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RESUMEN

Las poblaciones de los erizos pueden verse afectadas por enfermedades
causadas por bacterias tanto en su habitat como en maricultivos, inclusive
pueden conllevar a mortandades. Las infecciones bacterianas en los erizos son
evitadas por accién de un sistema inespecifico de defensas inmunoldgicas
constituido por células circundantes (celomocitos) y una serie de péptidos y
proteinas de actividad microbicida. En este sentido, se evaluaron las respuestas
inmunoldgicas innatas tales como: namero y tipos de celomocitos, actividad
fagocitica, lisozimas y proteinas totales, en el erizo verdi-blanco Lytechinus
variegatus estimulados experimentalmente por distintos indculos bacterianos.
Los organismos fueron inyectados por separado con una suspension de cepas
bacterianas:  Micrococcus lysodeikticus, Escherichia coli 'y Vibrio
parahaemolyticus, en la musculatura de la linterna de Aristoteles a través de
orificio bucal. Se usaron como organismos controles un grupo de erizos
inyectados sélo con solucién salina (agua de mar estéril) y otro grupo no
inyectado. Adicionalmente, el tiempo de recuperacion desde una posicion
invertida y aspectos externos de los organismos fueron determinados como
indices de salud. El fluido celomico (FC) fue colectado a las 24 horas post-
estimulacion para determinar los parametros celulares y bioquimicos. En el FC
se detecto la presencia de cuatro tipos de celomocitos: fagocitos o amebaocitos,
esférulas incoloras, esférulas rojas y células vibratiles. EI nimero total de
celomocitos (NTC) y porcentaje de viabilidad no mostraron diferencias
significativas en los erizos estimulados, sin embargo, se evidencié un aumento
en el porcentaje de células esférulas incoloras. En adicién, la actividad
fagocitica incrementé en los organismos estimulados con las distintas cepas
bacterianas. Un incremento en la actividad de lisozima fue observado
mayormente en los organismos inoculados con M. lysodeikticus. El sistema
inmunitario de L. variegatus responde positivamente al estimulo experimental
con bacterias, demostrando la eficiencia del sistema inmune. Al parecer, los
organismos fueron capaces de modular las lineas de defensa innata frente a
una situacién de estrés por bacterias, especialmente las células granulares y
fagociticas. L. variegatus presentd un alto potencial para activar las respuestas
inmunoldgicas tales como la fagocitosis, produccién de lisozimas y cambios en
el porcentaje de celomocitos en presencia de cepas bacteriana.



INTRODUCCION

Los equinodermos son invertebrados exclusivamente marinos y generalmente
habitan en aguas poco profundas, siendo uno de los grupos méas importantes en
la estructura de las comunidades bentonicas marinas (Ruppert y Barnes, 1996).
Dentro de la Clase Echinoidea se encuentran los erizos de mar, caracterizados
por poseer forma globular o discoidal, carecen de brazos y de un esqueleto
interno. Estos organismos estan constituidos por numerosas placas calcareas
formando un caparazén en las que se encuentran las espinas moviles
(Summers et al., 1993).

En Venezuela existen tres especies de erizos con alto potencial de explotacion
y cultivo, tales como, Echinometra lucunter, Tripneustes ventricosus Yy
Lytechinