma (microtubulos
supra y subepiplasmicos) (Paulin, 1996). Ambos componentes tienen posiblemente
una funcion de estabilizacion, asi como jugar un papel en la morfogénesis de la
corteza (Adoutte y Fleury, 1996).

Los constituyentes fundamentales de la infraciliatura son las cinétidas.
Estan formadas por uno o dos cuerpos basales o cinetosomas (nueve grupos de
tripletes de microtibulos dispuestos en forma de rueda de carro), los cilios que
surgen de ellos, y las fibrillas y los microtibulos asociados a la base del
cinetosoma. Pueden presentarse combinados como componentes individuales,
dobles o multiples, de ahi las monocinétidas y las dicinétidas somaticas, y las
policinétidas orales. No es necesario para cada cinetosoma tener su propio cilio.
Las estructuras asociadas a la base del cinetosoma comprenden una fibrilla
cinetodesmal dirigida sobre todo anteriormente compuesta de subunidades
filamentosas, asi como dos cinturones de microtubulos que corren o como
microtibulos transversos al lateral del ciliado o como microtibulos postciliares

oblicuamente al extremo posterior de la célula (Paulin, 1996).
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Los cinetosomas estdn conectados frecuentemente a otros mediante
cinturones microtubulares basales (subcinetal), por microtibulos postciliares y por
fibrillas cinetodesmales, lo que permite una exacta orientacion longitudinal de los
cinetosomas y de los cilios cuando éstos estan presentes. De este modo, los cilios
somaticos que sirven para la locomocion estan dispuestos en hileras longitudinales
llamadas cinetias (Paulin, 1996) (Figura 4). Este patron regular esta interrumpido
solo en la region oral por las cinetias periorales. Los cilios pueden formar cirros,
que son complejos formados por numerosos cilios estrechamente relacionados
entre si que funcionan como una unidad, y membranelas, que son organulos ciliares
dispuestos en serie. Los cirros sirven como extremidad para sus desplazamientos y
las membranelas esencialmente para el arremolinamiento de las particulas de
alimento (Banchetti y Erra, 2003; Wilks y Sleigh, 2004).

La corteza contiene otros organulos, principalmente extrusomas (Figura 4)
y fibrillas contractiles (mionemas), pero también mitocondrias, cisternas del
reticulo endoplasmatico y diversos tipos de vesiculas (Kurz y Tiedtke, 1993;
Maloney y col., 2005; Fyda y col., 2006; Vd’a¢ny, 2007). La gran organizacion de
la estructura de la corteza no influye en su contractilidad, pero afecta generalmente
al intercambio con el medioambiente. En la cara ventral de muchos ciliados existe
un espacio bastante grande en el patron cortical denominado sutura que estd
reservado para importar y exportar sustancias. En esta region, los ciliados tienen un
conducto o surco oral profundamente invaginado (Figura 5), el fondo del cual esta
envuelto en la fagocitosis y en la formacion de las vacuolas fagociticas. De modo
similar, existen aqui también diferentes complejos estructurales para eventos
exociticos que implican la fusién de las membranas vacuolares con el plasmalema:
un citoprocto o citopigio para la expulsion de los residuos degradados de comida, y
uno o mas poros para la eliminacion de los contenidos fluidos de las vacuolas

contractiles (Grim, 2006; Long y col., 2007) (Figura 5). La especial arquitectura de
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la corteza también influye en el modo de dividirse en la medida en que el plano de

fision corre normalmente perpendicular a la direccion de las cinetias.

Vacuola
contréctil
Macronticleo
Microniicleos
Sureo oral
Vacuola
alimenticia
Cavidad
bucal
Vacucla
alimenticia
Poro anal
Vacuola
contractil

Figura 5. Dibujo donde se muestran diversos componentes de los ciliados.

La complejidad de la organizacion de la corteza puede observarse a nivel
de microscopia optica con ayuda de ciertas impregnaciones con plata. Aunque no
estd siempre claro qué elementos de la pelicula o de las estructuras de las cinétidas
son realmente visualizadas por estas técnicas, los resultados son reproducibles y
especificos de cada especie, por lo que este analisis de la linea de plata es un
método fiable que se sigue empleando en la actualidad para hacer investigaciones
sistematicas y morfogenéticas (Lin y col., 2007; Shao y col., 2007). Sin embargo,
para observar la complejidad total de la corteza es necesario el analisis de cortes
seriados ultrafinos con microscopia electronica de transmision, gracias a la cual
puede observarse con gran detalle y precision su estructura (Cameron y col., 2002;

Kornilova y col., 2006; Modeo y col., 2006).
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Dimorfismo nuclear

Otro caracter relevante de los ciliados es su condicion de heterocariontes,
presentando uno o mas nucleos somaticos (macronucleo) y también uno o varios
nucleos generativos (micronucleo) (Figura 5). Los micronucleos permanecen
relativamente pequefios mientras que los macrontcleos son mucho mas grandes y
polimorficos (Raikov y Kovaleva, 1990; Katz, 2001; Vd’a¢ny, 2007). Los
macronucleos contienen un genoma incompleto del ciliado y es donde se produce
la sintesis del ARN, siendo los responsables del metabolismo normal de la célula.
Los microntucleos, sin embargo, son los lugares de almacenamiento (contienen el
genoma completo del ciliado) y recombinacion del material genético, pero no estan
envueltos en el mantenimiento y la regulacion de las funciones celulares. Esto esta
sustentado por la existencia de especies sin micronucleo (Kaney y Speare, 1985).
Sélo los microntcleos realizan una division mitotica o meiodtica regular, durante la
que se forma un huso intranuclear. Para la cariocinesis de los macronucleos, sin
embargo, los mecanismos de separacidon no involucran la participacion de husos y
no esta completamente entendida. Durante la fase de reproduccion sexual, los
macrontcleos normalmente sufren una degeneracion y posteriormente son

restablecidos desde los micronticleos modificados (Katz, 2001).

Conjugacion

En los ciliados, el proceso sexual viene definido por este fenomeno, en el
que dos organismos de la misma especie se fusionan parcialmente entre si (Figura
6) y comienza una serie de procesos: (1) la meiosis de los micronticleos, (2) la
produccion de uno o mas pronticleos haploides en cada célula que interviene en el
proceso (conjugante), (3) la transferencia del prontcleo desde uno de los
conjugantes al otro, (4) la fusion de dos prontcleos en un nticleo cigbtico
(sincarion), (5) uno o mas ciclos de mitosis del nucleo cigotico, (6) la

diferenciacion de los productos de estas mitosis en el nuevo micronucleo y en el
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nuevo macrontcleo, (7) la eliminacion del viejo macronucleo, (8) la separacion o la
fusion completa de las células unidas y (9) la reorganizacion de las estructuras
corticales. Mediante estos procesos, los individuos viejos son reemplazados por
otros nuevos (Miyake, 1996; Katz, 2001).

La conjugacion puede producirse entre células similares morfologicamente
(conjugacion isomorfa) o entre dos células con diferente estructura o tamafio
(conjugacion anisomorfa). También puede clasificarse en funcion de si el proceso
da lugar a dos cigotos (bicigotica o temporal o parcial) o a un solo cigoto
(monocigotica). En la primera, las dos células implicadas en el proceso se separan
dando lugar a dos células, mientras que en la segunda las células se fusionan
completamente dando lugar a una sola célula o se separan produciendo una célula
grande que continua su desarrollo y una pequefia que degenera. El ciclo de la
conjugacion se cierra cuando las células resultantes del proceso o sus descendientes
(producidos por fisién binaria) conjugan nuevamente. La conjugacion isomorfa

bicigoética es la mas comun (Miyake, 1996).

Figura 6. Ciliados en conjugacion (izquierda) y dividiéndose mediante biparticion (derecha).

Morfogénesis

Muchos ciliados pueden cambiar su estructura en respuesta a sefiales

externas y/o internas. Cuando estos cambios estan acompafiados por una
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reabsorcion y/o una construccion de partes nuevas de los organismos o de nuevos
organulos, el proceso se denomina generalmente morfogénesis. Los ciliados
pueden sufrir (a) cambios facultativos en su morfologia y (b) cambios ciclicos en

su morfologia.

Cambios facultativos en su morfologia

Estas variaciones pueden ser causadas principalmente por factores externos
(por ejemplo, salinidad, temperatura, pH del medio, suministro de alimento,
defensa frente a predadores, exposicion a contaminantes como los metales
pesados). Los cambios facultativos pueden incluir la formacion de quistes, la
adopcion de diferentes morfologias (polimorfismo), etc.

Los quistes normalmente son estadios inactivos que presentan paredes
gruesas y altamente resistentes constituidas por varias capas (Gutiérrez y col.,
2003; Foissner y col., 2005; Foissner y col., 2007). El proceso de enquistamiento
(criptobiosis) en protozoos ciliados es dependiente de la biosintesis de ARN, de
proteinas y de la glucosilacion de las proteinas (Benitez y col., 1991; Benitez y
Gutiérrez, 1997; Gutiérrez y col., 2003). También sabemos que los principales
constituyentes macromoleculares de las paredes quisticas de los ciliados son los
carbohidratos (a menudo en forma de quitina), las proteinas, las glucoproteinas y
los polisacaridos (Mulisch, 1993; Calvo y col., 2003; Gutiérrez y col., 2003). El
enquistamiento implica normalmente cambios morfoldgicos y fisiologicos
drésticos como, por ejemplo, una deshidratacion citosoélica, una disminucion del
volumen celular, una alta actividad autofagica y cambios macronucleares
(Gutiérrez y col., 2001; Diaz y col., 2003; Martin-Gonzalez y col., 2005).

En el polimorfismo, ciliados de las mismas especies pueden adoptar
diferentes morfologias (morfotipos); se dice que son polimorficos. Un caso de
polimorfismo lo representa Tetrahymena vorax, que cambia de la forma

microstoma a la forma macrostoma en presencia de Tetrahymena thermophila para
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alimentarse de ella. El estimulo que desencadena esta diferenciacion en 7. vorax es
un complejo de hierro y catabolitos de &cidos nucleicos llamado estomatina
(Grenlien y col., 2002). En Tetrahymena pyriformis, por ejemplo, se produce la
disminucion del tamafio celular, la reduccion de su volumen interno y la variacion
de la forma celular en presencia de contaminantes metalicos (Mountassif y col.,
2007). Una vez que las condiciones vuelven a ser las habituales (alimento,
ambiente, etc.), la célula revierte a su tamafio normal. Otros cambios morfologicos
que sufren diversas especies de ciliados se producen en presencia de ciertos
predadores, de modo que aumentan su tamafio y modifican su corteza celular
formando unas extensiones laterales con forma de alas y salientes dorsales para
evitar su ingestion por parte de los mismos, como es el caso del ciliado Euplotes
octocarinatus en presencia del ciliado Lembadion lucens (Kuhlmann y Heckmann,
1985), o que se acortan y engrosan para dificultar la ingesta por parte del predador,
como es el caso del himenostomado Colpidium kleini en presencia de Lembadion
bullinum (Fyda y col., 2006). En base a diversos estudios, la modificacion del
citoesqueleto esta inducida por sustancias secretadas por los predadores (Jerka-

Dziadosz y col., 1987; Wicklow, 1997).

Cambios ciclicos en su morfologia

Existen varios tipos de ciliados que adquieren diversas formas corporales
durante su ciclo biologico, y estas variaciones suelen estar asociadas con cambios
de habitos, como pueden ser vivir fuera del hospedador, invadir células
hospedadoras, proteccion frente a la respuesta inmunitaria del hospedador, etc.
Cada una de estas fases se define normalmente con términos especificos (trofonte,
tomonte, tomite, teronte). Un ejemplo de estos cambios ciclicos lo tenemos en el
ciliado parésito de peces de agua dulce Ichthyophthirius multifiliis, que infecta a la
anguila europea (Anguilla anguilla) (Aguilar y col., 2005, Aguilar, 2006), a la

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Jergensen y Buchmann, 2007), a la carpa
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comun (Cyprinus carpio) (Gonzélez y col., 2007a, b), entre otros. El trofonte reside
y se alimenta en el epitelio de la piel y las branquias del hospedador donde crece
pero no se reproduce. Una vez que deja de alimentarse, da lugar al tomonte que
abandona el hospedador y eventualmente forma un quiste reproductivo donde se
producen repetidas divisiones, originando los tomites (pueden variar entre 50 y
unos pocos cientos). Estos maduran antes de su salida del quiste, originando las
formas infectivas (terontes) que nadan en busqueda de otro pez en el que penetran a
través del mucus y del epitelio, donde se transforman nuevamente en trofontes

(Dickerson, 2006).

Division celular de los ciliados

Tipos de division celular

La division de los ciliados puede producirse mediante fision binaria, fision
multiple y gemacion.

La fision binaria es la forma mas comun de reproduccion en los ciliados.
Se produce cuando la célula madre da lugar a dos células hijas iguales, para lo que
todos los organulos deben duplicarse antes o durante la divisién, y repartirse
igualmente entre los dos productos de la division, lo mismo que se sintetizan los
precursores de las estructuras corticales, del aparato mitdtico y de los dos nucleos
(Paulin, 1996). En general, se dividen perpendicularmente a su eje longitudinal
(Figura 6), originando una célula desde la parte anterior (proter) y otra desde la
posterior (opiste). En la separacion de las células (citocinesis) intervienen
elementos contractiles que estan situados en un area con forma de anillo bajo el
surco de fision (Hirono y col., 1987; Numata y Gonda, 2001; Hosein y col., 2003).
El Ca>"y la calmodulina parecen estar envueltos en la determinacién del plano de
division (Gonda y Numata, 2002). La separacion nuclear (cariocineris) sucede

durante el curso de la citocinesis.
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La fisiéon multiple da lugar a una rapida produccion de un gran nimero de
células. Los ciclos biologicos de diversos ciliados incluyen una forma de
reproduccion conocida como palintomia, experimentando una serie de divisiones
consecutivas sin producirse fases de crecimiento, como por ejemplo el
himenostomado Ophryoglena hemophaga (Molloy y col., 2005).

La gemacion es un tipo de reproduccion en la que el citoplasma se divide
en dos partes de tamafio muy desigual, la menor de las cuales se conoce con el
nombre de yema. Puede ser simple, cuando sélo se produce una yema, o multiple,
cuando aparecen varias; también pueden aparecer cadenas de ciliados unidos entre
si, resultado de diferentes procesos de gemacion. Segin el lugar en el que se
producen las yemas, la gemacion se clasifica en dos clases: exdgena y endogena.
La gemacion exogena, que se produce en muchos ciliados de las subclases Suctoria
y Chonotrichia, implica la formacion de una protuberancia externa de la célula
parental de la que posteriormente se separa la progenie (Corliss, 1979;
Snoeyenbos-West y col., 2004). También hay procesos de gemaciéon enddgena en
miembros de Suctoria, como en la especie Acineta arcachoniensis, donde una o
varias células hijas mas pequefias se desarrollan dentro de la célula madre en una

bolsa interna de la progenie (Fernandez-Leborans y Tato-Porto, 2000).

Control de la division celular

La morfogénesis en los ciliados esta fuertemente asociada con el ciclo
celular puesto que cerca del final de éste, los ciliados entran irreversiblemente en la
division celular, produciéndose modificaciones del citoesqueleto por la separacion
de los organulos, la morfogénesis de la corteza y la citocinesis (Adl y Berger, 1996;
Berger, 2001). Los procesos basicos del ciclo celular de las células eucariotas,
como son la replicacion del ADN, la mitosis y la citocinesis, son desencadenados
por un sistema de control central del ciclo celular. Este es un dispositivo

bioquimico que act@ia ciclicamente, compuesto por un conjunto de proteinas
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interactivas y dependientes entre si que inducen y coordinan los procesos
subordinados basicos (aquellos procesos que ocupan una posicion inferior en la
jerarquia del control del ciclo celular) que duplican y dividen los contenidos de la
célula. Durante un ciclo celular tipico, el sistema de control esta regulado por unos
factores de retraso que pueden parar el ciclo en unos puntos de control
determinados. En ellos, existen sefiales de retroalimentacion que pueden retrasar el
propio sistema de control, evitando que se desencadene el proceso siguiente sin que
el anterior haya terminado adecuadamente. Un ejemplo claro es que la célula no
puede entrar en mitosis hasta que el ADN nuclear no se ha replicado. El sistema de
control del ciclo celular esta basado en dos familias claves de proteinas: la primera
es la familia de las proteinas cinasas dependientes de ciclinas (Cdk) que sufren
fosforilacion sobre sus aminoacidos (serinas y treoninas) y la segunda es la familia
de las ciclinas, las cuales se unen a las Cdks y controlan sus reacciones de
fosforilacion. El ensamblaje ciclico entre estos dos compuestos, su activacion y
desensamblaje son los procesos centrales que dirigen el ciclo celular. Hay por lo
menos dos complejos que regulan el ciclo celular: uno en el punto de control tardio
de la fase G; (fase donde no se produce sintesis de ADN) justo antes de la fase S
(fase de sintesis de ADN) y otro en el punto de control tardio de la fase G, (fase sin
sintesis de ADN) justo antes de la fase M (fase mitotica). El ensamblaje del
complejo entre la Cdk y la ciclina G, regula la entrada en la fase S produciéndose
la replicacion del ADN, siendo el punto de control principal del ciclo celular. La
regulacion en G, se produce de modo que la ciclina mitética, que se genera y
acumula gradualmente durante la fase G,, se asocia con la Cdk para formar el
factor promotor de la fase M (FPM) que se activa posteriormente y desencadena
una serie de procesos que llevan a la célula a entrar en mitosis. La degradacion de
la ciclina mitética inactiva el FPM permitiendo a la célula salir de la mitosis.
(Alberts y col., 2004). Los estudios realizados en animales (Santamaria y col.,

2007), en plantas (Francis, 2007) y en levaduras (Forsburg y Nurse, 1991; Bloom y
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Cross, 2007) indican que el mecanismo basico es universal; sin embargo, segun se
desprende de los diversos estudios realizados en algunos ciliados, como
Paramecium, Tetrahymena y Eufolliculina (Adl y Berger, 1996; Markmann-
Mulisch y col., 1999; Zhang y col., 1999; Berger, 2001; Zhang y col., 2002), las
moléculas y los mecanismos envueltos en la regulacion del ciclo celular de los
ciliados parecen ser bastante diversos, y no estd completamente entendido el

mecanismo de control del ciclo celular.

Formacion del patron en los ciliados

Los ciliados presentan un complejo patréon de las subunidades corticales,
con una disposicion precisa de los organulos -aparato bucal, la(s) vacuola(s)
contractil(es) y el citopigio- y de las hileras de cilios (Shang y col., 2002;
Kaczanowska y col.,, 2003). Cada célula tiene polaridad antero-posterior y
asimetria entre los lados izquierdo y derecho, observandose ambas no sé6lo en la
organizacion general de la célula sino también en la estructura de cada unidad
cortical (cinétida) (Aufderheide y col., 1999; Iftode y Fleury-Aubusson, 2003;
Kaczanowska y col., 2003). El desarrollo y la disposicion de las cinétidas pueden
visualizarse con microscopia Optica mediante impregnacion con plata y técnicas de
inmunofluorescencia, asi como mediante microscopia electronica de transmision y

de barrido (Iftode y Fleury-Aubusson, 2003; Kaczanowska y col., 2003).

Regeneracion, reorganizacion y division
Los ciliados pueden normalmente reemplazar y reconstruir partes de su
cuerpo que han sido eliminadas o dafiadas (Zou y Ng, 1991; Lanners, 2003).
Gracias a los multiples trabajos realizados acerca de la morfogénesis de los
ciliados, se puede observar un gran numero de fendmenos morfogenéticos que
pueden estar asociados con la division celular: los procesos de degradacion (por

ejemplo del aparato bucal), asi como el ensamblaje y el posicionamiento de los
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nuevos organulos; las estructuras parentales nuevas y viejas (por ejemplo el aparato
bucal) pueden experimentar cambios morfogenéticos; y las cinétidas somaticas
deben ser duplicadas y el citoesqueleto reorganizado (Mulisch y Hausmann, 1985;
Hu y col., 2000; Iftode y Fleury-Aubusson, 2003; Shao y col., 2006; Da Silva
Paiva y Da Silva-Neto, 2007; Shao y col., 2007).

La regeneracion, la reorganizacion y la division celular comparten algunos
caracteres de la morfogénesis, y los limites entre estos procesos estin mal
definidos. En la mayoria de los procesos morfogenéticos de los ciliados, la
proliferacion de los cuerpos basales estd acompafiada por cambios nucleares
(mitosis del micronucleo, condensacion y descondensacion de las cadenas de los
nucleos), lo que sugiere que sefiales comunes podrian actuar sobre la regeneracion,
la reorganizacion y la division celular. Uno de los mecanismos actualmente en
discusion es que la activacion de una proteina cinasa dependiente de ciclinas
desencadena los cambios citoesqueléticos y nucleares durante la morfogénesis de

los ciliados (Zhang y col., 2002).

Estomatogénesis

Las estructuras orales pueden degradarse, y posteriormente ser
reorganizadas o reemplazadas mediante la estomatogénesis o formacion del aparato
bucal. En los ciliados con una ciliatura oral compleja no se repara el aparato bucal
existente, sino que la division celular y el dafio a las estructuras orales llevan
generalmente al desarrollo de un nuevo aparato bucal. El primer paso visible en la
estomatogénesis es la produccion de nuevos cinetosomas en una region especifica
de la corteza. Estos se agrupan para formar el primordio oral, y todos los
componentes orales se completan y ensamblan posteriormente siguiendo el patron
especifico de cada ciliado. Los ciliados presentan diferencias en el origen de los
cinetosomas, asi como en el desarrollo de la estomatogénesis (Diaz y col., 2003;

Hu y col., 2004b; Agatha y Riedel-Lorjé, 2006; Ma y col., 2006).
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Los ciliados con una ciliatura oral semejante a la ciliatura somatica se
consideran los mas primitivos. En éstos, la formacion de la nueva infraciliatura oral
se produce por la participacion directa de alguno de los cinetosomas en las
extremidades anteriores de todas o algunas de las cinetias somadticas circundantes, o
de los cinetosomas que comprenden los cinetofragmentos cortos disponibles en las
proximidades del area citostomica u oral (Corliss, 1979; Foissner, 1996). Este
patrén denominado telocinetal lo presentan, por ejemplo, Hyalophysa chattoni
(Bradbury y col., 1997), Colpoda minima (Diaz y col., 2003), Chlamydodon
mnemosyne (Bardele y Kurth, 2001) y Cyrtolophosis elongata (Diaz y col., 2000).

En otros ciliados, por ejemplo, los escuticociliados (Dragesco y col., 1995;
Ma y Song, 2003; Ma y col., 2003b; Song y col., 2005; Ma y col., 2006), el género
Paramecium (Shi y col.,, 1997) y la especie Loxodes striatus (Bardele y
Klindworth, 1996), los cinetosomas parentales orales estan directamente envueltos
en la generacion de la ciliatura oral completa, denomindndose este proceso
bucocinetal (Corliss, 1964; Foissner, 1996).

Otro patron de formacion del primordio oral se denomina paracinetal. El
primordio oral deriva directamente de (o aparece junto a) una o mas de las cinetias
somaticas parentales postorales en un nivel destinado a ser levemente posterior al
eventual surco de fision; el 4area primordial del aparato bucal aparece asi
subecuatorialmente en la superficie ventral en una localizacién (lejana) de las
partes bucales parentales (Corliss, 1964; Foissner, 1996). Este patrén se observa,
por ejemplo, en heterotricos (Aescht y Foissner, 1998), en hipotricos (Hu y col.,
2004b), en el género Tetrahymena (Bakowska y col.,, 1982) y en la especie
Sultanophrys arabica (Foissner y Al-Rasheid, 1999).

En la mayoria de los casos, como sucede en los patrones estomatogénicos
anteriores, los cinetosomas nuevos se forman en base a unos ya preexistentes. Sin
embargo, en algunos ciliados, los cinetosomas orales surgen sin una visible

asociacion con la ciliatura somatica u oral, o el aparato bucal parental; se denomina
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a este proceso de formacion del primordio oral apocinetal (Corliss, 1964; Foissner,
1996) y esta presente, por ejemplo, en Strombidinopsis minima (Agatha, 2003), en
hipotricos (Hu y col., 2004a), en Tintinnopsis cylindrica (Agatha y Riedel-Lorjé,
2006) y en Apokeronopsis crassa (Shao y col., 2007).

También estd presente en los ciliados un patron estomatogénico en el que
las cinetias somaticas y el aparato bucal parental actian simultaneamente en la
formacion de la infraciliatura oral, como se ha encontrado en los nasulidos, los
microtoracidos, Protocruzia y posiblemente en apostomados. Recibe el nombre de
mixocinetal (Foissner, 1996).

En todos los patrones estomatogénicos citados previamente, el citostoma,
donde se forman las vacuolas fagociticas, se desarrolla al concluir la
estomatogénesis cuando el aparato bucal ha alcanzado su posicion final en el

ciliado.

Taxonomia y sistematica de los ciliados

En base a los resultados de la investigacion ultraestructural y de los
estudios moleculares, Adl y col. (2005) han realizado una clasificacion donde la
posicion taxonémica de los ciliados (Ciliophora) en la actualidad es la expuesta a
continuacion, siendo un clado de segundo nivel subdividido a su vez en clados de
nivel inferior (estos autores, como puede observarse, han adoptado un sistema
jerarquico sin designaciones formales de nivel, tales como "clase", "subclase",
"superorden" u "orden" por razones de utilidad, evitando asi el problema de que un

solo cambio cause una cascada de variaciones en el sistema):
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Biota
Eukaryota Chatton, 1925
Chromalveolata Adl y col., 2005
Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Ciliophora Doflein, 1901
Postciliodesmatophora Gerassimova y Seravin, 1976
Karyorelictea Corliss, 1974
Heterotrichea Stein, 1859
Intramacronucleata Lynn, 1996

Spirotrichea Biitschli, 1889

Armophorea Jankowski, 1964

Litostomatea Small y Lynn, 1981

Phyllopharyngea de Puytorac y col., 1974

Nassophorea Small y Lynn, 1981

Colpodea Small y Lynn, 1981

Prostomatea Schewiakoff, 1986

Plagiopylea Small y Lynn, 1985

Oligohymenophorea de Puytorac y col., 1974
Peniculia Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Scuticociliatia Small, 1967
Hymenostomatia Delage y Hérouard, 1896
Apostomatia Chatton y Lwoff, 1928
Peritrichia Stein, 1859
Astomatia Schewiakoff, 1896

Debido a que las investigaciones en la ultraestructura y la genética
molecular avanzan constantemente, debemos esperar nuevos cambios en el sistema

de clasificacion.
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Escuticociliados

Como podemos observar en la clasificacion previa, dentro de
Oligohymenophorea se encuentra Scuticociliatia (Small, 1967). En un principio,
los escuticociliados fueron un grupo bastante pequefio; sin embargo, pronto se
volvié mas grande y actualmente esta en crecimiento debido a que diferentes
estudios han demostrado que muchos géneros que fueron originalmente

clasificados en otros grupos pertenecen a los escuticociliados.

Epidemiologia

Los escuticociliados que infectan organismos marinos son serios
patogenos, tanto en la produccion salvaje como en la acuicultura marina mundial,
pudiendo causar mortalidades importantes de modo que se producen pérdidas

econdmicas.

Tabla 1. Organismos causantes de la escuticociliatosis en peces, los hospedadores y la localizacion
de estos brotes.

Hospedador Localizacion Escuticociliado

Lenguado japonés Corea

Philasterides dicentrarchi
(Paralichthys olivaceus) Miamiensis avidus
Pseudocohnilembus persalinus

Uronema marinum

Rodaballo

Francia, Espafia, Portugal

Philasterides o Miamiensis

(Psetta maxima) Noruega Uronema marinum
Lubina Francia Philasterides dicentrarchi
(Dicentrarchus labrax)

Attn de aleta azul del sur Australia Uronema nigricans
(Thunnus maccoyii)

Palometa plateada Kuwait Uronema sp.

(Pampus argenteus)
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Estos ciliados histiéfagos causan escuticociliatosis en peces (Dykova y
Figueras, 1994; Dragesco y col., 1995; Munday y col., 1997; Sterud y col., 2000;
Jee y col., 2001; Alvarez-Pellitero y col., 2004a; Kim y col., 2004a, b; Jung y col.,
2005; Azad y col., 2007; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007) (Tabla 1) y en
crustaceos (Morado y Small, 1994; Cawthorn y col., 1996; Messick y Small, 1996;

Small y col., 2005) de importancia comercial.

Morfologia

Los miembros de este taxon presentan unas caracteristicas generales: son
alargados en mayor o menor grado; presentan un macrontcleo y un microntcleo; la
ciliatura somatica esta constituida por cinetias polares formadas por cinétidas;
tienen un escUtica; el aparato bucal estd constituido por 3 membranelas
(policinétidas orales) y una membrana paraoral; poseen un citopigio, una vacuola
contractil con su poro y un cilio caudal; también es comun la presencia de un
meridiano-director no ciliado. Estas caracteristicas sufren variaciones entre los
diferentes géneros y especies de este taxon, las cuales no son lo suficientemente
significativas como para hacer que los organismos dejen de pertenecer a los

escuticociliados.

Forma corporal

Los escuticociliados son alargados y presentan diversas formas (ovoides,
fusiformes, etc.). Tienen un extremo posterior redondeado (Cheung y col., 1980;
Dragesco y col., 1995; Kim y col., 2004a, b; Jung y col., 2005; Azad y col., 2007;
Jung y col.,, 2007; Ramos y col.,, 2007), y un extremo anterior puntiagudo
(Dragesco y col., 1995; Kim y col., 2004a; Jung y col., 2005, 2007; Ramos y col.,
2007) o mas redondeado (Cheung y col., 1980; Kim y col., 2004b; Azad y col.,
2007) (Figura 7).
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Aparato nuclear

Presentan un macronucleo esférico (Dragesco y col., 1995; Jung y col.,
2007), oval (Cheung y col., 1980; Munday y col., 1997) o globular (Kim y col.,
2004b) y un micronucleo adyacente. Ambos se encuentran situados en torno al

centro del ciliado (Figura 7A).

Figura 7. Diversas imagenes de escuticociliados impregnados con carbonato de plata amoniacal en
las que podemos observar el macronicleo (Ma) y el micronucleo (Mi) (A), las cinetias (Ci), el
meridiano-director (MD) y el escutica (Es) (B), y el cilio caudal (c) (C). Fuente: Belén Budifio.
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Ciliatura somdtica

Estd constituida de cinetias polares formadas por cinétidas (Figura 7B),
variando entre los diferentes géneros y especies. El nimero de cinetias
constituyentes de la ciliatura somatica puede variar, por ejemplo, desde las §
observadas por Kim y col. (2004b) hasta las 15 observadas por Dragesco y col.
(1995) y Kim y col. (2004a). En general, la mayoria de las especies estudiadas
presentan 13-14 cinetias (Dragesco y col., 1995; Jee y col., 2001; Kim y col.,
2004a; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007). Los escuticociliados presentan
cinetias con dicinétidas en las dos terceras partes anteriores del ciliado (Dragesco y
col., 1995; Munday y col., 1997; Ramos y col., 2007) o en el tercio anterior
(Dykova y Figueras, 1994).

Escutica

Es una estructura cinetosomal transitoria identificable por su forma,
localizacion y presencia durante el desarrollo de la estomatogénesis, que aparece en
una fase ontogénica tardia de la fision binaria. Bastante notorio y en general no
ciliado durante su (efimera) existencia, el escutica representa el resto de un a
menudo mucho mayor area estomatogénica de cuerpos basales localizado cerca de
la terminacion posterior de la presunta base infraciliar de la membrana paraoral en
el proter y en el opiste. Manifiesta normalmente una configuraciéon de gancho o
latigo. Sus cuerpos basales surgen de partes de la infraciliatura oral de los
organismos parentales (Foissner, 1996). Si no desaparece en conjunto o se
incorpora completamente en la base haplocinetal de la membrana paraoral, persiste
como un vestigio cilifero o no cilifero proximo a la base de la membrana paraoral
de los trofontes y/o en el extremo anterior del meridiano-director (Dragesco y col.,
1995; Munday y col., 1997; Kim y col., 2004b) (Figuras 7B y 8), presentando
diversas formas y tamafios como por ejemplo forma de Y (Dragesco y col., 1995) o

de V (Jee y col., 2001). EI escutica se piensa que esta limitado a miembros de la
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subclase a la que da nombre, Scuticociliatia, pero una estructura homoéloga puede

estar presente en especies de otros 6rdenes (Foissner, 1996).
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Figura 8. Dibujo de un escuticociliado en el que podemos observar los componentes del aparato
bucal, el escitica y el poro de la vacuola contractil (PV) (Ma y Song, 2003).

Aparato bucal
Ocupa generalmente entre la mitad y el tercio anterior del cuerpo (Jee y

col., 2001; Kim y col., 2004a; Ramos y col., 2007). Estd compuesto por una
membrana paraoral y tres membranelas (policinétidas orales) (Figura 8) localizadas
tipicamente en una estrecha cavidad bucal. En el caso de la membrana paraoral,
ésta puede ser una estructura unica continua (Cheung y col., 1980; Munday y col.,
1997; Kim y col., 2004b) o una estructura compuesta de dos partes separadas por
un estrecho espacio (Dragesco y col., 1995; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007).

Las policinétidas orales y la membrana paraoral arremolinan el medio circundante,

moviendo las particulas de alimento a la region citostomica.
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La transformacion microstoma-macrostoma se produce en algunas especies
en determinadas condiciones, reorganizandose las estructuras orales parentales
parcial o totalmente (Gomez-Saladin y Small, 1993).

El principal caradcter que wunifica a los escuticociliados es Ia
estomatogénesis, que es bucocinetal del subtipo escuticobucocinetal en todos ellos:
la infraciliatura oral deriva o de la membrana paraoral y del escutica localizado
posterior o paralelamente a la membrana paraoral, o s6lo de la membrana paraoral

(Foissner, 1996).

Citopigio

También llamado citoprocto o ano celular, por donde se produce la
expulsion de las sustancias de desecho. Se encuentra localizado en la mitad
posterior de la célula entre la primera y la ultima cinetia (Dragesco y col., 1995;
Munday y col., 1997; Jee y col., 2001; Kim y col., 2004a, b; Jung y col., 2007;
Ramos y col., 2007).

Vacuola contrdctil

Es un organulo envuelto en la regulacion osmética que sirve para prevenir
una rotura de la célula debida al continuo flujo de agua hacia el interior de la célula
que sucede, de acuerdo con el gradiente osmotico, entre el citoplasma y el medio
circundante (Paulin, 1996). La vacuola presenta un poro (poro de la vacuola
contractil) por el que expele el agua al exterior (Figura 8). El poro de la vacuola
contractil presenta diferentes localizaciones segin la especie, encontrandose
situado en el extremo posterior de la segunda cinetia somatica (Cheung y col.,
1980; Jung y col., 2007), de la tercera cinetia somatica (Kim y col., 2004b) o entre

la primera y la segunda cinetia somatica (Dragesco y col., 1995).
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Cilio caudal

Esta estructura ha sido observada en todos los escuticociliados que
producen escuticociliatosis en los peces en cultivo. Su longitud es mayor que la del
resto de los cilios (Figura 7C), variando entre las diferentes especies (Dragesco y

col., 1995; Jee y col., 2001; Kim y col., 2004b; Ramos y col., 2007).

Meridiano-director
Ha sido observado que esta estructura es un meridiano no ciliado que
comienza justo posteriormente al citostoma y se une con la primera cinetia en el

extremo posterior (Kim y col., 2004a, b) (Figura 7B).

Ciclo biologico

Como indicamos previamente en las caracteristicas generales de los
ciliados, los escuticociliados presentan reproduccion asexual y sexual.

En lo referente a la reproduccion asexual, los escuticociliados causantes de
infeccidon en los peces se dividen homotetogénicamente en condicidon activa, no
habiéndose observado la formacion de quistes (Dragesco y col., 1995; Munday y
col., 1997; Jee y col., 2001; Kim y col., 2004a, b; Jung y col., 2007). Sin embargo,
si que se han observado escuticociliados marinos no parasitos que presentan la
capacidad de formar quistes, como por ejemplo, Urocyclon cymruensis (Pérez-Uz y
Hope, 1997), Pseudocohnilembus pusillus (Olendzenski, 1999) o Glauconema
tortum 'y Glauconema trihymene (Pérez-Uz y Guinea, 2001; Ma y col., 2006). En
esta reproduccion, los organismos pasan por diferentes estadios: un estadio de
crecimiento exponencial, un estadio estacionario y un estadio de resistencia.

Pero la generalidad de los escuticociliados, incluyendo los causantes de la
escuticociliatosis en peces (Dragesco y col., 1995; Munday y col., 1997; Jee y col.,
2001; Alvarez-Pellitero y col., 2004a), presenta una division binaria

homotetogénica o transversal que se produce en un plano perpendicular al eje
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longitudinal de la célula (Figura 9A), dando lugar a la célula hija que se origina
desde la parte anterior de la célula parental (profer) y a la célula hija originada
desde la parte posterior de la célula parental (opiste).

La reproduccion sexual dentro de los escuticociliados viene definida por el
fenémeno de la conjugacion (Figura 9B), como se ha observado, por ejemplo, en
Uronema marinum (Coppellotti, 1990), Miamiensis o Philasterides (Alvarez-
Pellitero y col., 2004a) y Anophryoides haemophila (Cawthorn, 1997), que siguen
un patrén similar al general de los ciliados explicado con anterioridad. Este proceso
de conjugacion es, aparentemente, comun entre los escuticociliados (Morado y

Small, 1995; Cawthorn, 1997).

Figura 9. Escuticociliados en division binaria (A) (Fuente: Belén Budifio) y en conjugacion (B)
(Pérez-Uz y Guinea, 2001). Ma: macronticleo.

Patologia

En general, una especie parasita dafiina puede provocar la muerte de un
unico individuo o de muchos ejemplares que forman una poblacion.
Simultaneamente, la muerte del hospedador no beneficia la supervivencia del

parésito, por lo que éste se propaga a otros hospedadores. Los cambios que
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produzcan los parasitos dentro del hospedador no dependen sélo del tipo de
parasito y de su afinidad por un 6rgano o tejido determinado, sino que dependen
también de las etapas del ciclo de desarrollo. Estos cambios en los tejidos y en los
organos de peces, juzgando su severidad, pueden ir desde cambios minimos hasta
alteraciones severas de la estructura de algunos 6rganos y tejidos, llegando a ser
letales.

En el caso de los escuticociliados que infectan peces, los cambios son
siempre perjudiciales, pudiendo provocar lesiones serias y llegando a poner en
peligro la vida del propio hospedador.

Los parasitos causantes de la enfermedad pueden observarse a nivel de los

organos y los tejidos como se detalla a continuacion.

Piel

Los ciliados se han descrito tanto en la epidermis como en la dermis de los
individuos infectados, produciendo una destruccion severa de ambas capas.

La epidermis puede sufrir alteraciéon y necrosis, observandose células
epidérmicas necroticas y la posterior descamacion (Jee y col., 2001; Umehara y
col., 2003; Azad y col., 2007; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007). Ha sido
observado constantemente en los casos de lesiones de la piel causadas por
escuticociliados una degeneracion necrotica licuante de la musculatura subyacente
(Azad y col., 2007). También se han encontrado en la piel ciliados con eritrocitos
fagocitados (Jee y col., 2001).

La dermis puede presentar lesiones hemorragicas (Jung y col., 2007), y la
acumulacion de ciliados en esta capa produce un desprendimiento de la epidermis
(Jee y col., 2001; Umehara, y col., 2003). También se encontraron varios ciliados
y, en algunos casos, congestion de los vasos sanguineos en el tejido conectivo

necrotico de la dermis (Ramos y col., 2007).
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Brangquias

Los ciliados pueden estar presentes tanto libres en el exterior como en el
interior de las estructuras branquiales (Padrds y col., 2001). En determinados casos
pueden disponerse sobre células epiteliales sin causarles aparentemente ningun
dafio (Padrés y col., 2001). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los parasitos
penetran hacia el interior de las laminillas (Dykova y Figueras, 1994; Ramos y col.,
2007) y posteriormente hacia el interior del filamento (Cheung y col., 1980; Jung y
col., 2007). En las laminillas se observa la presencia de los parasitos en sus
capilares y arteriolas, pudiendo producir un bloqueo del aporte sanguineo al
extremo de las laminillas (Cheung y col., 1980; Jung y col., 2007). También
producen la formacion de aneurismas en las laminillas (Cheung y col., 1980) y la
degradacion del epitelio respiratorio (Dykova y Figueras, 1994; Azad y col., 2007,
Jung y col., 2007). En los filamentos también se observa la presencia de ciliados
conteniendo eritrocitos ingeridos en su citoplasma (Jung y col., 2007). En general,
la infeccion de las branquias lleva a la necrosis de las mismas (Jee y col., 2001;

Azad y col., 2007; Ramos y col., 2007).

Musculo

Provocan miositis degenerativa (Padros y col., 2001; Azad y col., 2007) y
necrosis de las fibras musculares (Cheung y col., 1980; Dykova y Figueras, 1994;
Jee y col., 2001; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007), observandose también
hemorragias severas en estas fibras (Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007).
Producen una invasion tanto de la musculatura roja como de la blanca (Cheung y
col., 1980; Padros y col., 2001). En algunos casos puede encontrarse una moderada
respuesta inflamatoria alrededor de los escuticociliados (Padros y col., 2001; Azad
y col., 2007) formada por linfocitos y células granulociticas (Padrés y col., 2001).
También se han observado en la musculatura escuticociliados conteniendo

eritrocitos en su interior (Azad y col., 2007).
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Sistema digestivo

Han sido descritos ciliados en el tejido conectivo subepitelial del tracto
digestivo; pequefios grupos de ciliados se localizaron en la submucosa géstrica, en
las laminas musculares del intestino y en el tejido conectivo que rodea los vasos
sanguineos mesentéricos (Dykova y Figueras, 1994). También se han encontrado
en la submucosa del intestino y en la serosa gastrica e intestinal, observandose sélo
en los casos en que hay afectacion por los parasitos de otros 6érganos abdominales o
de la serosa abdominal, y siendo la respuesta inflamatoria muy escasa (Padros y
col., 2001). Jung y col. (2007) han observado las laminas propias del estdbmago y
del intestino fuertemente infectadas. La degradacion de la mucosa del epitelio
intestinal con restos celulares en la luz intestinal, la degeneracion necrotica del
epitelio de las microvellosidades intestinales, la pérdida completa del epitelio
mucoso del estomago y la degeneracion miositica de la musculatura gastrica han

sido observadas (Azad y col., 2007).

Higado

En este 6rgano se han hallado los escuticociliados en las estructuras ricas
en tejido conectivo, como es la capsula hepatica y alrededor de las venas y los
conductos biliares, en los que la densidad de parasitos, en determinados casos,
suele ser muy elevada; mas raramente se han observado entre los hepatocitos
(Sterud y col., 2000; Padrés y col., 2001). La reaccion inflamatoria esta presente,
pero es relativamente escasa y casi siempre asociada a zonas con tejido necrotico

abundante (Padrés y col., 2001).

Bazo y rifion
Los escuticociliados se han observado parasitando principalmente la
serosa, llegando en algunos casos a penetrar hacia el interior del parénquima

esplénico y/o renal (Padros y col., 2001). En el caso del rifidn, los tibulos renales y



38 Introduccion

los tejidos hematopoyéticos se han encontrado también infectados (Cheung y col.,
1980; Padros y col., 2001; Azad y col., 2007), produciendo el bloqueo de la luz de
los tibulos renales, y la necrosis severa del epitelio tubular y del epitelio de los
conductos colectores (Azad y col.,, 2007). Hay un incremento en el rifion del
numero de células inflamatorias, y se han observado también en los tubulos renales

pequefias gotas hialinas (Jung y col., 2007).

Sistema nervioso central

Los ciliados han sido observados en las meninges, el telencéfalo, el
mesencéfalo, el diencéfalo, los 16bulos opticos, el cerebelo, la médula oblongata, el
nervio optico y los l6bulos olfatorios (Munday y col., 1997; Padrés y col., 2001;
Azad y col., 2007; Jung y col., 2007). Los organismos infectados pueden presentar
hemorragia, necrosis, y en algunas lesiones los ciliados aparecen con restos de
células sanguineas en su interior, eritrocitos en general, en las areas de
licuacion/reblandecimiento (Munday y col., 1997; Jee y col., 2001; Padrés y col.,
2001; Azad y col., 2007; Jung y col., 2007). En los individuos infectados puede
observarse respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central (Munday y col.,

1997; Jung y col., 2007).

Corazon

Se observaron algunos casos de escuticociliados que afectan este 6rgano
solo en casos de infeccion avanzada y muy generalizada, siendo su localizacion en
el epicardio, el endocardio y dentro del ventriculo (Sterud y col., 2000; Padrés y

col., 2001). La reaccion inflamatoria es muy escasa (Padros y col., 2001).
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Pdncreas y gonadas
En algunos casos se han encontrado ciliados parasitando estos 6rganos, en
los que los parasitos se localizaron principalmente en las zonas con mayor

presencia de tejido conectivo (Dykova y Figueras, 1994; Padrés y col., 2001).

También se ha observado en el tejido adiposo la presencia de ciliados, y la
formacion pericondral de los huesos se ha visto alterada por la proliferacion de los

mismos (Dykova y Figueras, 1994).

Aparte de estas observaciones a nivel microscopico, la escuticociliatosis
puede presentar diversas evidencias a nivel macroscopico: (1) hemorragias y
ulceras en la piel y la musculatura subyacente (Figura 10A), las aletas, alrededor de
la boca, el area dorsal y el tejido periorbital (Cheung y col., 1980; Sterud y col.,
2000; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007), presentandose en algunos casos las
ulceras rodeadas de un halo blanco (Ramos y col., 2007). Si la ulceracion a nivel de
las aletas llega a alcanzar el musculo, puede exponer los radios de las aletas
(Ramos y col., 2007); (2) oscurecimiento de las rosetas olfatorias, la piel de la cara
ventral y la cabeza (Munday y col., 1997; Sterud y col., 2000; Ramos y col., 2007);
(3) palidez de las branquias anémicas (Sterud y col., 2000); (4) exoftalmia (Sterud
y col., 2000) (Figura 10B); (5) enrojecimiento en la base de las aletas (Ramos y
col., 2007); (6) licuacion/reblandecimiento del cerebro (Munday y col., 1997;
Sterud y col., 2000; Azad y col., 2007); y (7) distension de la cavidad abdominal
causada por la acumulacioén de fluido ascitico (Figura 10C), que bajo microscopia

optica muestra la presencia de ciliados (Azad y col., 2007; Ramos y col., 2007).
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Figura 10. Signos clinicos de rodaballos con escuticociliatosis mostrando ulcera en el opérculo (A),
exoftalmia bilateral (B) y distension abdominal (C) (Fuente propia).

Técnicas de diagndstico

Lo esencial del diagnostico parasitologico radica en la observacion
morfologica y estructural del parasito presente en un determinado contexto clinico
y de lesion.

Existen dos etapas claramente diferenciadas en el diagndstico, donde una
tiende hacia la orientacion mas o menos extendida dentro de la taxonomia del
parésito y, en general, no conlleva mayores dificultades, y otra es la de su

identificacidn especifica.

Impregnaciones

Las impregnaciones con nitrato de plata -método de Chatton-Lwoff
descrito por Foissner (1991)-, con carbonato de plata -método descrito por Ma y

col. (2003a)- y con protargol o proteinato de plata -método de Borian modificado
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por Wilbert (1975)- permiten observar las caracteristicas morfométricas y las
infraciliaturas somatica y oral de los escuticociliados impregnados (Dragesco y

col., 1995; Jee y col., 2001; Kim y col., 2004a, b; Jung y col., 2007) (Figura 11A).

o s e e osau

Figura 11. (A) Escuticociliado impregnado con protargol (Ma y col., 2003). (B) Microfotografia de
un ciliado obtenida mediante microscopia electronica de transmision. Observar el cilio caudal (c)
(Fuente propia). (C) Microfotografia obtenida mediante microscopia electronica de barrido
(Umehara y col., 2003).

Por ello, pueden emplearse como método de diagnostico a la hora de saber
si la infeccion que sufre el organismo es por un escuticociliado o por otro tipo de
ciliado, puesto que los escuticociliados tienen unas caracteristicas especificas que
los diferencian de otros ciliados como ha sido expuesto anteriormente. Ademas,

nos permiten saber qué escuticociliado es el causante de la infeccion.

Histologia

Esta técnica explora la estructura tisular de los diferentes organos del
individuo a nivel microscopico. Para ello, se sigue un procedimiento de fijacion y
tincion de los tejidos, y un posterior corte de los mismos empleando el microtomo.
La presencia de los escuticociliados en los tejidos de los diversos hospedadores

embebidos en parafina puede detectarse mediante la tinciéon con hematoxilina y
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eosina. Este método histologico es un examen que puede emplearse para la
deteccion de escuticociliados que infectan un organismo, observandose la presencia
y la situacion de éstos en los tejidos que invaden (Figura 12), asi como el dafio que
pueden producir en dichos tejidos (Cheung y col., 1980; Jee y col., 2001; Umehara
y col., 2003; Azad y col., 2007; Jung y col., 2007; Ramos y col., 2007).

Figura 12. Seccion longitudinal de la cabeza de un rodaballo mostrando numerosos ciliados en la
boca y en la cavidad de las branquias. Abreviaturas: boca (B), ojo (O), cerebro (C) y ciliados (Ci)
(Sterud y col., 2000).

Serologia

Es el estudio de las propiedades, los componentes, y las alteraciones del
suero en condiciones normales y patologicas.

Los procedimientos seroldgicos varian en especificidad y sensibilidad, lo
que hace que a veces sean dificiles de interpretar, siendo el antigeno en muchas de
las lesiones producidas por parésitos el componente con mayor influencia en la
especificidad de un test.

Estas pruebas seroldgicas incluyen, por ejemplo, el ELISA. Esta técnica
puede ser estandarizada y cuantificada espectrofotométricamente, eliminando la
subjetividad del hospedador. Otra técnica seroldgica estandarizable es el Western

blot, en la cual se separan las proteinas en un gel electroforético para el posterior
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reconocimiento antigénico por parte de los sueros.

Microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia electréonica de
barrido (SEM)

Antes de la introduccion de las microscopias electronicas de transmision y
de barrido, las descripciones de los ciliados, incluidos los escuticociliados, estaban
basadas en la microscopia optica, lo que acarred una serie de problemas debido a la
limitacion del método.

Para la observacion de la mayoria de los escuticociliados en estado fresco o
fijados y tefiidos basta con la microscopia dptica, que es una técnica no invasiva y
es practica para realizar un diagnostico rutinario (Jee y col., 2001; Kim y col.,
2004a, b; Jung y col., 2007). Sin embargo, un diagnéstico definitivo depende de un
examen ultraestructural mediante el uso de la microscopia electronica de
transmision (Dragesco y col., 1995) y de un examen de alta precision de las
ciliaturas somatica y oral empleando la microscopia electrénica de barrido
(Dragesco y col., 1995; Jee y col., 2001; Umehara y col., 2003; Ramos y col.,
2007) (Figuras 11B y C). Sin embargo, estos tipos de microscopia electronica
(transmision y barrido) muestran una serie de desventajas, ya que son métodos
relativamente costosos y que consumen bastante tiempo, siendo inviables para su

uso como técnicas rutinarias de diagnostico.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Desde el descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick
(1953), la manipulacién de esta molécula, y mas concretamente de secuencias de
genes especificos, se ha visto impedida por la carencia de un método rapido y
simple para aislar secuencias especificas de ADN.

Para realizar el estudio de la funcion y de la estructura genética se precisan

cantidades suficientes de ADN. Hasta hace poco, esto se realizaba usando
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microorganismos para generar multiples copias de los genes, proceso que es largo
y laborioso. Sin embargo, a mediados de los afios 80 se describié una nueva técnica
basada en un primer concepto propuesto hacia 15 afios (Kleppe y col., 1971; Panet
y Khorana, 1974) en la que no es preciso el uso de los microorganismos, y que se
denomind reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta es la forma con la que
se ha denominado a la amplificacion in vitro de secuencias especificas de ADN
mediante ciclos repetidos de sintesis dirigida por cebadores. El mecanismo es,
basicamente, el usado por las células durante su replicacion, puesto que cada vez
que una célula se divide, ésta requiere duplicarse a si misma, lo que incluye el
contenido del ADN. Para realizar esta técnica son precisos: (1) dos cebadores
oligonucleotidicos con un tamafio medio de 20 bases que seran complementarios a
las regiones de las cadenas opuestas que flanquean la secuencia de ADN a
amplificar, (2) una muestra de ADN que se usara como molde, (3) una ADN
polimerasa termoestable (la Taq ADN polimerasa que puede soportar temperaturas
de 95 °C o mas elevadas), y (4) cuatro desoxirribonucleosidos trifosfato (dATP,
dTTP, dGTP y dCTP).

La especificidad de la amplificacion se basa en el uso de dos
oligonucledtidos que flanquean el segmento a amplificar y que hibridan cada uno
con una cadena del ADN. El proceso de la PCR implica una desnaturalizacion del
ADN de doble cadena por calentamiento a elevada temperatura (94-95 °C), a
continuacion, la hibridacioén de los dos cebadores (cada uno complementario a los
extremos 3° de la secuencia que se va a amplificar) mediante una adecuada
disminucion de la temperatura segun cuales sean los cebadores, y finalmente, una
elongacion de éstos con la Tag ADN polimerasa a una temperatura intermedia (72
°C). Este conjunto de tres pasos consecutivos se denomina ciclo, y la amplificacion
estd basada en la repeticion de este ciclo dando lugar a una acumulacion
exponencial de la secuencia especifica de aproximadamente 2", donde n es el

numero de ciclos.
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Debido a la acumulacion exponencial de las copias procedentes de una
secuencia progenitora Unica, la amplificacion basada en la Taq ADN polimerasa
representa una forma de clonacion in vitro que puede realizarse automaticamente
en 2-3 horas, que de otra tardaria semanas de crecimiento bioldgico y de
purificacion bioquimica.

En base a esta amplificacion del ADN, podemos realizar diferentes

técnicas para la identificacion/diagndstico de los escuticociliados:

(1) RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA; ADN polimdrfico
amplificado al azar). Es una técnica que permite amplificar regiones andénimas del
ADN mediante el empleo de cebadores arbitrarios, siendo de las mas versatiles
desde que se desarrolld en el afio 1990 (Welsh y McClelland, 1990; Williams y
col., 1990). Se usa una coleccion de cebadores (8-12 nucleodtidos) para amplificar
por PCR areas especificas distribuidas al azar en el genoma. Su pequefio tamafio y
la baja temperatura de alineamiento aseguran que se unen a infinidad de secuencias
en el genoma para conseguir amplificar muchos fragmentos del ADN. Estos
fragmentos se pueden separar en geles de agarosa para obtener perfiles
electroforéticos que variaran segun el polimorfismo de los distintos individuos o
grupos de individuos, y proporcionaran un patrén caracteristico. Es muy cémoda,
rapida, requiere poco ADN que ademds no necesita estar muy puro, no presupone
conocimientos previos sobre la secuencia, y se pueden distinguir rapida y
simultdneamente muchos organismos.

Teniendo en cuenta que mediante este método se producen patrones
individualizados de cada especie, podria emplearse como un buen sistema para un
diagnostico eficiente y rapido de los escuticociliados que infectan peces (y
crustaceos). Shang y Song (2005) emplearon este método para obtener el patron de
varias especies de escuticociliados marinos, entre los que se encontraba Uronema
marinum, causante de escuticociliatosis en peces (Cheung y col., 1980; Sterud y

col., 2000 -mediante comunicacion personal nos confirmaron que el causante de
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este brote de escuticociliatosis en el rodaballo en cultivo descrito en Noruega era
Uronema marinum-; Jee y col.,, 2001) y Mesanophrys carcini, causante de

escuticociliatosis en crustaceos (Groliere y Leglise, 1977).

(2) PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism; Reaccion en cadena de la polimerasa-Polimorfismo en el tamafio
de los fragmentos de restriccion). Técnica que radica en el corte con endonucleasas
de restriccion de los productos amplificados por PCR. Si dos amplicones
(productos de amplificacion de la PCR) presentan una variacion de la secuencia
nucleotidica en los sitios de reconocimientos de las enzimas de restriccion,
generaran distintos patrones de fragmentos.

Hasta el momento no se ha empleado para el diagnostico de la
escuticociliatosis, pero si en el caso de, por ejemplo, microsporidiosis marinas
(Leiro y col., 2000b). En el caso de la infeccion por escuticociliados, podria
realizarse la restriccion de la secuencia del gen del ARNr de la subunidad pequena
(SSUrRNA) -empleada por multiples autores para el analisis filogenético de
diversas especies de escuticociliados, tanto las no parésitas como las causantes de
escuticociliatosis en peces y crustaceos (Ragan y col., 1996; Jung y col., 2005;
Shang y col., 2006)- con enzimas que produzcan la restriccién sobre secuencias
nucleotidicas cortas (4-6 pares de bases). De este modo, se producirian multiples
fragmentos que permitirian la observacion de las pequefias variaciones que habria
entre las diferentes especies de escuticociliados, determinando asi la especie que

produce la infeccion.

(3) Deteccion mediante el uso de cebadores especificos. Empleando la secuencia
del gen SSUrRNA, se construyen cebadores basados en las regiones variables que
amplifican solo la secuencia del escuticociliado especifico al realizar la PCR. Esto

se ha realizado para escuticociliados que infectan crustaceos (Ragan y col., 1996) y
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peces (Kim y col., 2004a).

(4) PCR-multiplex. Kim y col. (2004b) basandose en la comparacion de la
secuencia del gen SSUrRNA de varios escuticociliados, seleccionaron 3 regiones
hipervariables para la construccion de los cebadores de la PCR para la
amplificacion especifica de segmentos del gen SSUrRNA de las especies
examinadas. Los productos obtenidos de la amplificacion del ADN de cada especie
por este método son diferentes para cada una de ellas, lo que permite distinguirlas
de una forma rapida y sencilla incluso en el caso de hospedadores infectados por
esas especies simultaneamente. Asi, este procedimiento haria posible evitar la
incomodidad y el gran tiempo consumido en los procedimientos del analisis

morfologico para la identificacion definitiva de los ciliados.

(5) PCR en tiempo real. Ha sido desarrollado un ensayo de PCR en tiempo real
usando la tincién fluorescente SYBR Green™ para una rapida deteccion y
cuantificacion de Ichthyophthirius multifiliis (Jousson y col., 2005). El analisis se
realiza usando los ciliados presentes en el agua durante el proceso infeccioso, lo
que permite preservar la integridad del hospedador, y ademads, permite la deteccion
de bajas concentraciones del parasito en el agua. En base a estas caracteristicas,

podria emplearse también para el diagndstico de la escuticociliatosis.

Rutas de entrada en el hospedador

El conocimiento de las rutas de entrada de los escuticociliados en los peces
es escaso, habiéndose propuesto la ruta nasal (Munday y col., 1997), la ruta oral
(Dykova y Figueras, 1994) y el epitelio branquial y dérmico (Sterud y col., 2000;
Azad y col., 2007; Jung y col., 2007). Asimismo, también son pocos los estudios
experimentales encaminados a determinar estas rutas, que ademas en ocasiones son

infructuosos (Dragesco y col., 1995). Por ejemplo, Alvarez-Pellitero y col. (2004a)
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han logrado la infeccion experimental del rodaballo intraperitonealmente mientras
que Jung y col. (2007) han conseguido infectar lenguados japoneses mediante

inmersion.

Quimiotaxis y adaptacion al parasitismo

La quimiotaxis es una clase de respuesta en la que la direccion de la
locomocion de las células o los organismos esta determinada por cambios en la
concentracion de sustancias en sus ambientes. Los ciliados exhiben respuestas
quimiocinéticas conocidas a gradientes de varias sustancias quimicas, y estas
respuestas han sido ampliamente estudiadas recientemente (Leick y col., 1994;
Fenchel y Blackburn, 1999). Diversos autores han desarrollado trabajos en los que
se estudia la respuesta quimiotactica de los ciliados frente a hormonas (la
oxitocina, la insulina, la histamina, etc.) y citocinas (la IL-8, el RANTES y el TNF-
o) (Kohidai y Csaba, 1998; Csaba y col., 2000; Kohidai y col., 2000) mediante
ensayos que utilizan tubos capilares. Debido la gran eficacia y precision que han
demostrado estos ensayos, consideramos que pueden ser también empleados para
el estudio de la respuesta quimiotactica de los escuticociliados.

También es conocido que diversos ciliados son capaces de transformar su
aparato bucal en respuesta a estimulos quimicos liberados por la presa (Grenlien y
col., 2002) como expusimos con anterioridad, algo que también ha sido observado
en los escuticociliados (Goémez-Saladin y Small, 1993), y que la motilidad
quimiotactica es esencial para la invasion y la virulencia en los peces (O Tool y
col., 1999). Hasta la fecha, los estimulos que inducen la conversion del predador de

vida libre P. dicentrarchi en parasito de peces son desconocidos.
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Profilaxis y control

Desde que la incidencia de la escuticociliatosis se esta incrementando en
los ultimos afios hasta el punto de convertirse en una de las principales infecciones
parasitarias de ciertas especies en cultivo, la busqueda de medidas de control
efectivas es un objetivo prioritario para evitar las importantes pérdidas economicas
que producen.

Una de estas medidas de control de la escuticociliatosis es el empleo de
agentes terapéuticos, como la formalina, ensayada frente a Anophryoides
haemophila, Uronema nigricans y Philasterides dicentrarchi (Novotny y col.,
1996; Crosbie y Munday, 1999; Iglesias y col., 2002). En este ultimo caso, su uso
se determind inapropiado como tratamiento porque puede acelerar la muerte del
pez al disminuir la disponibilidad de oxigeno, pero puede emplearse como medida
profilactica (bafios periddicos a bajas dosis) porque presenta efectividad para matar
las formas libres del parésito y esta aprobado para su uso en acuicultura (Iglesias y
col.,, 2002). Otro agente quimioterapéutico estudiado frente a la infeccion por
escuticociliados es la dihidrofolato reductasa (DHFR) que, combinada con la
sulfaquinoxalina, provoca la lisis in vitro de Anophryoides haemophila, causante
de la enfermedad Bumper car en la langosta (Novotny y col., 1996). En
Philasterides dicentrarchi también ha sido ensayada la DHFR, siendo efectiva a
altas dosis (100 ppm) (Iglesias y col., 2002).

En el caso de la escuticociliatosis producida por Philasterides dicentrarchi,
se han probado otros agentes quimioterapéuticos, como el dimetridazol, con el que
Dragesco y col. (1995) controlaron los brotes de esta enfermedad en la lubina,
aunque no han proporcionado datos de los procedimientos empleados en el
tratamiento; sin embargo, no mostro efecto frente a Philasterides dicentrarchi en el
trabajo realizado por Iglesias y col. (2002). En el estudio realizado por estos
autores, fueron ensayados in vitro 52 agentes quimioterapéuticos de los que,

excepto los citados previamente, ninguno se habia probado frente a los
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escuticociliados. De ellos, s6lo 13 mostraron efectividad in vitro frente al parasito
que infecta al rodaballo.

Ademas de este trabajo, se han realizado otras investigaciones encaminadas
a encontrar agentes quimioterapéuticos frente a Philasterides dicentrarchi
(Quintela, y col., 2003; Parama y col., 2004a). En ellas, se observé que todos los
componentes que mostraban actividad in vitro frente a este escuticociliado
contenian un anillo piperazina en su estructura quimica. A pesar del hecho de la
falta de eficacia de las piperazinas simples, la presencia de este anillo en los
compuestos parece incrementar su actividad antiprotozoaria frente a Philasterides
dicentrarchi. Si esto se prueba cierto, un conocimiento de la relacion entre la
estructura y la actividad de estos compuestos facilitaria el desarrollo de farmacos
efectivos para el control de estos protozoos patogénicos. Lo importante, sin
embargo, es certificar si esta efectividad también se produce in vivo.

Recientemente, Paramad y col. (2007¢) observaron que el empleo de
concentraciones farmacolégicas de la indometacina (un fairmaco antiinflamatorio
no esteroideo) inhibia el crecimiento de cultivos in vitro de P. dicentrarchi
posiblemente mediante un mecanismo que involucra la produccion de la apoptosis,
indicando su uso potencial no so6lo para mitigar los efectos patogénicos
relacionados con el dafio producido por la respuesta inflamatoria durante la
escuticociliatosis, sino también como un potencial agente quimioterapéutico
directo contra el ciliado.

No obstante, las medidas quimioterapetticas para el control de la
escuticociliatosis en peces, crustaceos y moluscos en cultivo presentan problemas,
como que los escuticociliados histiéfagos son especies altamente virulentas que se
dividen rapidamente (por fisién binaria) e invaden varios organos y tejidos, de
modo que los farmacos frente a estos organismos deben ser capaces de eliminar
completamente los escuticociliados, porque la supervivencia de tan sé6lo uno o dos

por hospedador es suficiente para causar un segundo ataque de la infeccion
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(Iglesias y col., 2002; Quintela y col., 2003; Parama y col., 2004a), y que en la
actualidad hay pocos agentes quimioterapéuticos aprobados para su uso en
acuicultura en la legislacion de varios paises, lo que dificulta la opcion del
tratamiento de la escuticociliatosis (Iglesias y col., 2002).

Puesto que no se conoce atn un tratamiento quimioterapéutico contra la
infeccidn interna por escuticociliados, hay actualmente un creciente interés sobre el
uso terapéutico de polifenoles vegetales para la prevencion de los efectos
patologicos presentados por la sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) y del nitrogeno (RNS) (Young y Woodside, 2001). Algunos polifenoles,
como la manguiferina y la epigalocatequina-3-galato, poseen potentes efectos
contra protozoos y helmintos parasitos que infectan a mamiferos (Das y col., 1989;
Awe y col., 1998; Kolodziej y col., 2001; Garcia y col., 2003). El resveratrol ha
sido sugerido que puede ser empleado en el tratamiento de las infecciones
producidas por Encephalitozoon cuniculi 'y Leishmania major (Leiro y col., 2004b;
Kedzierski y col., 2007). En estudios in vitro, la manguiferina, la epigalocatequina-
3-galato y el resveratrol se ha observado que presentan actividad antiprotozoaria
frente al escuticociliado Philasterides dicentrarchi que infecta al rodaballo en
cultivo, aumentando la posibilidad de un tratamiento in vivo de los peces,
posiblemente mediante la inclusion del/los polifenol(es) en la comida. Por
supuesto, habria que investigar si los efectos in vitro se mantienen in vivo tras la
administracion oral (Leiro y col., 2004a). Ademas, estos polifenoles presentan una
baja toxicidad incluso a altas concentraciones (Garcia y col., 2003), lo que
permitiria una administraciéon durante prolongados periodos de tiempo. Otra
ventaja es que son agentes antioxidantes que protegen los tejidos del estrés
oxidativo producido durante la respuesta inflamatoria, observandose una
atenuacion de esta respuesta por parte de estos compuestos (Garcia y col., 2002;
Leiro y col., 2002a, 2003), con la consiguiente reduccion de los efectos

inmunopatologicos asociados. Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio
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han demostrado que el resveratrol puede presentar un efecto antiparasitario frente a
P. dicentrarchi debido a que la actividad pro-oxidativa en este tipo de células
incrementa la cantidad de ROS intracelular y bloquea la proteccion frente a la
explosion respiratoria por la desregulacion de enzimas detoxificantes.

Considerando que, hasta el momento, el control de este parasito debe
realizarse mientras se encuentra fuera del hospedador, se ha desarrollado un
método basado en el uso de microesferas de quitosano estabilizadas con
glutaraldehido y conteniendo ciclodextrina beta que, en ensayos in vitro, producian
la muerte del 100% de los ciliados. Esta alta eficiencia, unida a la baja
patogenicidad en los peces y a la rapida biodegradacion de los componentes
individuales, sugieren su posible uso como alternativa a los bafios en formalina
(Parama y col., 2005).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, el desarrollo de una
vacuna para la escuticociliatosis es una de las medidas de control mas
prometedoras y efectivas que pueden desarrollarse (Kim y col., 2006). Estudios con
otro ciliado que infecta peces, como es el himenostomado Ichthyophthirius
multifiliis, han demostrado que los peces que sobreviven a las infecciones naturales
0 que estan sometidos a experimentos de infeccion subletal pueden desarrollar
proteccion frente a una reinfeccion, y producen anticuerpos en el suero capaces de
aglutinar, inmovilizar o incluso provocar la lisis de los parasitos in vitro (Clark y
col., 1995; Dickerson y Clark, 1998). Wang y Dickerson (2002) han demostrado
que los antigenos de superficie involucrados en esta respuesta, denominados
comunmente antigenos de inmovilizacion (antigenos-i), estan envueltos
directamente en la respuesta protectora observada, y que la inyeccion de
preparaciones purificadas de este antigeno puede ser efectiva para la proteccion
frente a la enfermedad del punto blanco producida por este parasito.

Kim y col. (2006) han realizado estudios inmunoprofilacticos con la -

tubulina recombinante para el tratamiento de la escuticociliatosis causada por el
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parasito Pseudocohnilembus persalinus en el lenguado japonés, proponiendo que
puede ser empleada como antigeno diana para el desarrollo de una vacuna frente a
la escuticociliatosis.

Recientemente, Sanmartin y col. (2008) han desarrollado una vacuna
atenuada frente a Philasterides dicentrarchi con una proteccion relativa del 77% y
del 66% tras 1 y 5 meses de la segunda vacunacion, indicando que la emulsion de
antigeno mas adyuvante empleada induce una proteccion duradera frente a la

infeccion producida por este parasito tras la administracion de dos vacunaciones.

Cultivo

Para realizar los diferentes ensayos y experimentos es necesario tener
grandes cantidades del parasito, por lo que es preciso un cultivo in vitro. Diversos
escuticociliados parasitos (géneros Anophryoides, Mesanophrys, Uronema,
Miamiensis y Philasterides) han sido cultivados en medios conteniendo bacterias
(Hamilton y Preslan, 1969; Parker, 1976; Nerad y Daggett, 1992; Bernard y
Fenchel, 1996) y en medios conteniendo fragmentos u homogeneizados de tejidos
animales, o células animales (Coats, 1992; Morado, 1993; Jee y col., 2001;
Alvarez-Pellitero y col., 2004a; Jung y col., 2005; Castro y col., 2007). Sin
embargo, mayoritariamente, estas técnicas de cultivo xénicas no son apropiadas
cuando se quieren realizar estudios inmunolédgicos, puesto que es dificil obtener
extractos de antigeno puro del organismo de interés.

Es por lo tanto necesario el uso de técnicas axénicas. Varios
escuticociliados marinos han sido cultivados previamente bajo condiciones
axénicas empleando medios quimicamente definidos o indefinidos, cuya
preparacion es bastante compleja en la mayoria de los casos (Hanna y Lilly, 1971;
Soldo y Merlin, 1972; Nerad y Daggett, 1992; Morado, 1993), o medios
disponibles comercialmente (Messick y Small, 1996; Alvarez-Pellitero y col.,

2004a; Kim y col., 2004a).
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A la hora de preparar estos cultivos axénicos, hay que tener en
consideracion diferentes aspectos que pueden afectar al crecimiento del
escuticociliado in vitro, tales como la temperatura, la salinidad, el pH, la dosis de
cultivo y los componentes nutricionales (lipidos, factores de crecimiento, proteinas,
vitaminas, aminoacidos, etc.) (Nerad y Daggett, 1992; Morado, 1993; Alvarez-
Pellitero y col., 2004a; Kim y col., 2004a).

Taxonomia y filogenia

Durante los ultimos 40 afios han sido realizados numerosos estudios en la
taxonomia, la morfologia y el desarrollo celular de los escuticociliados (Small,
1967; Corliss, 1979; Lynn, 1979; Song, 2000; Song y Wilbert, 2000; Long y col.,
2007), siendo considerados por la mayoria de los investigadores como un grupo
monofilético dentro de los ciliados (Corliss, 1979; Lynn, 1979; de Puytorac y col.,
1984; Lynn y Sogin, 1988; Lynn y Small, 1997, 2000; Stridder-Kypke y col., 2000).
Gracias a estos estudios, este grupo de ciliados pequefos, morfolégicamente
similares y cosmopolitas presenta una riqueza mucho mayor que la que se
consideraba previamente, lo que es especialmente cierto para los grupos que
habitan los biotopos marinos, de los que muchos aun deben ser descritos (Song y
col., 2003).

Basandose mayoritariamente en los datos morfologicos y morfogenéticos,
Lynn y Small (1997) dividieron los escuticociliados en tres 6rdenes: Philasterida,
Pleuronematida y Thigmotrichida. Comparativamente, se han realizado pocos
estudios en la sistematica de este grupo (Lynn y Small, 1997, 2000) a pesar del
hecho de que la morfologia y la morfogénesis de muchas especies, especialmente
del orden Philasterida, han sido investigadas detalladamente mediante el uso de
métodos modernos (Groliere, 1980; Morado y Small, 1994; Song, 2000; Song y
Wilbert, 2000; Small y col., 2005; Long y col., 2007).
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Los métodos moleculares, y en particular la determinacion de la secuencia
del gen SSUrRNA, han sido empleados para evaluar las relaciones filogenéticas de
muchos grupos de escuticociliados (Ragan y col., 1996; Shang y col., 2003; Song y
col., 2005; Li y col., 2006; Shang y col., 2006). Ello se basa en que estos genes son
razonablemente largos (1800 nucledtidos aproximadamente), altamente
conservados y en que que los datos disponibles se han incrementado rapidamente
en los ultimos afios. La informacion de estas secuencias parciales y completas del
gen SSUrRNA ha corroborado algunas relaciones taxonomicas basadas en los
caracteres ultraestructurales y otras caracteristicas morfoldgicas (Song y col., 2005;
Li y col.,, 2006). Sin embargo, varios estudios realizados en base a técnicas
moleculares proporcionan diferentes conclusiones de aquellos basados en los
caracteres morfologicos y/u ontogénicos (Ragan y col., 1996; Striider-Kypke y col.,
2000; Small y col., 2005).

Los escuticociliados causantes de las infecciones en peces también han
sido estudiados mediante el empleo de técnicas modernas para determinar su
morfologia y su morfogénesis (Cheung y col., 1980; Dragesco y col., 1995;
Munday y col., 1997; Jee y col., 2001; Kim y col., 2004a, b; Jung y col., 2007;
Ramos y col., 2007), asi como han sido a su vez empleadas técnicas moleculares
basadas en la secuencia del gen SSUrRNA para determinar las relaciones
filogenéticas dentro de este grupo (Jung y col., 2005).

Adl y col. (2005) propusieron una nueva clasificacion taxonémica de los
eucariotas con especial énfasis en los protistas incorporando los resultados de los
estudios ultraestructurales -como ya hacia la anterior de Levine y col. (1980)- que
se han obtenido desde 1980 y los de los estudios moleculares filogenéticos. Asi, los
escuticociliados quedan posicionados en los ciliados como detalla a continuacion:

Ciliophora Doflein, 1901

Intramacronucleata Lynn, 1996

Oligohymenophorea de Puytorac y col., 1974
Scuticociliatia Small, 1967,
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y como ya mencionamos con anterioridad, Scuticociliatia esta subdividida segiin

Lynn y Small (1997, 2000) de la siguiente manera:

Subclase Scuticociliatia Small, 1967
Orden Philasterida Small, 1967
Orden Pleuronematida Fauré-Fremiet en Corliss, 1956
Orden Thigmetrichida Chatton y Lwoff, 1922.

Todos los ciliados causantes de escuticociliatosis pertenecen a Philasterida.
Seguidamente, exponemos la clasificacion de los escuticociliados causantes de

estas infecciones en peces con importancia comercial:

Subclase Scuticociliatia Small, 1967
Orden Philasterida Small, 1967
Familia Uronematidae Thompson, 1964
Género Uronema Dujardin, 1841
Uronema marinum Dujardin, 1841
Uronema nigricans Mueller, 1786
Familia Pseudocohnilembidae Evans y Thompson, 1964
Género Pseudocohnilembus Evans y Thompson, 1964
Pseudocohnilembus persalinus Evans y Thompson, 1964
Familia Philasteridae Kahl, 1931
Género Philasterides Kahl, 1931
Philasterides dicentrarchi Dragesco y col., 1995
Familia Parauronematidae Small y Lynn, 1985
Género Miamiensis Thompson y Moewus, 1964
Miamiensis avidus Thompson y Moewus, 1964.

Estudios recientes, basados en los caracteres morfoldgicos y en la
secuencia del gen SSUrRNA, han concluido que Miamiensis avidus y Philasterides
dicentrarchi son especies sindnimas, proponiéndose Miamiensis avidus como el
sinonimo senior de Philasterides dicentrarchi (Song y Wilbert, 2000; Jung y col.,
2007). Ademas, Song y Wilbert (2000) incluyeron Miamiensis en Uronematidae,
contradiciendo asi a Lynn y Small (2000); sin embargo, en una clasificacion de los
ciliados realizada en 2002 y revisada por Lynn (no publicada), Miamiensis avidus

permanecia en la familia Parauronematidae (The Ciliate Resource Archive, 2002).
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El sistema inmunitario de los peces

La inmunidad en los peces tiene la capacidad de distinguir lo propio de lo
extrafio, aunque es menos compleja que la de los homeotermos (Ellis, 1982). Como
el resto de los vertebrados, presenta una inmunidad innata o inespecifica y una
inmunidad adquirida o especifica, implicando en los dos casos una respuesta
celular y una respuesta humoral.

La inmunidad innata presenta una primera linea de defensa formada por las
escamas, la superficie mucosa de la piel y las branquias, y la epidermis, que
impiden o dificultan la invasion por los microorganismos (Ellis, 2001la;
Magnadottir, 2006). La respuesta celular depende de diversas poblaciones de
leucocitos, como los granulocitos, los monocitos/macrofagos y las células
citotoxicas no especificas (NCC). Los parametros humorales incluyen los
inhibidores del crecimiento, varias enzimas liticas y componentes del sistema del
complemento, las aglutininas y precipitinas (opsoninas, principalmente lectinas),
los anticuerpos naturales, las citocinas y los péptidos antibacterianos (Magnadottir,
2006).

La inmunidad adquirida incluye un componente celular compuesto por los
linfocitos T y B, que en los peces representan la poblacidon mayoritaria dentro de
los leucocitos, y un componente humoral constituido por las inmunoglobulinas o

anticuerpos.

Organos y tejidos linfohematopoyéticos
En los teleodsteos, los principales organos linfohematopoyéticos son el

rifién, el timo y el bazo.
Rifion
Es el principal 6rgano hematopoyético de los peces o6seos (Zapata, 1979;

Roszell y Rice, 1998). Estd dividido en dos segmentos de similar estructura,
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denominados rifiéon anterior y riidn posterior o troncal. Aunque ambos poseen
capacidad hematopoyética, es mayor en el rifion anterior debido a la pérdida de su
funcion renal (Press y Evensen, 1999). En este organo se lleva a cabo una
importante funciéon de limpieza de sustancias presentes en la sangre, que son
endocitadas por las células endoteliales sinusoidales y los macréfagos, donde son
degradadas (Christiansen y col., 1996). En el rifion se encuentran fagocitos, células
plasmaticas, linfocitos B, etc. (Zapata y Cooper, 1990; Meseguer y col., 1991). Los
antigenos son procesados y presentados a las células T, comenzando asi la
respuesta especifica (Vallejo y col., 1992a, b; Stensvag y col., 1995). El rifién
anterior parece ser el primer 6rgano productor de linfocitos B en los teledsteos
(Zapata y col., 2006).

El rifién anterior del rodaballo contiene un porcentaje de leucocitos del
95.9% del total de poblaciones celulares (Quentel y Obach, 1992). Santarém (1996)
obtuvo una proporcion de macrofagos del 1 +0.3%, de neutrofilos del 11.6 = 5.3%,
de linfocitos del 82.7 + 11.4% y de trombocitos del 4.1 = 2.1% en la poblacion de

leucocitos maduros.

Timo

En los peces es un organo bilateral y par que estd situado detras de las
branquias y localizado inmediatamente por encima del epitelio branquial (Ellis,
1977). El parénquima esta formado por una red de células epiteliales entre las que
se distribuyen células libres, mayoritariamente linfocitos de diversos tamafios, pero
también melanomacrofagos y otras células (Zapata y col., 1996). En los teledsteos,
igual que en otros vertebrados, es un 6rgano linfohematopoyético primario (Sweet
y col., 1998) donde se producen en primer lugar los linfocitos T (Zapata y col.,
2006), y que no participa ni en el reconocimiento de antigenos, ni en la fagocitosis

ni en la produccion de anticuerpos (Ruben y col., 1977; Castillo y col., 1998).
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Bazo

Estd rodeado de una capsula fibrosa de la que parten pequenas trabéculas
que se extienden entre el parénquima, el cual se divide en una pulpa roja y una
pulpa blanca. La primera ocupa la mayor parte del 6rgano, y esta constituida por un
entramado de células reticulares entremezcladas con sinusoides y células
hematopoyéticas, incluyendo macrofagos y linfocitos. La segunda en general esta
poco desarrollada, y contiene elipsoides y grupos de melanomacrofagos (Press y
Evensen, 1999). Posee funciones hematopoyéticas, de limpieza de macromoléculas
y células viejas circulantes, de degradacion y procesamiento de antigenos, y de

produccion de anticuerpos (Dalmo y col., 1997).

Otros organos, como el corazon y el higado, participan en la eliminacion de
sustancias y particulas circulantes por la potente actividad endocitica de algunas de
sus células. Ademas, los linfocitos, los macrofagos y los granulocitos de distintos
tipos son especialmente abundantes en las laminas propia y submucosa del
intestino, en el epitelio branquial y en la piel (McMillan y Secombes, 1997; Reite,

1997; Lin y col., 1998; Moore y col., 1998).

Sistema inmunitario innato

La respuesta inmunitaria de los peces depende en gran medida del sistema
innato de defensa, puesto que su sistema adquirido no esta tan desarrollado como

en los mamiferos (Robertsen, 1999).

Respuesta inmunitaria celular innata
Las  células  fagociticas  -granulocitos  (neutrofilos) 'y  los
monocitos/macrofagos- y las células citotoxicas no especificas (NCC) son las

principales células del sistema de defensa innato de los peces (Magnadottir, 2006).
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Granulocitos

Los granulocitos son una poblacion de células diversa estructural y
funcionalmente. Estan subdivididos, como en los mamiferos, en neutréfilos,
eosinofilos y basofilos; sin embargo, esta clasificacién no es unanime puesto que
los criterios morfologicos empleados en los mamiferos no se pueden aplicar
siempre para la identificacion de los granulocitos de los peces. Esta identificacion
se basa en criterios como el tamafio y la forma celular, la forma del nucleo, las
tinciones histoquimicas y la intensidad de la tincion, la composicion quimica y la
forma de los granulos presentes en el citoplasma, y la ultraestructura (Ainsworth,
1992; Burrows y col., 2001). Los granulocitos se aislan habitualmente de la sangre,
los rifiones, el bazo y la cavidad peritoneal. Hay especies que presentan los tres
tipos de células mientras que hay otras que s6lo presentan uno. Han sido descritos
granulocitos diferentes de los eosinofilos que se han denominado células granulares
eosinofilas y que, en algunas especies, se cree que son funcionalmente similares a

los mastocitos de los mamiferos.

Neutrofilos. Son, tras los linfocitos, los leucocitos mas abundantes en la sangre de
los peces (Lewis, 1985; Lamas y col., 1994), considerandose neutréfilos las células
granulares que presentan tincion neutra a los colorantes sanguineos (Aisworth,
1992). Estan presentes en la mayoria de las especies estudiadas y en algunas es el
Unico tipo de granulocito que esta presente, como sucede por ejemplo en la lamprea
de rio adulta (Lamprea fluviatilis) (Page y Rowley, 1983), en la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) (Lamas y col., 1994) y en el rodaballo (Psetta maxima)
(Burrows y Fletcher, 1987, Burrows y col.,, 2001). En ciertas especies, las
propiedades de tincion de los granulos varian y, en estos casos, las células que
presentan similitud funcional con los neutrofilos han recibido el nombre de
heterofilos o granulocitos acidofilos (Meseguer y col., 1993; Zapata y col., 1996;
Rey Vazquez y Guerrero, 2007).
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En los peces oOseos, los neutrofilos presentan una forma redonda
generalmente, con un nucleo excéntrico redondo, ovalado o bilobulado.

Los neutréfilos del rodaballo son células esféricas de aproximadamente 11
pm con un nucleo excéntrico normalmente redondeado, aunque puede ser oval en
algunas ocasiones, que, en general, ocupa un tercio o un cuarto de la célula (Figura
13A). Este tipo de granulocito representa el 5.6% de los leucocitos de la sangre del
rodaballo y exhibe propiedades morfologicas e histoquimicas propias de

neutr6filos de mamiferos (Burrows y Fletcher, 1987; Burrows y col., 2001).

Figura 13. Microfotografias obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de un
neutrofilo que muestra granulos citoplasmaticos electrondensos (A) y de un monocito mostrando
pseudopodos de extrusion (B) de rodaballo (Burrows y col., 2001).

Estos granulocitos pueden obtenerse a partir de la sangre, del rifién anterior
y del liquido intraperitoneal tras la inyeccion con un agente inflamatorio (Lamas y
Ellis, 1994a; Leiro y col., 2006) y ser aisladas mediante centrifugacion en
gradientes de densidad (Lamas y Ellis, 1994a).

En los peces, los neutrofilos estan implicados en la respuesta inflamatoria,
tienen una gran movilidad con capacidad de migracion frente a sustancias
quimiotacticas, y poseen capacidad fagocitica y microbicida mediante la liberacion
de enzimas y la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y del

nitrogeno (RNS) (Ainsworth y Dexiang, 1990; Lamas y Ellis, 1994a; Secombes,
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1996; Leiro y col., 2000a, 2001, 2006; Bownik y Siwick, 2007; Nakayama y col.,
2007).

Eosindfilos. En general, son poco abundantes en la sangre de los peces y se han
descrito en algunos, incluidos los elasmobranquios (Hine y Wain, 1987; Pacheco y
col.,, 2002) y los teledsteos (Hine y Wain, 1989; Shigdar y col., 2007). Sin
embargo, en el atiin de aleta azul del sur los eosinofilos representan el granulocito
mayoritario (Rough y col., 2005).

En el rodaballo no se ha encontrado este tipo de célula (Burrows y
Fletcher, 1987; Burrows y col., 2001).

Los eosindfilos se caracterizan por la presencia de granulos citoplasmaticos
eosinofilicos, que se tifien de rojo brillante con la tinciéon de Romanowsky o con
eosina, y por las estructuras cristaloides y centrales que presentan éstos
(Ainsworth, 1992; Shigdar y col.,, 2007). Su funciéon no ha sido demasiado
estudiada en los peces, aunque se ha observado actividad fagocitica en los
eosindfilos del exudado peritoneal de varias especies (Bodammer, 1986; Suzuki,

1986).

Basofilos. Estos granulocitos también se han encontrado en algunas especies
(Lopez Ruiz y col., 1992; Fijan, 2002; Tripathi y col., 2004; Shigdar y col., 2007,
Tavares-Dias y De Moraes, 2007). Se caracterizan ultraestructuralmente por la
posesion de unos granulos de gran tamafio, con un contenido electrondenso
homogéneo o con una matriz granular, que ocupan la mayor parte del citoplasma
(Fijan, 2002; Tripathi y col., 2004; Shigdar y col., 2007). Su funcién en los peces
es aun una incognita y ha sido sugerida su implicacion en procesos inflamatorios

(Suzuki e lida, 1992).
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Mastocitos/células granulares eosindfilas (M/CGEs). Se han observado en el
intestino, las branquias, la piel, las meninges, el higado y alrededor de los vasos
sanguineos principales de los salménidos (Lamas y col., 1991; Sveinbjernsson y
col., 1996; Jordanova y col., 2007), en el exudado peritoneal de la anguila
(Anguilla australis) (Hine y Wain, 1989), en las branquias y el exudado peritoneal
de la dorada (Sparus aurata) (Noya y Lamas, 1997), en las branquias de la platija
de invierno (Pseudopleuronectes americanus) (Murray y col., 2003) y en el
intestino del gourami perlado (7richogaster leeri) (Leknes, 2007), entre otros. Los
granulos de los M/CGEs muestran una notable diversidad en sus propiedades de
tincion, con componentes basofilicos y acidofilicos en su interior (Reite y Evensen,
2006). Los M/CGEs de los teledsteos presentan capacidad migratoria a los lugares
de inflamacion persistente, estan presentes en las reacciones de hipersensibilidad,
responden a estimulos nocivos, presentan actividad fagocitica, y liberan o producen
sustancias involucradas en la reaccion inflamatoria y en la migracién de los

neutréfilos (Lamas y col., 1991; Reite, 1997; Reite y Evensen, 2006).

Monocitos/macrofagos

Monocitos. Son células circulantes que cuando se establecen en los tejidos se
diferencian en macrofagos. En la sangre de los peces el porcentaje de monocitos es
muy bajo en relacion a los leucocitos totales, representando por ejemplo el 0.8% en
la trucha (Salmo gairdneri) (Angelidis y col., 1987) o el 1.6% en el rodaballo
(Burrows y Fletcher, 1987; Santarém, 1996). Se ha observado que presentan
capacidad fagocitica.

En el rodaballo son células grandes (11.5 um) y con forma variable que
tienen un gran nucleo esférico o dentado (ocasionalmente presenta una forma
bilobulada) que ocupa aproximadamente la mitad de la célula (Burrows y Fletcher,

1987; Burrows y col., 2001) (Figura 13B).
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Macroéfagos. Estain ampliamente distribuidos en los peces, siendo especialmente
abundantes en el bazo y en el rifién, aunque también estan presentes en otros
organos y en la cavidad peritoneal, donde son abundantes tras una inyeccion
intraperitoneal con un agente inflamatorio (Leiro y col., 2001, 2006). Se
caracterizan por la presencia en su citoplasma de lisosomas y vacuolas de
diferentes tamanos, de mitocondrias, de abundante reticulo endoplasmatico rugoso
y de un aparato de Golgi bien desarrollado. Presentan una forma celular irregular
con un nucleo ovalado, redondo o con forma de rifion (Secombes, 1996; Jensch y
col., 2006).

Los macrofagos representan una parte fundamental de la defensa innata,
puesto que son las principales células fagociticas de los peces (Blazer, 1991),
poseen receptores para las inmunoglobulinas y el complemento (Secombes y
Fletcher, 1992) y realizan una funcion de limpieza del tejido necrético. Tienen un
amplio rango de funciones basadas en la produccion y la secrecion de moléculas
reguladoras, incluyendo enzimas, péptidos antimicrobianos, metabolitos del acido
araquidénico, especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, y citocinas (Aranishi
y col., 1997; Shoemaker y col., 1997; Serensen y col., 1997; Weyts y col., 1997;
Ganassin y Bols, 1998; Buentello y Gatlin, 1999; Castro y col., 1999; Neumann y
col., 2000; Hanington y Belosevic, 2007; Kales y col., 2007). Ademas, los
macrofagos forman parte integral de la respuesta especifica funcionando como
células accesorias, puesto que reconocen y procesan antigenos, y desencadenan la
activacion de los linfocitos mediante la liberacion de moléculas
inmunomoduladoras (Secombes y Fletcher, 1992; Vallejo y col., 1992a; Ellsaesser
y Clem, 1994). De modo similar a lo que ocurre en los mamiferos, los macréfagos
de los teledsteos son capaces de presentar antigenos en su membrana mediante
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (Hordvik y
col., 1993; Klein y col., 1993; Glamann, 1995; Koppang y col., 2003). Los estudios

de marcaje radiactivo realizados por Vallejo y col. (1992b) confirmaron que el



Introduccion 65

antigeno procesado es expresado en la superficie de las células presentadoras de
antigeno.

Diversas sustancias exdgenas como lipopolisacaridos bacterianos,
peptidoglucano/muramildipéptido, diversos péptidos, citocinas de mamiferos, -1-
3-D-glucanos y compuestos quimicos (por ejemplo el iondforo del calcio A23187)
pueden modular las funciones de los macréfagos de los peces (Kodama y col.,
1993; Solem y col., 1995; Dalmo y col., 1996; Leiro y col., 2000a; Bonaldo y col.,
2007; Dofiate y col., 2007; Gjeen y col., 2007), pudiendo afectar a la produccion de
metabolitos toxicos, a la fagocitosis, y a la produccion y la secrecion de enzimas

lisosémicas.

Melanomacrofagos. Son macrofagos que contienen fragmentos derivados de las
células fagocitadas, principalmente eritrocitos, y pigmentos como la melanina, la
lipofucsina y la hemosiderina (Micale y Perdichizzi, 1990; Passantino y col., 2005;
Bombonato y col., 2007). Los melanomacréfagos aparecen en todos los grupos de
peces y a medida que se avanza en la escala evolutiva presentan una mayor
organizacion, desde melanomacrofagos dispersos en agnatos y elasmobranquios
hasta grupos organizados, denominados centros melanomacrofagicos, en los peces
0seos. En éstos, el riion y el bazo presentan gran cantidad de centros
melanomacrofagicos que pueden estar encapsulados completa o parcialmente,
asociados normalmente a los vasos sanguineos (Meseguer y col., 1994; Zapata,
1996; Passantino y col., 2005).

Se les ha atribuido una funcion en el sistema de defensa como centros de
limpieza de materiales endogenos y exdgenos para su destruccion, detoxificacion y
reciclaje, y de destruccion de eritrocitos que han ingerido microorganismos
(Vogelbein y col., 1987; Passantino, 2005). Participan en el catabolismo y el

procesamiento de antigenos (Agius, 1985).
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Células citotoxicas no especificas

Las células citotoxicas no especificas (NCC) forman parte de la respuesta
inmunitaria innata de los peces (Graves y col., 1985a, b; Jaso-Friedmann y col.,
1997, 2001), y han sido propuestas como el precursor evolutivo de las células NK
de los mamiferos (Evans y col., 1984; Graves y col., 1985a; Evans y Jaso-
Friedmann, 1992; Jaso-Friedmann y col., 2001; Cuesta y col., 2005). Estas NCC
fueron descritas en primer lugar como linfocitos pequeiios y agranulares en el pez
gato (Ictalurus punctatus) (Evans y col., 1984), pero estudios posteriores en otras
especies de peces han identificado estas células con varios tipos celulares
(linfocitos, monocitos/macrofagos, y/o granulocitos) (McKinney y col., 1986;
Cuesta y col., 1999; Sasaki y col., 2002; Cuesta y col., 2005). Es sabido que estas
células citotoxicas matan variedad de células diana, incluyendo células tumorales,
células transformadas por virus y protozoos parasitos (Evans y Jaso-Friedmann,
1992; Jaso-Friedmann y col., 2001; Shen y col., 2002). Para ello, es necesario un
contacto con las células diana para que se produzca la lisis de éstas, bien mediante
la induccién de necrosis o mas caracteristicamente induciendo apoptosis (Greenlee
y col., 1991; Secombes, 1996; Jaso-Friedmann y col., 2000; Evans y col., 2001).

Aunque varias rutas bioquimicas pueden estar disponibles para el inicio del
ciclo litico en las NCC, el contacto inicial con las células tumorales, el protozoo
parasito, etc. estad facilitado mediante el reconocimiento del antigeno diana por una
proteina de membrana de las NCC denominada receptor de las células citotoxicas
no especificas (NCCRP-1) (Jaso-Friedmann y col., 1997). Este receptor ha sido
clonado y analizado en diversas especies de peces, como por ejemplo el pez gato
(Jaso-Friedmann y col., 1997), la dorada (Cuesta y col., 2005), la carpa comun o
europea (Cyprinus carpio) (Sakata y col., 2005) y el bacalao comin o atlantico
(Gadus morhua) (Seppola y col., 2007). También ha sido secuenciado este receptor
en el axolote (Ambystoma mexicanum), lo que sugiere la existencia de las NCC

también en los anfibios (Reimers y col., 2006).
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Ademés, la actividad citotdxica natural de los leucocitos puede modificarse
tras la inyeccion de determinadas sustancias que actilan como inmunoestimulantes
(Cuesta y col., 2002, 2003).

Recientemente, Shen y col. (2004) han demostrado la existencia de células
similares a las NK en los leucocitos de la sangre periférica del pez gato,
evidenciando que la citotoxicidad mediada por células también estd mediada por

linfocitos granulares carentes de marcadores para las NCC.

Respuesta inmunitaria humoral innata

Dentro de los factores que act@ian en esta respuesta destaca el sistema del
complemento. En los mamiferos, el sistema del complemento constituye una de
las primeras lineas de defensa frente a las infecciones microbianas. En los peces
constituye seguramente el factor humoral mas importante de la respuesta innata
(Ellis, 2001b). Este sistema puede activarse por una o por la combinacién de tres
vias: por la via clasica de activacion del complemento (para la que son precisos
anticuerpos especificos), por la via alternativa de activacion del complemento y por
la via de la lectina, tanto en los vertebrados superiores como en los peces 0seos,
aunque en estos Ultimos se conoce poco acerca de los mecanismos y las moléculas
que estan involucrados en la activacion de la via de la lectina (Boshra y col., 2006).
La molécula clave en la activacion de todas la rutas del sistema del complemento
es el factor C3 (Lambris y col., 1993; Levoll y col., 2007).

El sistema del complemento de los peces es mas 1abil al calor que el de los
mamiferos (40-45 °C frente a 56 °C), tiene una temperatura optima de reaccion
menor, posee un efecto antimicrobiano mayor y es mas especifico de especie
(Sakai, 1992; Holland y Lambris, 2002). Presenta una actividad de la via
alternativa de activacion varios 6rdenes de magnitud mayor que la obtenida en los
mamiferos gracias al polimorfismo genético del factor C3 (Zarkadis y col., 2001;

Nakao y col., 2003b). El complemento juega un papel clave en la respuesta innata
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mediante la fagocitosis, la explosion respiratoria, la quimiotaxis, la lisis celular y la
opsonizacion (Holland y Lambris, 2002; Boshra y col., 2006).

La combinaciéon de la mayor actividad de la via alternativa y de la
activacion de este sistema a un rango amplio de temperaturas, junto con la
diversidad de algunos de sus componentes clave, hacen del complemento un
sistema de defensa muy potente en los peces (Boshra y col., 2006).

En los mamiferos existen claras evidencias que implican al sistema del
complemento como un modulador de la respuesta inmunitaria adaptativa, como son
los receptores y los moduladores del complemento presentes en los linfocitos B y
T. El complemento y sus receptores ilustran graficamente la difuminacion de las
que fueron claras lineas de division entre las respuestas innata y adaptativa, y son
un ejemplo de los miltiples puentes que unen inexorablemente estos dos brazos de
la inmunidad (Morgan y col., 2005). Hasta el momento, el conocimiento en los
peces de la existencia funcional y estructural de los receptores del complemento en
los linfocitos es escaso; sin embargo, Nakao y col. (2004) han observado que las
dos isoformas del C3d de la carpa son capaces de unirse a los linfocitos periféricos
del pez. Por supuesto, deben hacerse mas estudios para una mejor comprension de
la evolucion y de la funcion de estos receptores en los procesos de las inmunidades

innata y adaptativa en los teledsteos.

También forman parte de la respuesta inmunitaria innata las citocinas -la
interleucina-1beta (IL-1p), la IL-6, la IL-8, los interferones (INFs), el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-fB) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a)-, la lisozima, la quitinasa, las catepsinas, los eicosanoides, la tripsina, la proteina
C reactiva, componentes del complemento, las aglutininas, los inhibidores de
proteasas, las proteinas de union a metales, los anticuerpos naturales, etc. (Ellis,

1999; Watts y col., 2001; Holland y Lambris, 2002; Magnadottir, 2006).
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Fagocitosis

La fagocitosis representa el mecanismo de defensa mas importante en
todos los organismos metazoos. De hecho, ha sido sugerido que la fagocitosis
representa un rudimentario sistema de defensa en los eucariotas mas simples, los
protozoos (Nickel y col., 1999). Las principales células fagociticas en los peces son
los monocitos/macrofagos y los neutrofilos. En los peces 6seos, es en el rifidn y en
el bazo donde las células fagociticas localizan mayoritariamente los antigenos.
Durante la infeccion, las células fagociticas actiian en fases: (1) reclutamiento de
un numero adecuado de leucocitos al lugar de la infeccion por mecanismos
quimiotacticos, (2) unidén de los patégenos a la membrana de las células
fagociticas, (3) ingestion de los patogenos, y (4) muerte y digestion de los
patoégenos por mecanismos microbicidas dependientes o independientes de oxigeno
(Verhoef, 1991).

Una vez que se han reclutado los leucocitos en el lugar de la infeccion, se
produce el reconocimiento y la unién de la particula a la membrana de las células
fagociticas. Este reconocimiento puede ser inespecifico mediante uniones
hidrofébicas de la membrana celular con la particula diana o especifico mediante
receptores. En los peces, se ha observado actividad opsonizante de los sueros de
individuos normales e inmunizados (Leiro y col., 1996; Fraystad y col., 1998) y se
ha encontrado un amplio nimero de receptores en la superficie de sus fagocitos,
entre los que se encuentran los receptores para las inmunoglobulinas y el
complemento (Secombes y Fletcher, 1992; Koumans-van Diepen y col., 1994;
Nakao y col., 2003a). Los receptores estan involucrados en un determinado niimero
de funciones celulares, como la mencionada fagocitosis, pero también en la
produccion del anién superoxido, la liberacion de diversas citocinas, etc. También
ha sido demostrada en los macrofagos de los peces la fagocitosis inespecifica por

medio de lectinas (Ottinger y col., 1999).
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Tras las dos primeras fases del proceso fagocitico se produce la ingestion
(Figura 14), equivalente a la que tiene lugar en los mamiferos (Kodama y col.,
1994), y posteriormente se produce la muerte y la digestion de los patdgenos.
Mediante microscopia electronica se ha observado que los granulos citoplasmaticos
(lisosomas) se fusionan con los fagosomas, descargando su contenido alrededor de
la particula (Lamas y Ellis, 1994b; Couso y col., 2001). Empieza asi la destruccion
en el interior del fagosoma por la liberacion de diversas enzimas degradantes y la
produccion de metabolitos toxicos (Dalmo y Seljelid, 1995; Neumann y col.,
2001).

Puede ser que la fagocitosis no sea sélo una actividad de la respuesta
inmunitaria innata, sino que puede ser un paso de la respuesta inmunitaria

adquirida.
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Figura 14. Macrofagos de rodaballo fagocitando levaduras. Observar la presencia de macrofagos
con hasta siete levaduras ingeridas. Fuente: Belén Budifio.

Produccion de metabolitos toxicos
Ha sido demostrado que los fagocitos de los peces presentan una
importante actividad bactericida y larvicida, poseyendo mecanismos de destruccion

intra y extracelulares (Santarém y col., 1997). En los peces, igual que en los



Introduccion 71

mamiferos, la actividad microbicida de los fagocitos ha sido dividida de modo
convencional en anaerobia y aerobia. No existe mucha informacion acerca de la
actividad anaerobia, pero si se conoce que implica la accion de una gran variedad
de enzimas hidroliticas almacenadas en el interior de los granulos citoplasmaticos
(lisosomas) que pueden tener actividad microbicida cuando éstos se fusionan con
los fagosomas una vez que han internalizado las particulas extrafias (Rowley y col.,
1988; Dalmo y Seljelid, 1995). Ademas, los fagocitos presentan enzimas con
capacidad microbicida que son secretadas al exterior como defensa extracelular. En
el caso del rodaballo, presentan la lisozima, y enzimas con actividad quitinolitica y
proteolitica (Leiro y col., 1997). La actividad aerobia viene definida por la

explosion respiratoria y la produccion de 6xido nitrico (Figura 15).
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Figura 15. Produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) durante la explosion respiratoria y
de especies reactivas del nitrogeno (RNS). Observar que cuando se producen el radical hidréxilo
(0,) y el 6xido nitrico (NO’) en el mismo ambiente, dan lugar al potente reactivo antimicrobicida
peroxinitrito (ONOO").
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La explosion respiratoria

Durante la fagocitosis, o cuando los fagocitos son estimulados, se produce
un incremento en el consumo de oxigeno (Chanock y col., 1994). Este fenomeno se
conoce como explosion respiratoria, durante el cual se producen especies reactivas
del oxigeno (ROS) que presentan una gran actividad microbicida. Mediante
estudios con inhibidores metabolicos se ha comprobado que este consumo de
oxigeno es independiente de la respiracion mitocondrial, no empleandose para la
produccion de energia (Cross, 1990).

La reaccion primaria de la explosion respiratoria es la reduccion parcial del
oxigeno, originando un radical de anidén superoxido (O,) por la acciéon de la
enzima NADPH oxidasa asociada a la membrana (Babior, 1978; Trush y col.,
1978; Chanock y col., 1994; Cross y Segal, 2004; Quinn y Gauss, 2004). Esta
enzima en los mamiferos es una molécula compleja formada por un citocromo bssg
unido a la membrana, tres factores citosolicos y la GTPasa Rac2 (Geiszt, 2006).
Durante la activacion de la NADPH de las células fagociticas, las proteinas
citosolicas se traslocan a la membrana para constituir una unidad funcional (Geiszt,
2006) que cataliza la transferencia de un electrén del nucleétido NADPH al

oxigeno mediante la siguiente reaccion (Babior, 1999):

2 0, +NADPH — 2 O, + NADP" + H".

Un gran numero de autores ha descrito la produccion de especies reactivas
del oxigeno durante la explosion respiratoria en los peces, tanto en los macrofagos
(Dalmo y Seljelid, 1995; Castro y col., 1999; Leiro y col., 2000a, 2001, 2006; Aiy
col., 2007) como en los neutrofilos (Castro y col., 1999; Couso y col., 2001; Leiro
y col., 2000a, 2001; Shiibashi e lida, 2001; Leiro y col., 2006; Nakayama y col.,
2007), lo que sugiere que la NADPH oxidasa de estos fagocitos es muy similar

funcionalmente a la de los mamiferos (Secombes y Fletcher, 1992; Itou y col.,
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1998; Inoue y col., 2004). Ha sido también identificado un citocromo b de bajo
potencial en diversas especies de peces (Secombes y col, 1992; lida y
Wakabayashi, 1995; Itou y col., 1998; Shiibashi y col., 1999).

Una vez producido el Oy, éste dismuta a peréxido de hidrogeno (H,0O,)
bien de forma espontanea bien catalizado por la enzima superdxido dismutasa
(SOD) (Secombes y col., 1992): 2 O, +2 H" — H,0, + O,.

Aparte del O, y del H,O, se forman otras especies reactivas del oxigeno,
como el radical hidroxilo (OH") y el acido hipocloroso (OHCI), que también
presentan una notable actividad microbicida.

Ha sido observado que una amplia cantidad de estimulos puede actuar
sobre la explosion respiratoria. Por ejemplo, extractos de parasitos (Sharp y col.,
1991; Leiro y col., 2000a, 2006; Sitja-Bobadilla y col., 2006) pueden influir en
ella. También opsoninas, péptidos y ADN gendémicos bacterianos, y el forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) pueden ser potentes activadores de la explosion
(Chanock y col., 1994; Sitja-Bobadilla y col., 2006; Sepulcre y col., 2007). La
estimulacion optima de la explosion respiratoria requiere la opsonizacion de la
particula usada como estimulo con suero de peces no tratados (Nash y col., 1987;
Leiro y col.,, 1997). En ciertas especies, el suero inmune actia mejor como
opsonina que el suero no inmune (Waterstrat y col., 1991), lo que sugiere que los
anticuerpos, al igual que el complemento, pueden mejorar la actividad de la

explosion respiratoria.

El oxido nitrico

Aparte de los ROS, las especies reactivas del nitrogeno (RNS) estan
también implicadas en el mecanismo empleado por los fagocitos para la
destruccion de patdgenos intracelulares (Liew, 1993; James, 1995; Nathan, 1995).
Se ha observado que el NO™ inhibe el crecimiento y la funcion de un amplio

espectro de agentes infecciosos que incluye bacterias, hongos, y protozoos y
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helmintos parasitos (Woods y col., 1994; Neumann y col., 2001; Hazlett y col.,
2005; Authier y col., 2008). El NO® es un intermediario reactivo con una vida
relativamente corta que se origina por la oxidacién del nitrogeno guanidino
terminal de la L-arginina (Moncada y col., 1991) mediante la accion de la enzima
6xido nitrico sintasa (NOS). Asi, la L-arginina se convierte en L-citrulina y NO'.
Se piensa que ¢l NO’ es la principal molécula citotoxica efectora, aunque otros
subproductos como el nitrito (NO,), el nitrato (NOj3") y las nitrosaminas pueden
también ser toxicas para los patogenos (Neumann y col., 2001). Cuando el NO" es
producido concomitantemente con el O,  en el mismo ambiente celular, se produce
una reaccion extremadamente rapida para formar el anion peroxinitrito (ONOO)
(Verchier y col., 2007), un reactivo intermediario conocido por su potente actividad
microbicida (Denicola y col., 1993; Hickman-Davis y col., 2002; Gookin y col.,
2005). La descomposicion espontanea del peroxinitrito también genera los iones
estables nitrito (NO,") y nitrato (NOj3) (Verchier y col., 2007). Estos productos
derivados de la biosintesis del 6xido nitrico, al igual que los de la explosion
respiratoria, son a su vez potencialmente deletéreos para la supervivencia del
hospedador, de modo que su sobreproduccion debe ser regulada (Bastian y Hibbs,
1994), encontrandose implicadas, por ejemplo, algunas citocinas (IL-4, IL-13)
(Cocciay col., 2000; Rutschman y col., 2001; Authier y col., 2008).

Se conoce ampliamente que el 6xido nitrico (NO") se produce en los tejidos
de los mamiferos catalizado por las diversas isoformas de la NOS, como la
neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS), que se expresan constitutivamente. Sin
embargo, existe también en los mamiferos una isoforma inducible (iNOS) que se
expresa en las células fagociticas tras la estimulacion con citocinas y componentes
de bacterias, de algas o de parasitos (Nathan, 1992; Xie y col., 1992; Gordon,
2003; Leiro y col., 2007).

En los peces también ha sido demostrada la presencia de las tres isoformas

de la NOS (Eddy, 2005), siendo los fagocitos estimulados capaces de producir NO
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(Neumann y col., 1995; Leiro y col., 2000a; Saeij y col., 2000; Tafalla y Novoa,
2000; Villamil y col., 2003a; Stafford y col., 2004; Leiro y col., 2006; Walsh y
col., 2006). Los macréfagos del carpin dorado (Carassius auratus) infectados con
el parasito intracelular obligado Leishmania major producen NO™ en ausencia de
sefales exdgenas (citocinas, etc.), lo que contrasta con los mamiferos en los que es
precisa una sefal accesoria (INF-y, etc.) (Neumann y col., 2001).

La iNOS de los macrofagos del carpin dorado (Laing y col., 1996) ha sido
secuenciada parcialmente, y la de la carpa (Saeij y col., 2000) y la de la trucha arco
iris (Wang y col., 2001) han sido secuenciadas totalmente. También se ha
secuenciado la iNOS en peces cartilaginosos (Reddick y col., 2006).

La formacién de NO' puede ser inhibida por la N°-monometil-L-arginina
monoacetato (L-NMMA) y otros analogos de la arginina, que inhiben la NOS por
competicion, tanto en los mamiferos (Nathan, 1992) como en los peces (Neumann

y col., 1995; Yin y col., 1997; Leiro y col., 2000a; Tafalla y Novoa, 2000).

Sistema inmunitario adquirido

Los peces son, posiblemente, los animales mas primitivos que poseen un
sistema inmunitario constituido por linfocitos e inmunoglobulinas (Marchalonis,

1977).

Respuesta inmunitaria celular adquirida

En los vertebrados, los linfocitos son células altamente diferenciadas que
responden, mediante una variedad de mecanismos, a los distintos estimulos
inmunoldgicos. Fueron denominadas por White (1963) como células
inmunocompetentes. Los linfocitos se producen en los 6rganos linfoides primarios
y son la base de la respuesta inmunitaria. Una caracteristica importante de los
linfocitos en los mamiferos es la presencia de dos tipos celulares con funciones

diferentes: los linfocitos T, producidos en el timo, que tienen responsabilidad en la
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inmunidad celular y que también cooperan con la segunda clase de linfocitos, los
linfocitos B, que son los responsables de la produccion de anticuerpos. Los
linfocitos circulan a través del cuerpo de los vertebrados y se congregan en
organos, en los que se filtran por los fluidos corporales.

En los peces, la existencia de linfocitos T y B ha sido descrita desde hace
tiempo por diversos autores (Yocum y col., 1975; Ruben y col., 1977; Abelli y col.,
1997). Secombes y col. (1983), Pilstrom y Bengten (1996) y Dos Santos y col.
(1997) mediante el uso de anticuerpos monoclonales y sobre la base de la
expresion de las inmunoglobulinas de membrana (Igm), y Passer y col. (1997) y
Kherer y col. (1998) mediante ensayos de proliferacion inducida por mitégenos
especificos -mitdogeno del carmin (PWN), la fitohemaglutinina (PHA) y la
concanavalina A (ConA)-, demostraron la presencia en los peces de dos
subpoblaciones de linfocitos que son equivalentes a los tipos T y B de los
mamiferos. Ademas, esta presencia ha sido confirmada mediante el uso de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la transcripcion
reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), la PCR cuantitativa en
tiempo real, el analisis de las librerias de ADNCc, etc. usando cebadores o sondas
disenados a partir de las secuencias conservadas de los marcadores de los linfocitos
T y B de los mamiferos y los anfibios, como son los receptores de las células T
(TCRs), los genes activadores de la recombinacion (Rag 1 y 2), los genes de las
inmunoglobulinas (Igu), entre otros, gracias a las cuales también se ha podido
estudiar con precision su origen y localizacion durante la ontogénesis. Asi, durante
el desarrollo del pez, los linfocitos T son las primeras células linfoides que
aparecen: en primer lugar en el timo y posteriormente, ya fuera del mismo, los
linfocitos T fueron primero encontrados en la region del intestino y las branquias,
seguidos por el rifion anterior y posteriormente en el bazo; por su parte, los
linfocitos B son originados primero en el rifion anterior (Danilova y col., 2004;

Langenau y col., 2004; Zapata y col., 2000).
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Los linfocitos B de los peces han sido definidos, igual que los de los
mamiferos, como los linfocitos que expresan inmunoglobulinas en su superficie y
secretan anticuerpos especificos en respuesta a estimulos antigénicos. No obstante,
las caracteristicas fisicas, la distribucion, el tipo de respuesta y el anticuerpo que
producen estas células les hacen diferir de los que presentan los mamiferos
(Kaatari, 1992; Schroeder y col., 1998). Aun asi, las funciones de los linfocitos de
los peces son analogas a las que llevan a cabo ambos tipos de células en otros
vertebrados.

Los linfocitos del rodaballo estan caracterizados por poseer un gran nucleo
que ocupa practicamente la totalidad de la célula. Un estrecho borde de citoplasma
agranular basofilico rodea el nucleo. Se han identificado y clasificado linfocitos
grandes y pequefios en funcion de sus diametros y las cantidades relativas de
citoplasma; los linfocitos grandes se encuentran raramente, constituyendo el 1% de
la poblacion linfocitaria. La ultraestructura de los linfocitos de los rodaballos es

similar a la de los mamiferos (Burrows y col., 2001) (Figuras 16A, B).

Figura 16. Microfotografias obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de los
linfocitos pequeiios (LP) (A) y grandes (LG) (B) del rodaballo (Burrows y col., 2001).

Respuesta inmunitaria humoral adquirida
Las inmunoglobulinas (Igs) o anticuerpos son un grupo de glucoproteinas

presentes en el suero y en los liquidos intersticiales de todos los vertebrados.
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Cuando el sistema inmunitario entra en contacto con moléculas extrafias
inmunogénicas, se producen Igs que se unen especificamente al antigeno como
consecuencia final de la activacion del sistema inmunitario.

La unidad estructural basica (monomero) consta de cuatro cadenas
polipeptidicas glucosiladas, dos pesadas (H: aproximadamente 22 kD) y dos ligeras
(L: 50-70 kD) iguales entre si, que estan unidas por puentes disulfuro y otras
uniones de tipo no covalente que le confieren estabilidad a la molécula, siendo la
longitud de las primeras aproximadamente el doble que la de las segundas.

Tanto las cadenas pesadas como las ligeras estan formadas por dos
regiones. La primera de ellas, el extremo amino, compuesta por unos 100-120
aminoacidos terminales que definen la region variable (V) y que representa la
porcion del anticuerpo que se va a unir con el antigeno. La segunda region la
forman los extremos carboxiterminales de ambas cadenas, que definen las
diferentes clases de cadenas pesadas o los tipos de cadenas ligeras (isotipos), y se
denomina regién constante (C). Tanto las cadenas pesadas como las ligeras poseen
grupos de aminoacidos unidos por puentes disulfuro intracatenarios; estos
segmentos repetidos en las cadenas ligeras y pesadas se conocen como dominios.
La cadena ligera tiene dos dominios, uno corresponde a la region variable (Vi) y
otro a la constante (Cp). La cadena pesada tiene un dominio en la region variable
(Vy) y tres o cuatro en la constante dependiendo de la clase de inmunoglobulina
que consideremos (tres en las IgG, IgA e IgD y cuatro en las IgM e IgE),
denominandose Cyl, Cy2, Cy3 y Cuy4 cuando aparece este ultimo. La region
variable recibe este nombre debido a que la secuencia de aminoacidos difiere de
una Ig a otra de un mismo individuo, dependiendo del antigeno reconocido por la
misma. Por el contrario, la secuencia de cambios en la region constante es muy
baja dentro de los individuos de la misma especie.

La variabilidad que se encuentra en los dominios variables de las cadenas

pesadas y ligeras no esta distribuida de un modo uniforme en toda la longitud de
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estas regiones. Algunos segmentos polipeptidicos cortos muestran una gran
variabilidad y se les denomina regiones hipervariables o regiones determinantes de
la complementariedad (CDR), pues determinan la forma del centro activo que
permite el reconocimiento y la unidn al antigeno. Estan presentes en niimero de tres
en la region variable de las cadenas pesadas y ligeras (CRD1, CRD2 y CRD3). Las
inmunoglubulinas presentan un patréon comun de su estructura tridimensional que
es compartida por los dominios constantes y variables de las cadenas pesadas y
ligeras, llamado patron de plegamiento basico, en donde las regiones variables de
ambas cadenas se encuentran plegadas. Asi, las CDRs se colocan juntas para
formar una superficie de unién con el antigeno llamada paratopo.

Otra region interesante de la cadena pesada de las Igs es la region bisagra,
responsable de la flexibilidad de la molécula y que permite que los dos lugares de
union al antigeno que posee cada mondmero puedan operar independientemente.
Esta region consiste en un segmento corto de aminoacidos rico en prolina y cisteina
localizado entre los dominios Cyl y Cy2.

Algunas Igs -isotipos A (dimero) y M (pentamero)- poseen un polipéptido
glucosilado denominado cadena J (posee un 12% de azucares y un peso molecular
de aproximadamente 15 kD) producido por la misma célula que sintetiza la Ig y
que une mediante puentes disulfuro los extremos constantes de los mondémeros que
constituyen estas Igs. La presencia de cadenas J se ha identificado en diversidad de
animales, incluidos los peces, demostrandose su presencia en los peces
cartilaginosos (Hagiwara y col., 1985; Hohman y col., 2003) y en algunos peces
o6seos (Sanchez y col., 1989).

Aparte de lo sefalado anteriormente, todas las Igs presentan restos
azucarados (oligosacaridos) en su estructura. Dependiendo de la clase de Ig de que
se trate, existe un lugar de glucosilacion (enlaces N-glucosidicos) muy conservado
en la region constante (Fc) y otro lugar (enlaces O-glucosidicos) menos conservado

evolutivamente en la porcion variable (Fab) de las mismas. El porcentaje que
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representa este componente glucidico en las Igs humanas varia entre un 2% y un
14%.

En la actualidad se conocen con bastante exactitud datos sobre genes y
secuencias proteinicas de las inmunoglobulinas de toda clase de vertebrados, desde
los mas primitivos peces mandibulados (placodermos) hasta los vertebrados
superiores, incluyendo los teledsteos, los anfibios, los reptiles y las aves.

La Ig predominante en la sangre de los teledsteos es del tipo IgM de los
mamiferos. Estd constituida por una cantidad equimolar de cadenas pesadas (70-81
kD) y ligeras (22-32 kD) dispuestas en una unidad basica que contiene dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras (Wilson y Warr, 1992; Crosbie y Nowak, 2002; Jang
y col., 2004). La IgM presenta una estructura tetramérica (H,L,), en los teledsteos
(Palenzuela y col., 1996; Bengten y col., 2006) y pentamérica (H,L,)s en los peces
cartilaginosos (Dooley y Flajnik, 2006), aunque se encontraron formas
monomeérica en rayas y tiburones (Dooley y Flajnik, 2006), y en algunos teledsteos
(Ambrosius y col., 1982).

En el caso concreto del rodaballo, la Ig del suero sanguineo aislada y
caracterizada pertenece al tipo IgM, poseyendo una estructura tetramérica con un
peso molecular de 820-835 kD. Las cadenas pesadas presentan un peso de 78 kD
mientras que las ligeras lo presentan de 27 kD (Estévez, 1993; Estévez y col., 1994,
1995).

Seguin su actividad bioldgica, las inmunoglobulinas o anticuerpos pueden
clasificarse en: anticuerpos aglutinantes, producidos frente a antigenos particulados
en los que induce la formacién de agregados, probablemente menos toxicos y mas
faciles de fagocitar; anticuerpos precipitantes, que precipitan antigenos de
naturaleza soluble, y son importantes como antitoxinas; y anticuerpos
neutralizantes, que neutralizan la accion del agente patdogeno mediante su union a
la membrana (De Kinkelin y col., 1991). Ha sido demostrada la produccion de

anticuerpos de inmovilizacion/aglutinacion en varias especies de peces, como el
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pez gato (Ictalurus punctatus) (Wang y Dickerson, 2002), el lenguado japonés
(Paralichthys olivaceus) (Hatanaka y col., 2005) y el pez globo tigre japonés
(Takifugu rubripes) (Hatanaka y col., 2007) frente a antigenos de superficie de

diferentes parasitos (ciliados, monogénidos, etc.).

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

Todas las especies de mamiferos, aves y anfibios anuros poseen un sistema
genético llamado complejo principal de histocompatibilidad. Los productos
codificados por este sistema son glucoproteinas de la membrana celular que se
dividen en dos grandes grupos segin su estructura: moléculas de clase I y
moléculas de clase II. Aunque el MHC fue identificado por su papel en el rechazo
de transplantes, se sabe ahora que las proteinas codificadas en esta region del
genoma participan en diversos procesos del reconocimiento inmunoldgico,
incluyendo la comunicacion entre las distintas células del sistema linfoide, y la
comunicacion entre los linfocitos y las células presentadoras de antigeno.

Las moléculas del MHC de clase I son glucoproteinas que se encuentran en
la mayor parte de las células del organismo, mientras que las moléculas de clase 11
se encuentran en las células presentadoras de antigeno profesionales (los
monocitos/macrofagos, los linfocitos B y las células dendriticas), aunque también
pueden estar presentes en las células endoteliales, y en las epiteliales y los
fibroblastos bajo ciertas condiciones (Marti y Jaraquemada, 2007).

La finalidad del MHC esta relacionada con la respuesta de los linfocitos T
(Neefjes y Momburg, 1993). La funcion de las moléculas del MHC es la union
intracelular de fragmentos polipeptidicos de antigenos extrafios y de proteinas
propias degradadas, que son transportadas hacia la membrana plasmadtica. Estos
complejos, formados por el MHC y el péptido, sirven como potenciales ligandos y
son reconocidos por el receptor de superficie (TCR) de los linfocitos T circulantes.

Generalmente, los linfocitos Ty (células helper, ayudantes o cooperadoras) se
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activan por el antigeno (péptidos extrafios producidos por la degradacion de
patogenos extracelulares) presentado en asociacion con las moléculas del MHC de
clase II, mientras que los linfocitos Tc (citotdxicos) son activados por el antigeno
(péptidos extrafios producidos por la degradacion de patdgenos intracelulares)
presentado en asociacion con las moléculas del MHC de clase I (Marieb, 2004).
Asi, el reconocimiento del antigeno por los linfocitos T queda restringido por el
MHC ya que estas células s6lo reconocen al péptido antigénico si se encuentra
presentado junto con el MHC.

Las células presentadoras de antigeno profesionales captan el antigeno
exogeno por endocitosis (pinocitosis o fagocitosis) mediada o no por receptor.
Posteriormente es procesado y expresado en la superficie de las células en
asociacion con las moléculas del MHC de clase II, siendo presentado a las células
Ty para su reconocimiento.

Tanto los peces 6seos como los peces cartilaginosos presentan moléculas
del MHC de las clases I y II (Stet y col., 2003; Glover y col., 2007; Schaschl y
Wegner, 2007; Peatman y col., 2008).

En los mamiferos, una etapa critica tanto en la respuesta humoral adquirida
como en la respuesta mediada por células es la liberacion de citocinas por los
linfocitos T, que ademas es dependiente de la apropiada presentacion de los
péptidos por las moléculas de clase II del MHC sobre macréfagos, células
dendriticas y células B (Rohn y col., 1996). En los peces, se ha sugerido que los
monocitos/macrofagos, los melanomacrofagos, los linfocitos (T y B), las células
epiteliales, las células dendriticas y los granulocitos pueden funcionar como células
presentadoras de antigeno profesionales (Vallejo y col., 1992a; Rodrigues y col.,
1995; Koppang y col., 2003; Cuesta y col., 2006).

Las moléculas de clase II son centrales para el sistema inmunitario
adaptativo porque guian el desarrollo y la activacion de las células Ty. El

desarrollo de estas funciones requiere que los genes que codifican las moléculas del
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MHC II se transcriban de acuerdo a un estricto patron especifico de tipo celular y
cuantitativamente modulado (Reith y col., 2005). Este complejo patron de la
expresion de los genes esta controlado casi exclusivamente por un factor regulador
conocido como el transactivador de clase II (CIITA) (Ting y Trowsdale, 2002;
Reith y col., 2005). Recientemente, Casals y col. (2007) han observado que el LPS
también ejerce un mecanismo regulador en el control de la expresion genética del
MHC II.

Mientras se produce la expresion constitutiva sobre las células
presentadoras de antigeno profesionales, algunos factores solubles pueden modular
la expresion de las moléculas de clase II del MHC en esas células o inducir su
expresion en células que no poseen moléculas de clase II (Glimcher y Kara, 1992;
Ting y Trowsdale, 2002; Casals y col., 2007; Marti y Jaraquemada, 2007). En los
peces, se ha demostrado que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) junto con el
lipopolisacarido (LPS) modulan la expresion de las moléculas de clase 11 del MHC
en los macrofagos de la trucha arco iris (Knight y col., 1998), mientras que tanto el
lipopolisacarido como la IL-1P recombinante modulan su expresion en la lubina
(Buonocore y col., 2007). El lipopolisacarido también modula la expresion tanto de
la clase I como de la II en el salmoén atlantico (Koppang y col., 1999).

Desde que Hashimoto y col. (1990) lograron aislar genes del MHC de la
carpa, se han conseguido aislar y secuenciar un importante nimero de genes MHC
de diferentes peces, asi como caracterizar su estructura (van Lierop y col., 1998;
Cuesta y col., 2006; Buonocore y col., 2007; Cuesta y col., 2007; Hao y col.,
2007). Zhang y Chen (2006) han secuenciado el MHC II del rodaballo, asi como

analizado la organizaciéon gendmica, el polimorfismo molecular y su expresion.
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Factores que alteran la respuesta inmunitaria

Temperatura

Los procesos fisiologicos de los animales poiquilotermos estan influidos
por la temperatura. En los peces, se ha demostrado que los cambios en la
temperatura del agua alteran la respuesta inmunitaria, pudiendo producir
inmunosupresion y aumentando la susceptibilidad frente a los patégenos (Nath y
col., 2006; Ndong y col., 2007; Verma y col., 2007).

Ha sido observado que las altas temperaturas pueden causar una
disminucion de la explosion respiratoria, la actividad fagocitica, la fraccion de
linfocitos, la resistencia a patogenos, etc. (Houston y col., 1996; Ndong y col.,
2007; Verma y col., 2007), mientras que una reduccion en la temperatura del agua,
aparte de las consecuencias expuestas para las altas temperaturas, pueden provocar
una disminucién de los niveles de ARNm y de proteina del MHC 1II, de la
activacion del complemento, de la sintesis de anticuerpos, entre otros (Tort y col.,
1999; Alishahi y Buchmann, 2006; Nath y col., 2006).

El efecto de la temperatura sobre los anticuerpos es conocido desde hace
tiempo (Bisset, 1948), y las bajas temperaturas pueden provocar un retraso en su
produccion (Mikkelsen y col., 2006) e incluso llegar a la inhibicion total de su
sintesis (Guz y Kozinska, 2006). Los limites de temperatura en los que se produce
la respuesta inmunitaria estan relacionados con la temperatura 6ptima a la que se
desarrolla cada especie.

Las fluctuaciones en la temperatura del agua son un fenomeno estacional, y
algunas infecciones e infestaciones presentan variaciones estacionales que estan
correlacionadas con cambios en la temperatura del agua (Oztiirk y Altunel, 2006;

Rauque y col., 2006; Kitamura y col., 2007; Lamkova y col., 2007).
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Estrés

Se sabe que las condiciones de estrés pueden tener una gran influencia en
la salud de los peces, de manera que suponen un gran riesgo en la aparicion y el
desarrollo de un elevado numero de enfermedades infecciosas (Small y Bilodeau,
2005; Fridell y col., 2007; Lefebvre y col., 2007). Los peces que se mantienen en
cultivo intensivo estan sujetos a varios factores estresantes, como la manipulacion,
el transporte, el confinamiento, los bajos niveles de oxigeno en el agua, los
tratamientos, etc., los cuales provocan cambios fisiologicos en los individuos que
desembocan en la induccién de una inmunosupresion y un incremento de la
susceptibilidad a la infeccion (Dror y col., 2006; Jergensen y Buchmann, 2007;
Welker y col., 2007).

La respuesta general al estrés en los peces estd caracterizada por la rapida
liberacion de hormonas del estrés, como el cortisol y las catecolaminas, y la
posterior movilizacion de las reservas de energia, como la glucosa, en un intento de

restablecer la homeostasis (Welker y col., 2007).

Polucion

El incremento de contaminantes que se depositan en el agua (por ejemplo,
metales, metales pesados, semimetales, pesticidas) como consecuencia de la
actividad humana puede producir una alteracion de la respuesta inmunitaria de los
peces, observandose tanto en la respuesta innata como en la adaptativa (Prabakaran
y col., 2006; Giron-Pérez y col., 2007; Nayak y col., 2007), y por lo tanto

aumentar la susceptibilidad frente a las infecciones.

Respuesta inmunitaria de los peces frente a los parasitos

El sistema inmunitario de los peces esta bien desarrollado y, en
condiciones normales, es eficiente en la proteccion frente a las enfermedades. Sin

embargo, cuando los peces son cultivados en gran niumero y padecen estrés debido
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a la presencia de factores adversos para su normal desarrollo (masificacion,
manipulacion, inadecuadas temperatura y concentracion de oxigeno, etc.), el riesgo
de sufrir una enfermedad aumenta, como es el caso de las infecciones parasitarias
que contintan dificultando el progreso de la produccion en la acuicultura. A pesar
de que se han realizado algunos esfuerzos para la caracterizacion de los
mecanismos de defensa de los peces frente a los parasitos, dichos estudios estan
perjudicados por la carencia de modelos convenientes de laboratorio, siendo
preciso el uso de infecciones naturales bajo condiciones mal controladas
(Buchmann y col., 2001; Jones, 2001; Wiegertjes y col., 2005).

Los estudios de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa de los peces
frente a los parasitos han sido desarrollados usando diversos sistemas hospedador-
parasito in vivo e in vitro. Estos trabajos muestran que la respuesta innata, y
concretamente el complemento y las actividades de las células citotoxicas no
especificas (NCC) estan entre los mecanismos mas importantes de la respuesta
inmunitaria (Graves y col.,, 1985a, b; Jones, 2001; Holland y Lambris, 2002;
Boshra y col., 2006; Mufioz y col., 2006; Chistiakov y col., 2007). La efectividad
de otros factores de la respuesta innata como la fagocitosis (Woo, 1996; Mufioz y
col., 2000b; Karagouni y col., 2005), la liberaciéon de ROS y RNS (Muifioz y col.,
2000a; Saeij y col., 2003; Scharsack y col., 2003a, 2004; Karagouni y col., 2005;
Sitja-Bobadilla y col., 2006), entre otros, asi como la expresion de genes relevantes
de esta respuesta como son los de la iNOS (Lindenstrom y col., 2004), el C3 (Saeij
y col., 2003) o las citocinas (IL-1pB, IL-8, TGF-B, TNF-a) (Holland y col., 2003;
Lindenstrem y col., 2003; Saeij y col., 2003; Lindenstrem y col., 2004) dependen
del sistema empleado en la investigacion, lo mismo que sucede en el estudio de la
respuesta inmunitaria adaptativa frente a los parasitos.

En la respuesta adaptativa se ha observado la participacion de anticuerpos
especificos (Sitja-Bobadilla y col., 2004; Joerinka y col., 2007; Sitja-Bobadilla y

col., 2007) y la expresion de genes importantes, como el del complejo principal de
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histocompatibilidad de clase II (MHC II) (Wegner y col., 2006; Ottova y col.,
2007).

Es conocido que algunos parasitos presentan la capacidad de evadir el
sistema inmunitario mediante diversos mecanismos, como son la inmunosupresion,
la inmunomodulacion, las estrategias antigénicas (muda y variacion antigénica),
una alta y rapida proliferacion, etc. Por ejemplo, en los rodaballos infectados con
parasitos intracelulares, como el microsporidio Tetramicra brevifilum, se ha
observado que estos ultimos suprimen parcialmente la explosion respiratoria de los
fagocitos del pez (Leiro y col., 2001). También se ha encontrado disminuida la
explosion respiratoria, asi como la actividad fagocitica, en la dorada infectada por
el mixosporidio Polysporoplasma sparis (Karagouni y col., 2005). Durante la
criptobiosis aguda en salmoénidos producida por Cryptobia (Trypanoplasma)
salmositica se produce una disminucion significativa de los componentes del
complemento (Woo, 2003). La respuesta por anticuerpos y la produccion de
inmunoglobulinas esta disminuida en el lenguado de invierno (Pseudopleuronectes
americanus) parasitado por el microsporidio Glugea stephani (Laudan y col.,
1987). La secrecidon o excrecion por los parasitos de sustancias que modulan la
secrecion de factores inmunitarios por parte del pez se ha observado en el salmén
atlantico parasitado por el copépodo Lepeophtheirus salmonis (Fast y col., 2007);
asi, la produccion de prostaglandinas (inhiben la estimulacion inducida por LPS del
gen de la IL-1p), junto con otras sustancias aun no determinadas, se ha demostrado
que presenta efectos de inmunomodulacion en el hospedador. Un rapido desarrollo
del mixosporidio Enteromyxum scophthalmi en el rodaballo provoca muertes a los
40 dias de la exposicion, sin tener tiempo para la produccion de anticuerpos
especificos (Sitja-Bobadilla y col., 2006).

Los estudios inmunoldgicos junto con los parasitologicos nos ayudan a
comprender la inmunidad frente a los parasitos, y nos proporcionan datos para la

prevencion y el control en la acuicultura.
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Respuesta inmunitaria de los peces frente a los ciliados

Son conocidos diversos ciliados que parasitan peces marinos y de agua
dulce, bien de forma obligada (por ejemplo Cryptocaryon irritans, Brooklynella
hostilis, Ichthyophthirius multifiliis, Chilodonella hexasticha o Chilodonella
piscicola) bien de manera oportunista (Helicostoma buddenbrooki, Euplotes sp.,
Tetrahymena pyriformis, Tetrahymena corlissi o Balantidium ctenopharyngodoni,
entre otros) (Dickerson, 2006; Basson y Van As, 2006). Los escuticociliados
Uronema  marinum, Uronema  nigricans,  Philasterides  dicentrarchi,
Pseudocohnilembus persalinus y Miamiensis avidus se encuentran entre estos
ultimos, siendo pardsitos oportunistas de diferentes especies marinas (la lubina, el
atiin de aleta azul del sur, el rodaballo y el lenguado japonés) (Dragesco y col.,
1995; Munday y col., 1997; Sterud y col., 2000; Kim y col., 2004a, b; Jung y col.,
2005). Sin embargo, la respuesta inmunitaria de los hospedadores a las especies
parasitas no ha sido objeto generalizado de estudio, con la consiguiente limitacion
en el conocimiento de este aspecto de la parasitacion. Las investigaciones se basan,
practicamente en su totalidad, en el parasito obligado de agua dulce
Ichthyophthirius multifiliis; no obstante, se han realizado trabajos sobre el parasito
oportunista de especies de agua dulce Tetrahymena pyriformis y acerca del parasito

obligado de peces marinos Cryptocaryon irritans.

Respuesta inmunitaria innata

Ha sido observado que las células citotdxicas no especificas (NCC) actiian
en la respuesta frente a ciliados, como el parasito obligado Ichthyophthirius
multifiliis o el oportunista Tetrahymena pyriformis (Graves y col.,, 1985a, b).
También se ha demostrado la presencia de infiltrados celulares en el lugar de la
infeccion, que incluyen neutréfilos, basoéfilos, eosinédfilos, células granulares
eosindfilas, macrofagos y linfocitos, teniendo (por lo menos en parte) un papel en

la respuesta inflamatoria que se produce frente a la infecciéon (Buchmann y col.,
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2001). Han sido observados también en los peces infectados por escuticociliados
infiltrados de macrofagos, neutroéfilos y linfocitos (Dragesco y col., 1995; Munday
y col., 1997; Sterud y col., 2000; Jee y col., 2001; Padrés y col., 2001; Jung y col.,
2007).

Existe una clara evidencia de que el sistema del complemento esta envuelto
en la respuesta inmunitaria frente a los ciliados, en concreto [ multifiliis
(Buchmann y col., 2001). Sigh y col. (2004a) observaron un moderado incremento
en los niveles de expresion del componente C3 del complemento en la trucha arco
iris, lo que sugiere que el complemento estd involucrado en las reacciones
inmunitarias frente a este ciliado. Recientemente, se ha realizado un estudio en el
que se demuestra que la expresion del sistema del complemento en la carpa
(Cyprinus carpio) esta regulada por la infeccion producida por el ciliado, debiendo
investigarse la caracterizacion funcional de los diferentes componentes del
complemento en relacion a la infeccion (Gonzalez y col., 2007b).

Aparte de las NCC y del complemento, otros componentes de la respuesta
innata participan en los procesos de proteccion, habiéndose observado un
incremento en la expresion de los genes de las citocinas proinflamatorias IL-1f3, IL-
8, TNF-a y quimiocina CXCa que puede ser crucial para el reclutamiento de
cé¢lulas inmunitarias relevantes necesarias para el inicio de las reacciones
encaminadas a eliminar la infeccion (Sigh y col., 2004b; Gonzalez y col., 2007a), y
de las enzimas iNOS y arginasa 2, sugiriendo la activacion de las células
inmunitarias en el lugar de la infeccion (Gonzélez y col., 2007a). La expresion de
las citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-a también se encuentra incrementada
en la infeccion producida por P. dicentrarchi en el rodaballo (Leiro y col., 2006;

Parama y col., 2007a).
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Respuesta inmunitaria adaptativa

La produccion de anticuerpos especificos esta implicada en la respuesta
inmunitaria, protegiendo al pez frente al ciliado parasito (Wang y Dickerson, 2002;
Xu y col., 2006; Yambot y Song, 2006; Luo y col., 2007; Swennes y col., 2007).
La estimulacion de la expresion del gen del MHC II también ha sido observada en
el caso de la trucha arco iris infectada por el ciliado Ichthyophthirius multifiliis

(Sigh y col., 2004a).

Los ciliados también presentan la capacidad de evadir el sistema
inmunitario de los peces. Por ejemplo, Ichthyophthirius multifiliis presenta
variacion antigénica en sus proteinas de superficie (Dickerson y Clark, 1998). Este
ciliado también evita la respuesta del pez mediante un comportamiento de evasion
del hospedador, el cual es provocado por el entrecruzamiento de sus antigenos de
superficie a los anticuerpos del pez que podria activar (o revertir) el
desencadenante normal del desarrollo que regula la transmision entre los trofontes
(asociados al pez), y los tomontes y los terontes (formas libres) del parasito (Clark
y col., 1996). El escuticociliado Uronema marinum posee actividad neutralizadora
contra los ROS producidos intracelularmente, ademds de secretar sustancias
citotoxicas que destruyen los fagocitos del hospedador (Kwon y col., 2002). En un
estudio reciente, se ha observado que la fosfolipasa C que hidroliza la
fosfadidilcolina (PC-PLC) aislada de este ciliado parece ser capaz de suprimir la
liberacion de ROS por los fagocitos del lenguado japonés gracias al dafio que
produce en su membrana celular (Seo y col., 2005). Los parasitos capaces de evadir
la accion de las NCC estan en clara ventaja, como el parasito oportunista
Tetrahymena pyriformis que presenta un antigeno que inhibe la actividad de estas
células (Leary, 1994). Parama y col. (2007a, b) en estudios in vitro han demostrado
que Philasterides dicentrarchi induce la apoptosis de los leucocitos del rodaballo a
través de la produccion de cistein proteasas, las cuales también producen la

inhibicion de la quimiotaxis de los leucocitos.
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Las infecciones causadas por escuticociliados histiéfagos oportunistas son
un problema en el cultivo de peces planos, como el rodaballo, a nivel mundial
(Dykova y Figueras, 1994; Sterud y col., 2000; Alvarez-Pellitero y col., 2004a;
Ramos y col., 2007). Nuestro equipo de investigacion detectd dos brotes de
escuticociliatosis entre el verano de 1999 y la primavera de 2000 en una
piscifactoria de la costa sudeste de Galicia (NO de Espaiia). En el primer brote, la
infeccion afectd a rodaballos (de un peso superior a 500 g) en sélo dos tanques. En
el segundo brote, la infeccion afectd a seis tanques que contenian peces con un
amplio rango de pesos (de 150 a 1.500 g). Ambos brotes provocaron mortalidades
de 20-30 peces/dia, con picos de mortalidad de mas de 100-150 peces/dia. En
varios de los tanques afectados, la mortalidad total fue del 100%, mientras que en
otros fue observada una remision a las 6-8 semanas del comienzo del brote. Los
dos tanques afectados en el primer brote formaban parte de un sistema de
recirculacion, mientras que algunos tanques del segundo brote recibian el agua
directamente del mar, sin recirculaciéon y sin compartir agua. Ambos brotes
estuvieron precedidos de periodos de aumento en la temperatura del agua por
encima de los 20 °C.

Las impregnaciones con plata permiten observar las caracteristicas
morfométricas, y las infraciliaturas somatica y oral de los especimenes
impregnados, empledndose para hacer investigaciones sistematicas y
morfogenéticas; no obstante, una observacion completa y precisa del ciliado s6lo
puede realizarse mediante el uso de las microscopias electronicas de barrido y de
transmision.

Aparte de los caracteres morfologicos y morfogenéticos en los que se han
basado la taxonomia y la filogenia habitualmente, las técnicas moleculares, y mas
concretamente el analisis de la secuencia del gen SSUrRNA, han sido utilizadas
para la determinacion de las relaciones filogenéticas de gran variedad de grupos de

escuticociliados. En algunos casos los datos moleculares han corroborado los
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estudios basados en los caracteres morfoldgicos y morfogenéticos, mientras que en
otros casos no ha sido asi.

La necesidad de grandes cantidades de ciliados puros a la hora de realizar
diferentes estudios hacen preciso disponer de un medio de cultivo in vitro axénico,
para cuya realizacion hay que considerar diferentes parametros como el pH, la
salinidad, los nutrientes, entre otros.

En la actualidad, las vias de entrada de los escuticociliados en los peces son
escasamente conocidas, asi como han sido pocos los estudios realizados con el
objetivo de determinar tales vias. Ademas, se desconoce el proceso por el que los
escuticociliados de vida libre se transforman en parasitos.

Las infecciones por escuticociliados de peces en cultivo estan
incrementandose en afios recientes, de modo que la bisqueda de medidas de
control efectivas es una prioridad para evitar las pérdidas econdmicas que
provocan. Hasta el momento, s6lo pueden eliminarse los ciliados mientras se
encuentran fuera del hospedador mediante tratamientos quimioterapéuticos
preventivos, no habiéndose encontrado aun un tratamiento una vez que el ciliado
ha penetrado en ¢él. Es por ello preciso el desarrollo de medidas
inmunoprofildcticas para el control de estas infecciones.

La respuesta inmunitaria de los peces depende en gran medida del sistema
inmunitario innato. Sin embargo, existen ciliados, incluidos los escuticociliados,
con la capacidad de modular dicho sistema (la fagocitosis, la liberacion de ROS y
RNS, etc.), lo que hace necesario el estudio de los efectos que provocan los

escuticociliados en este sistema de defensa.

En base a las premisas expuestas anteriormente, nos hemos planteado

abordar en el presente trabajo los objetivos que se detallan a continuacion:
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1. Realizar una descripcion del ciliado responsable de estos brotes de
escuticociliatosis en el rodaballo, junto con el estudio de los signos clinicos y la

patologia asociados a la enfermedad.

2. Hacer un detallado estudio ultraestructural del ciliado responsable con el &nimo
de identificar caracteres morfologicos adicionales que puedan emplearse para

lograr un diagnostico mas preciso.

3. Investigar las relaciones filogenéticas de este escuticociliado con otros del orden
Philasterida causantes de infecciones en peces planos (Miamiensis, Philasterides,

Pseudocohnilembus, Uronema) en base a la secuencia del gen SSUrRNA.

4. Obtener un método de cultivo axénico para el mantenimiento puro del ciliado
que nos permita disponer permanentemente y en cantidades suficientes del

organismo de modo rapido y sencillo.

5. Desarrollar procedimientos de infeccién experimental, y estudiar las posibles

rutas de entrada del escuticociliado en el rodaballo y su adaptacion al parasitismo.

6. Caracterizar las fracciones antigénicas candidatas para la produccion futura de

vacunas frente al ciliado.

7. Observar la capacidad moduladora del parasito sobre la respuesta inmunitaria

innata del rodaballo.
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Animales de experimentacion

Rodaballos

Todos los rodaballos empleados en este trabajo, tanto los sanos como los
infectados, han sido obtenidos de una sola piscifactoria situada en Galicia
(Noroeste de Espafia). Antes de los experimentos, los peces fueron aclimatados a
las condiciones de nuestro acuario con recirculacion de agua y aireacion constantes
(18 £ 1 °C, pH 6.5 £ 0.5, salinidad 28-30%o). Los rodaballos fueron alimentados

diariamente con comida semiseca estandar.

Ratones

Los ratones utilizados en los experimentos tenian entre 6 y 8 semanas de
edad. Pertenecian a la cepa consanguinea BALB/c y fueron adquiridos a la empresa
Harlan OLAC Ltd. (Oxon, Inglaterra). Los ratones fueron mantenidos en el
laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia con iluminacion de 8:00 a
20:00 (12 horas luz:12 horas oscuridad) y temperatura de 22-24 °C en grupos de 6.

Los animales tuvieron acceso libre a comida semiseca estindar y a agua fresca.

Ciliados

Los ciliados  Philasterides  dicentrarchi  fueron aislados por
abdominocentesis, bajo condiciones asépticas, del fluido ascitico contenido en la
cavidad abdominal de los rodaballos infectados y mantenidos bajo condiciones de
cultivo en laboratorio. En un primer momento, tales condiciones fueron las
descritas por Bernard y Fenchel (1996). Los ciliados fueron mantenidos a 18 °C en
frascos de cultivo para tejidos (Iwaki) de 50 ml con agua de mar en la que fueron
hervidos dos granos de trigo, y Listonella anguillarum (= Vibrio anguillarum)
como fuente de comida. Con este objetivo fue realizado el cultivo en laboratorio de

esta especie, tras el que las bacterias fueron recogidas por centrifugacion,
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resuspendidas en suero salino fisioldgico (SSF) estéril y autoclavadas a 121 °C
durante 15 minutos antes de afiadirlas al medio de cultivo de los ciliados.
Posteriormente, sin embargo, los ciliados fueron mantenidos en un cultivo axénico
en medio L-15 completo estindar (ver mas adelante Preparacion de un cultivo

axénico). Los ciliados fueron subcultivados semanalmente.

Aprobacion ética

Todos los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con las
regulaciones europeas sobre la proteccion de animales (Directiva 86/609), la
Declaracion de Helsinki y/o la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales de
Laboratorio como se adoptd y promulgd por los Institutos Nacionales de la Salud
de EE.UU. (Publicacion NIH n° 85-23, revisado en 1996). Todos los protocolos
experimentales se aprobaron por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de la Universidad de Santiago de Compostela.

Microscopia de contraste de fases y tincion May Griinwald-
Giemsa

Diferentes organos y tejidos fueron diseccionados (incluido el cerebro) de
peces recién sacrificados, y examinados en preparaciones por microscopia de
contraste de fases con la intencion de detectar ciliados. A los rodaballos con ascitis
en la cavidad corporal les fue realizada una abdominocentesis, y el fluido ascitico
aspirado fue examinado en busca de parasitos. Cuando habia ascitis, el paquete
visceral fue lavado exhaustivamente con suero salino antes del examen para evitar
la aparicion de falsos positivos causados por la contaminacion de las visceras con
ciliados procedentes del fluido ascitico. En todos los casos, analizamos también
una muestra de sangre obtenida de la vena caudal. En algunos casos, examinamos

frotis de fluido ascitico y de sangre tefiidos con May Griinwald-Giemsa. Para
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realizar esta tincion, los frotis fueron secados sobre los portaobjetos al aire, fijados
con metanol durante 2 minutos y secados al aire. Fueron tefiidos con May-
Griinwald comercial (Merck) diluido 1/2 en tampén Giemsa (acido citrico 100 mM
+ fosfato bisodico 200 mM, pH 5.75) durante 5 minutos, lavados con tampon
Giemsa y secados al aire. A continuacion, fueron tefiidos con Giemsa comercial
(Merck) diluido 1/5 en tampén Giemsa durante 10 minutos, aclarados en tampéon
Giemsa, secados al aire y visualizados con el objetivo de inmersion. Después de la

visualizacion, los portaobjetos fueron bien lavados sumergiéndolos en xileno.

Impregnacion con nitrato de plata

Para el estudio de las infraciliaturas somatica y oral, en coincidencia con la
fase exponencial o de meseta del cultivo, los ciliados fueron concentrados mediante
centrifugacion a 650 g durante 5 minutos y después fueron impregnados por el
método del nitrato de plata de Chatton-Lwoff descrito por Foissner (1991). Para
ello, los ciliados fueron goteados en Fluido de Champy (la relacion material:fijador
fue 1:2) y fijados durante 30 minutos. Tras este tiempo, fue eliminado el fijador por
centrifugacion y cuidadosa aspiracion, y fueron fostfijados los ciliados en fluido de
Da Fano durante 5 minutos, eliminandose el fijador por centrifugacion. Realizamos
un total de cuatro lavados de 5 minutos hasta que el color de la suspension fue el
del fluido de Da Fano. Portaobjetos perfectamente limpios y desengrasados (para
ello fueron limpiados con alcohol y flameados) fueron colocados sobre una placa
calefactora (35-45 °C), colocamos un pequefio fragmento de gelatina (2-4 mm de
diametro) en el centro del portaobjetos caliente y dejamos que se fundiera. Para que
la gelatina no formase precipitados de plata turbios, fue almacenada a 4 °C durante
al menos una semana antes de usarla. Rapidamente, afadimos una gota del
concentrado de ciliados de igual tamafio o mas pequeia que la gelatina fundida y
fueron retirados los portaobjetos de la placa calefactora. Para distribuir bien los

parasitos en la gelatina empleamos una aguja de entomologia. Para los ciliados
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pequefios (< 100 um), como es el caso presente, la gota fue extendida por los
portaobjetos hasta que la capa de gelatina tuvo el grosor adecuado.
Inmediatamente, transferimos los portaobjetos a una camara humeda que fue
introducida a 4 °C durante 5 minutos para que la gelatina solidificase, lo que fue
comprobado con una aguja bajo el estereomicroscopio. Pasados los 5 minutos,
lavamos los portaobjetos con agua destilada fria a chorro durante 3 segundos (este
paso es esencial y determina la calidad e intensidad de la impregnacién), y a
continuacioén, fueron transferidos a una solucion fria de nitrato de plata y
mantenidos en ella durante 1 hora, tras la que fueron lavados con agua destilada
fria a chorro durante 1-3 minutos. Rapidamente, fueron sumergidos en 1-4 cm de
agua destilada fria en una placa de Petri con fondo blanco e irradiados durante 30
minutos utilizando una lampara de luz UV colocada 10-30 cm por encima de la
placa hasta que la gelatina se volvio marron dorada. Durante la irradiacion
movimos la placa hacia adelante y hacia atras, y cambiamos el agua a los 2-3
minutos de la irradiacion para impedir la precipitacion de la plata. Tras los 30
minutos, la infraciliatura resaltaba en marron oscuro sobre la gelatina marron clara
y el citoplasma no estaba tefiido. Los portaobjetos fueron transferidos a etanol frio
de 30° y posteriormente a etanol frio de 70° manteniéndolos durante 10 minutos en
cada uno de ellos. La deshidratacién fue completada en dos pases sucesivos de
etanol absoluto de al menos 10 minutos a temperatura ambiente. Fueron aclarados
los portaobjetos en xileno (2 pases de 10 minutos) y finalmente montados en
Entellan.

Los dibujos de las estructuras corticales los realizamos con la ayuda de una

camara lucida.

Tincion del aparato nuclear (DAPI)

El aparato nuclear fue visualizado por el método de Coppellotti (1990).

Para ello, fueron concentrados los ciliados por centrifugacion (650 g durante 5
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minutos), fijados en glutaraldehido al 2.5% (v/v) en agua de mar durante 1 hora, y
parte de las células recolectadas extendidas en un portaobjetos las dejamos secar. A
continuacion, los ciliados fueron fijados en una solucién de etanol absoluto durante
5 minutos, incubados durante 20 minutos con una solucion acuosa de 0.4 pg/ml de
4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente en
oscuridad, lavados con agua destilada con mucha precaucion, y dejamos secar los
portaobjetos al aire. Seguidamente, dispusimos un cubreobjetos sobre las células
tefiidas utilizando como medio de montaje un 10% (v/v) de tampon fosfato salino
(PBS; 137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 4.3 mM de Na,HPO,-7H,0, 1.4 mM de
KH,PO,, pH 7.3) y un 90% (v/v) de glicerol. El examen y la medicioén del aparato
nuclear fueron realizados con un microscopio Axioplan Zeiss (Jena, Alemania)

equipado con un juego de filtros DAPI (BP 365/12; FT 395; LP 397).

Examen histologico

Para su realizacion, fijamos los tejidos inmediatamente tras la muerte de
los rodaballos para reducir al maximo los posibles artefactos debidos a la autolisis
de los tejidos. Para ello, los tejidos fueron fijados en formol al 10% tamponado
durante 12-24 horas, eliminamos el resto de fijador lavando las muestras en PBS (2
lavados de 5 minutos) y las muestras fueron deshidratadas a través de pases
sucesivos en soluciones de etanol de concentracion creciente (70°, 80°, 96° y tres
pases de 100°) de 1 hora de duracion cada uno de ellos. La deshidratacion fue
realizada en frascos de base ancha y con agitacion, puesto que el agua es mas densa
que el etanol y tiende a quedarse en la proximidad de los tejidos, dificultando el
proceso. Este paso fue critico para el resto del proceso porque si la muestra no
estaba bien deshidratada, quedarian restos de agua en los tejidos y no se hubiesen
impregnado bien de parafina. A continuacion, las piezas fueron extraidas del etanol
absoluto y sumergidas inmediatamente en xileno, comprobando cada 5 minutos el

grado de aclarado de las muestras. Esto fue mejor observado visualizandolas sobre
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un fondo negro. Asi, cuando las muestras estuvieron totalmente aclaradas no
observamos ninguna zona opaca en el centro de las mismas. Este proceso tardo
aproximadamente 5-10 minutos debido a que las muestras estaban bien
deshidratadas. Para completar el aclarado, las muestras fueron sumergidas por
segunda vez en xileno durante otros 5-10 minutos. Una exposicion prolongada al
xileno puede endurecer los tejidos y dificultar posteriormente el corte de las
muestras; por ello redujimos el tiempo de aclarado al minimo posible. Una vez
aclaradas las piezas, fueron impregnadas con parafina Paraplast Plus mediante 3
pases en parafina de 1 hora cada uno en una estufa a 64 °C. Tras la impregnacion,
procedimos a la inclusién en parafina. Esta fue realizada en el interior de la estufa
manteniendo la puerta lo mas cerrada posible para evitar el enfriamiento y la
solidificaciéon de la parafina. Empleamos pinzas para manipular las muestras, y
cuando se enfriaron, fueron calentadas con un mechero de alcohol. Para realizar la
inclusion, la parafina liquida fue vertida en los moldes de inclusion, fueron
colocadas las muestras debidamente orientadas (normalmente con la zona de
interés hacia abajo) en los moldes, colocamos encima de éstos unos casetes de
plastico perforado adecuadamente etiquetados, y presionamos hasta que la parafina
atraveso las perforaciones del mismo. Los moldes fueron sacados de la estufa con
cuidado de no inclinarlos, ya que mientras la parafina esta liquida la muestra puede
desorientase, y enfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron cortadas
secciones de 2-5 wm con un microtomo motorizado Jung 2065 Supercut (Leica
Instruments, Heidelberg, Alemania) y tefiidas con hematoxilina y eosina (H-E) para
su posterior examen por microscopia optica. Para ello, procedimos a desparafinar e
hidratar las muestras a través de pases sucesivos en soluciones de xileno, etanol de
concentracion decreciente y agua destilada (2 pases de xileno, 2 pases de etanol
100°, etanol 96°, etanol 80°, agua destilada) de 5 minutos cada uno, excepto el del
agua destilada que fue de 10 minutos. A continuacion, realizamos un proceso de

tincion y diferenciacion, tifiendo con hematoxilina de Mayer durante 12-15
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minutos, lavando con agua corriente durante 10 minutos, tifiendo con eosina acuosa
al 1% durante 3-5 minutos y lavando con agua corriente durante 5 minutos.
Seguidamente, las muestras fueron deshidratadas y aclaradas a través de pases
sucesivos en soluciones de etanol de concentracion creciente y xileno -2 pases de
etanol de 96° (uno de 1 minuto y otro de 3 minutos), 2 pases de etanol de 100° y 2
pases de xileno de 5 minutos cada uno de ellos-. Para finalizar, procedimos al

montaje con medio permanente Entellan.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Los ciliados de la ascitis fueron concentrados por centrifugacion (650 g
durante 5 minutos) y fijados en glutaraldehido al 2.5% (v/v) en tamp6n cacodilato
0.1 M, pH 7.2 durante 1 hora, tras la que realizamos 5 lavados de 4 minutos en
tampon cacodilato 0.1 M. Las muestras fueron postfijadas con tetradxido de osmio
al 1% (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente y deshidratadas a través de una
serie de etanol de concentracidn creciente (30°, 50°, 75°, 95° y 3 cambios de 100°).
Los cambios fueron de 5 minutos cada uno. Una vez deshidratadas, las muestras
fueron desecadas a punto critico, montadas sobre los portaobjetos y recubiertas con
una mezcla de oro-paladio. Posteriormente, examinamos los ciliados en un

microscopio Leica 440 Stereoscan (Leica, Cambridge, Reino Unido).

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Los ciliados en cultivo fueron recogidos mediante centrifugacion a 650 g
durante 5 minutos. Las células fueron fijadas durante 12 horas a 4 °C en
glutaraldehido al 2.5% (v/v) en tampoén cacodilato 0.1 M, pH 7.2. Posteriormente,
realizamos 2 lavados de 4 minutos en tampon cacodilato 0.1 M y las muestras
fueron postfijadas con tetradéxido de osmio al 1% (p/v) tamponado en tampdn

cacodilato durante 1 hora a 4 °C. Tras este tiempo, hicimos 3 lavados de 15
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minutos cada uno en tampdén maleato-NaOH 0.05 M, pH 5.2 y los ciliados fueron
introducidos en una solucion fresca de uranilo (acetato de uranilo al 2% en tampén
maleato, pH 4.2) durante 2 horas a 4 °C. Esta solucion debe ser centrifugada
(10.000 g durante 10 minutos) o filtrada por 0.2 pm antes de su uso.

Los ciliados fueron deshidratados a través de pases sucesivos en acetona
(25%, 50%, 75%, 95% y tres cambios de acetona 100%) de 5-10 minutos cada
cambio. La acetona empleada debe ser de grado reactivo y de muy buena calidad.
Posteriormente, las muestras fueron infiltradas con una mezcla de resina Spurr y
acetona 1:1 (v/v) durante 12 horas a 4 °C, tras lo que fueron embebidas en resina
Spurr pura durante 12 horas a 4 °C, y a continuacion, en Spurr nueva durante 20
minutos a temperatura ambiente. Para preparar esta resina, mezclamos en el mismo

orden y cantidad los siguientes compuestos:

* 10 g de VCD (ERL 4206) (Did¢xido de vinilo ciclohexano. Spi-chem).
» 7 g de DER 736 (Poliglicol diepoxido/resina epoxi. Spi-chem).

* 26 g de NSA (Nonenil anhidrido succinico. Spi-chem).

* 0.4 g de DMAE (2-Dimetilaminoetanol).

Para finalizar este procesamiento, las muestras fueron embebidas en Spurr
fresca previamente vertida en moldes de silicona perfectamente secos y colocadas
en una estufa a 70 °C durante 12 horas. Una vez que polimerizé la resina,
extrajimos los bloques con la muestra en su interior y los tallamos para efectuar los
cortes semi o ultrafinos.

Las secciones semifinas fueron cortadas con un ultratomo (Reichart-Jung,
Ultracut E, Austria) y tefiidas posteriormente para su visualizacion al microscopio
optico. Para ello, fueron recogidos con un pincel varios cortes semifinos (0.5-1 pm)
y colocados sobre una gota de agua bidestilada previamente vertida sobre un
portaobjetos. El agua fue evaporada con ayuda de un mechero de alcohol, teniendo
cuidado de no calentarla en exceso para evitar que hirviese. Una vez evaporada

totalmente el agua fueron anadidas unas gotas de colorante (azul de toluidina al



Material y Métodos 107

1%), manteniéndolo durante 30-60 segundos y calentando esporaddicamente en el
mechero. El exceso de colorante fue eliminado mediante un lavado exhaustivo con
agua corriente. A continuacion, el portaobjetos fue bien secado en el mechero. Esta
preparacion fue observada al microscopio y cuando fue verificado que la tincion
era satisfactoria, realizamos un montaje permanente empleando liquido de montaje
Entellan.

El colorante empleado en la tincion de los cortes semifinos consistié en una
mezcla de 1 g de azul de toluidina y 1 g de borato sédico diluidos en 100 ml de
agua bidestilada. Una vez disuelto el colorante, fue filtrado a través de papel de
filtro.

Tras seleccionar las zonas de los cortes semifinos que se consideraron mas
apropiadas realizamos los cortes ultrafinos (60-80 nm), que fueron recogidos en
rejillas previamente lavadas mediante sonicacion o inmersion en acetona seguida
de etanol. El exceso de alcohol que pudiese haber quedado fue eliminado apoyando
el canto sobre un papel de filtro y las rejillas fueron colocadas oblicuamente con un
angulo aproximado de 60° hasta su completo secado. Para tefiir los cortes, fueron
colocadas sobre una placa de Petri tantas gotas de una soluciéon alcoholica de
acetato de uranilo como rejillas tefiimos. Para la preparacion del acetato de uranilo,
fueron diluidos 3 g de acetato de uranilo en 100 ml de etanol de 30° (preparado con
agua bidestilada estéril filtrada por 0.2 pm). Esta solucién fue filtrada
posteriormente por 0.2 pm. Cada rejilla fue colocada sobre una gota de acetato de
uranilo durante 10 minutos, tras los que fueron lavadas exhaustivamente con etanol
de 30° y colocadas sobre papel de filtro para una completa eliminacion del etanol.
Posteriormente, fueron colocadas en una placa de Petri varias lentejas de sosa y
tantas gotas de citrato de plomo como rejillas tefiimos. Inmediatamente después,
fue necesario tapar la placa para evitar que el citrato de plomo estuviera mucho
tiempo en contacto con el CO, del aire y asi evitar la precipitacion del colorante. El

citrato de plomo fue preparado a partir del producto purificado comercial siguiendo
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el método de Fahmy (1967). Las rejillas fueron colocadas sobre las gotas de citrato
de plomo y tefiidas durante 10 minutos. Finalizado este periodo de tiempo, las
rejillas fueron lavadas rapidamente con NaOH 0.02 N y, a continuacion, con agua
destilada (tanto el agua destilada como la sosa deben estar libres de carbonatos,
para lo que ambas soluciones fueron autoclavadas previamente). Las rejillas fueron
secadas sobre un papel de filtro y, a continuacién, introducidas durante 10 minutos
en una estufa a 37 °C para asegurarnos un secado completo.

Una vez secos, los cortes fueron observados en un microscopio electronico
de transmision Philips CM12 (Philips, Eindhoven, Holanda) a un voltaje de
aceleracion de 80-100 kV.

Extraccion del ADN

Los ciliados en cultivo (10° células/ml) fueron recogidos por centrifugacién
a 650 g durante 5 minutos y lavados dos veces con tampon PBS. A continuacion,
fue extraido el ADN total de las células usando el Dneasy Tissue Kit (Qiagen,
EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN extraido fue

alicuotado y guardado a -20 °C hasta que lo empleamos para hacer la PCR.

Amplificacion por PCR, clonacion y secuenciacion del gen
SSUrRNA

La amplificacion del ADN mediante PCR la realizamos como fue descrito
previamente por Leiro y col. (2000b). Fue amplificada una parte del gen que
codifica el ARN ribosémico de la subunidad pequeiia (SSUrRNA) del ciliado
Philasterides  dicentrarchi usando como  cebador directo el 5'-
GAGAAACGGCTACCACATCTA-3" (PSSUI) y como cebador reverso el 5'-
CAGGTAAAGAGCCTACTCCA-3" (PSSU2). La mezcla de reaccion de la PCR
(100 uL) contenia tampon de la reaccion (10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 1.5
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mM de MgCl,, pH 9.0), 0.2 mM de cada desoxirribonucleosido trifosfato (Roche),
0.4 mM de cada cebador, 3 unidades de rTaq polimerasa (Roche) y 50 ng del ADN
genomico del ciliado como molde. La PCR fue realizada en un termociclador
automatico Thermal Cycler GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, EE.UU.)
con las siguientes condiciones: inicialmente 5 minutos a 94 °C, después 35 ciclos
(30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 1 minuto a 72 °C), y finalmente, tras
los 35 ciclos, una fase de extension de 10 minutos a 72 °C. Separamos una alicuota
de 25 ul de los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1% en tampdn Tris-
borato-EDTA (TBE; 45 mM de Tris-base, 45 mM de H;BO;, 1 mM de EDTA, pH
8) tefiido con bromuro de etidio, que fue visualizado en un transiluminador de
intensidad variable 3120 UV (Spectroline, EE.UU.).

El resto de productos de la PCR (350 pb) fue purificado por el dispositivo
Microcon-PCR (Millipore, EE.UU.) y clonado en el vector pGEM-T Easy
(Promega, EE.UU.) empleando el kit y siguiendo las instrucciones proporcionadas
por el fabricante como fue descrito previamente (Leiro y col., 2002b). Asi, tras el
ligamiento del fragmento de ADN al vector, las células DHs,, fueron transformadas
por electroporaciéon en un electroporador Gene Pulser II (Bio-Rad, EE.UU.),
usando cubetas Gene Pulser™/E. coli Pulser” con una separacion de 0.1 cm a un
voltaje de 1.8 kV, una capacitancia de 25 UF y una resistencia de 2000 Q. Las
células transformadas fueron seleccionadas en base a la sensibilidad al antibidtico y
a la presencia de actividad P-galactosidasa, mediante o-complementacion. Para
ello, fueron cultivadas en placas con medio agar-LB que contenian 100 pg/ml de
ampicilina, junto con 50 pl de una solucion de 20 mg/ml del compuesto
cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal) y 20 pl de un
inductor de la sintesis de la B-galactosidasa llamado isopropil-f-D-tiogalactdsido
(IPTG) 0.5 M extendidos sobre la superficie. Una vez crecidas las colonias, fueron
seleccionadas las blancas, que son aquellas en las que el plasmido contiene el ADN

insertado, y puestas a crecer en medio LB con ampicilina (100 pug/ml) toda la
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noche a 37 °C con agitacion. E1 ADN plasmidico fue purificado usando el Plasmid
Mini Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
confirmar la presencia y el tamafio del fragmento clonado, éste fue amplificado
por PCR usando los cebadores T7 y SP6, los cuales flanquean la regién de
insercion del plasmido pGEM-T Easy, bajo las siguientes condiciones de
termociclado: 5 minutos a 94 °C, después 35 ciclos (30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 60 °C y 1 minuto a 72 °C), y finalmente, tras los 35 ciclos, una fase de
extension de 10 minutos a 72 °C. Los productos de la PCR amplificados fueron
analizados en un gel de agarosa para verificar la presencia de la banda del tamafio
correcto. El fragmento del gen SSUrRNA clonado en el vector fue secuenciado en
direcciones complementarias usando el Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(CEQ™ DTCS Kit, Beckman Coulter, EE.UU.) y cargado en el secuenciador
automatico CEQ™ 2000 DNA Analysis System (Beckman Coulter, EE.UU.).

Analisis filogenéticos

La secuencia obtenida del fragmento del gen SSUrRNA de Philasterides
dicentrarchi de rodaballos de la piscifactoria gallega fue comparada con las
secuencias equivalentes de otros parasitos relacionados (observar Tabla 3:
Resultados). Las secuencias fueron alineadas empleando el programa CLUSTAL
W (Higgins y col., 1994) y editadas con el editor Jalview Multiple Alignment
Editor V1.8 Sites; los huecos fueron excluidos.

El célculo de distancias entre las secuencias se puede realizar empleando
diferentes algoritmos, que suponen distintos modelos de sustitucion de nucleotidos.
En nuestro trabajo empleamos el Modelo de Kimura 2-pardmetros puesto que
asumimos que la proporcion de los cuatro nucleotidos es la misma (1/4 para cada
uno) y que la tasa de transiciones es distinta a la tasa de transversiones (Kimura,

1980) en las moléculas que hemos seleccionado.
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Para la construccion de los arboles filogenéticos a partir de matrices de
distancia, empleamos el método del vecino mas proéximo (neighbour-joining: NJ)
(Saitou y Nei, 1987). Este método agrupa a las dos secuencias mas proximas y
después afiade progresivamente los otros taxones mas alejados. No obstante, el
método va construyendo, en cada paso del analisis, nuevas matrices de distancia
transformadas a partir de la matriz original, de modo que la divergencia entre cada
par de secuencias esta ajustada en base a la divergencia promedio de ellas con
respecto al resto de los taxones. Este método es muy utilizado por la simplicidad de
su calculo y porque permite el analisis de tasas desiguales de evolucion. En nuestro
estudio empleamos el programa informatico MEGA 3.1 (Kumar y col., 2004).

La fiabilidad de la inferencia filogenética puede comprobarse mediante
analisis estadisticos, y la prueba empleada para evaluar la fiabilidad de un arbol
filogenético obtenido por el método basado en la distancia es el muestreo repetitivo
(test de Bootstrap) (Felsenstein, 1985). En este procedimiento, una muestra
aleatoria de nucledtidos reemplaza al grupo original de datos y esa muestra
aleatoria es usada para la construccioén de un nuevo arbol filogenético. Este proceso
se repite un gran nimero de veces (100-1000) y se calcula la proporcién de réplicas
en la que determinadas secuencias aparecen agrupadas. Si la proporcidn de réplicas
para un determinado agrupamiento de secuencias es grande (por ejemplo mayor de
0.70), se considera que este grupo de secuencias es estadisticamente significativo

(Hillis y Bull, 1993).

Preparacion de un cultivo axénico

Los ciliados fueron concentrados por centrifugacion del fluido ascitico a
650 g durante 5 minutos y posteriormente lavados dos veces por
resuspension/centrifugacion en medio L-15 incompleto (ver seccion Preparacion
de los medios de cultivo). Una alicuota de la suspension resultante fue fijada con

glutaraldehido (concentracion final del 0.25%), y los ciliados en la muestra fijada
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fueron contados en un hemocitdmetro de Neubauer. En vista de este conteo, la
densidad de la suspension fue ajustada a 5 x 10* células/ml en medio L-15
incompleto.

Esta suspension fue empleada para la infeccion de los peces. Para ello,
fueron anestesiados durante 1-2 minutos con 0.3 ml/l de 2-fenoxietanol (Sigma-
Aldrich) rodaballos sanos con un peso de 30-40 g y les inyectamos
intraperitonealmente 200 pl de la solucién a cada pez (10* ciliados). Los peces
fueron mantenidos en tanques de 50 l. Tras 1-2 semanas, la mayoria de los
rodaballos mostraron una marcada ascitis.

Este paso de cultivo in vivo fue realizado con la intencion de emplear los
mismos parasitos aislados en los posteriores ensayos in vitro y para minimizar los
posibles efectos de la aclimatacion previa de los parasitos a las particulares
condiciones in vitro (pH, salinidad, temperatura, fuente de alimento, etc.) en el
posterior comportamiento en cultivo.

Antes de cada experimento de cultivo axénico, los parasitos de la ascitis
fueron extraidos por abdominocentesis de peces infectados experimentalmente, y
juntados. El fluido ascitico que mostraba evidente contaminacion de células del
hospedador no se uséd. El fluido ascitico fue lavado varias veces mediante
centrifugacion/resuspension en medio L-15 incompleto, y posteriormente
mantenido durante 3-4 dias a 18 °C a concentraciones de 10° células/ml en frascos
de cultivo de tejidos de 75 cm® con tapén con ventilacion (Iwaki) conteniendo 15
ml de medio L-15 incompleto. Este paso de incubacion, en el que la proliferacion
no fue observada, fue realizado con la intencién de minimizar la posibilidad de
interferencia de componentes derivados del rodaballo en los ensayos
inmunolégicos posteriores. Tras la incubacion, los ciliados fueron concentrados por
centrifugacion, lavados en medio L-15 incompleto, contados en un hemocitémetro
de Neubauer, y cultivados a la concentracion requerida para cada ensayo (ver

seccion Experimentos de cultivo in vitro).
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Preparacion de los medios de cultivo

Medio L-15 incompleto

El medio L-15 (Leivobitz) conteniendo L-glutamina fue obtenido de
Sigma-Aldrich, y preparado segiin las instrucciones del suministrador. Tras
esterilizarlo mediante filtracion (0.22 um), afiadimos 100 unidades/ml de penicilina
G, 0.1 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 0.25 mg/ml de anfotericina B (10 ml/l
de solucidn antibiodtica antimicética 100x, Sigma-Aldrich). El pH final fue ajustado

a’7.2.

Solucion lipidica

La solucion lipidica fue preparada disolviendo en agua bidestilada estéril
1.6 mg/ml de L-a-lecitina de yema de huevo deshidratada (L-a-fosfatidilcolina,
Sigma-Aldrich) y 0.8 mg/ml de Tween-80 (polioxietileno sorbitin monooleato,

Sigma-Aldrich), tal como fue descrito por Soldo y Merlin (1972).

Medio L-15 completo estandar (salinidad del 10%o)

Para preparar 1 1 de medio, cada vial de medio L-15 (Leibovitz)
concentrado (Sigma-Aldrich) fue disuelto en 640 ml de agua bidestilada estéril, y
afiadimos 90 mg de adenosina, 90 mg de histidina, 90 mg de uridina, 150 mg de
guanosina y 5 g de glucosa (todos de Sigma-Aldrich). Posteriormente, afiadimos
250 ml de la solucion lipidica (ver apartado anterior) y la mezcla fue esterilizada
por filtracion (0.22 pum). Tras filtrar, y en condiciones estériles, el medio fue
suplementado con 100 ml de suero fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich;
concentracion final del 10%) previamente inactivado por incubaciéon durante 30
minutos a 56 °C. Finalmente, fueron anadidos también 10 ml de solucidon
antibiotica antimicotica 100x.

En los experimentos que realizamos para identificar el pH optimo del

medio, éste fue ajustado a 6.2, 7.2 u 8.2 con NaOH 1 N o HCl 1 N y los medios
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fueron esterilizados posteriormente por filtracion usando filtros de jeringuilla

Millex-GS (0.22 pm; Millipore, EE.UU.). En los otros experimentos, el pH fue 7.2.

Medio L-15 completo salino (salinidad del 27%o)

Este medio fue preparado del mismo modo que el medio L-15 completo
estandar, pero con la adicion de NaCl (Sigma-Aldrich) para alcanzar el 27%o0 de
salinidad. Fue medida la salinidad con un conductimetro Multiline P4 equipado con
una célula de conductividad TetraCon® 325 (WTW, Alemania). En los
experimentos para identificar el pH optimo del medio, el pH fue ajustado como

hemos descrito para el medio L-15 completo estandar.

Experimentos de cultivo in vitro

En todos los experimentos fueron empleadas placas de poliestireno
estériles de 24 pocillos (Iwaki) con 0.5 ml de medio por pocillo (relaciéon
superficie:volumen 4 cm”/ml). Tras cultivar las placas con P. dicentrarchi, fueron
introducidas en incubadores de baja temperatura (Selecta, Espafia) a la temperatura
seleccionada para cada experimento (13, 18 6 23 °C). Los ciliados fueron contados
a las 24, 48, 72, 120, 168, 216 y 264 horas tras el cultivo. Antes de contarlos, los
ciliados de cada pocillo fueron fijados durante 10 minutos con glutaraldehido
(concentracion final del 0.25%). Los ensayos que detallamos a continuacion fueron

realizados por triplicado.

Determinacion de la dosis éptima para el cultivo

Para determinar la dosis 6ptima para el cultivo, evaluamos el crecimiento
de cultivos sembrados con 20, 200, 2.000, 5.000, 10.000 6 20.000 células/ml. Estos
experimentos fueron realizados en medio L-15 completo estandar (salinidad del

10%o, pH 7.2) a 18 °C.
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Determinacion de la temperatura, el pH y la salinidad éptimos

Para determinar la temperatura, el pH y la salinidad 6ptimos, evaluamos el
crecimiento en seis medios diferentes: medio L-15 completo estandar (salinidad del
10%0) a pH 6.2, 7.2 u 8.2, y medio L-15 completo salino (salinidad del 27%o)
también a pH 6.2, 7.2 u 8.2. El cultivo se realiz6 con 500 ciliados/ml (en base a los
resultados del experimento anterior). La incubacion se hizo a 13, 18 6 23 °C, que se
corresponden aproximadamente con el rango anual observado en las piscifactorias

gallegas afectadas por la escuticociliatosis.

Determinacion de los requerimientos nutricionales

Para calcular la influencia del FBS y de los lipidos (lecitina y Tween 80)
en la proliferacion in vitro de P. dicentrarchi, los ciliados fueron cultivados a una
concentracion de 500 ciliados/ml en seis medios diferentes, todos con una salinidad
del 10%0 y un pH 7.2: (a) Medio L-15 incompleto, (b) medio L-15 conteniendo
lipidos sin FBS, (c¢) medio L-15 conteniendo FBS sin lipidos, (d) medio L-15
conteniendo FBS y lecitina, (¢) medio L-15 conteniendo FBS y Tween 80, y (f)
medio L-15 conteniendo FBS, Tween 80 y lecitina (medio L-15 completo

estandar).

Exposicion de los datos

En todos los experimentos, la constante de la tasa de crecimiento en fase
exponencial (k = In(N»/N)/(t-t;); Sterud, 1998) y la densidad maxima fueron

estimadas para cada grupo de condiciones y para cada réplica.
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Métodos de estudio de la infeccion experimental y las posibles
rutas de entrada del ciliado en el rodaballo

El peso corporal de los peces estaba en el rango de 20 a 40 g, a excepcion
de los peces que fueron utilizados en el ensayo de la inoculacion nasal, cuyo peso
oscilaba entre 400 y 500 g. Antes de los experimentos, los peces fueron
aclimatados a las condiciones de nuestro acuario durante 15 dias. En todos los
casos, los peces fueron mantenidos en tanques de 50 1 excepto para los ensayos de
inmersion, en los que fueron usados tanques de 15 1.

Fueron estudiadas siete rutas de infeccion: oral, nasal, rectal,
intraperitoneal, intramuscular, periorbital y branquial/dérmica (inmersion). En
todos los ensayos fueron usados dos grupos de 10 peces (experimental y control).
Antes de la inoculacion, los rodaballos fueron anestesiados durante 1-2 minutos
con 0.3 ml/l de 2-fenoxietanol (Sigma-Aldrich).

Para la inoculacion oral, los peces recibieron por intubacion gastrica 400 pl
de solucion salina fisiologica (SSF) que contenian 10° ciliados.

Para la inoculacién nasal y rectal, las dosis respectivas fueron de 1.2 x 10°
ciliados en 100 pl de SSF y de 5 x 10° ciliados en 200 pl de SSF. Estas dosis fueron
administradas usando una jeringuilla hipodérmica con una bola de parafina en la
punta para minimizar el dafio en los tejidos.

La inoculacién intraperitoneal fue intentada primero por inyeccioén en la
cavidad abdominal de 200 ul de SSF que contenian 5 x 10* ciliados; sin embargo,
posteriormente en los ensayos para la optimizacion de la dosis, fueron empleadas
dosis de 5 x 10*, 10%, 2 x 10° y 4 x 10 ciliados.

La inoculaciéon intramuscular fue llevada a cabo por inyeccidon en la
musculatura dorsal de 100 pl de SSF que contenian 7.5 x 10° ciliados.

Para la inoculacién periorbital, se inyectaron 20 ul de SSF que contenian
1.5 x 10° ciliados en el masculo periorbital.

Los grupos control recibieron una inoculaciéon de SSF sin ciliados.
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Los ensayos para la infeccion experimental por inmersion (inoculacion
branquial/dérmica) fueron llevados a cabo con la adicion de 10° ciliados/l a tanques
de 15 | que contenian los peces. Se realizaron cuatro ensayos: dos con inmersion
durante 24 horas y otros dos con inmersion durante 48 horas. En uno de los
ensayos de 24 horas y en otro de 48 horas, las branquias y el opérculo fueron
erosionados previamente rozando con un escalpelo, mientras que en los dos
ensayos restantes no fue realizada la abrasion. Durante el periodo de contacto,
paramos la recirculacion del agua. Tras la exposicion, fueron transferidos los peces
a tanques nuevos con agua libre de ciliados y recirculacion. Los grupos control
fueron mantenidos en tanques separados sin ciliados.

Todos los peces fueron mantenidos en sus tanques durante 3 semanas tras
la inoculacion. Los peces que se mantuvieron vivos al final de este periodo fueron
matados con una sobredosis de anestésico, y las muestras de fluido ascitico
(obtenidas por abdominocentesis tras lavado peritoneal con SSF), de sangre (de la
vena caudal), y las secciones histologicas de las branquias, los ojos y los 6rganos
internos (cerebro, intestino, riiidén, higado y bazo) fueron examinadas en busca de

ciliados.

Analisis de la respuesta quimio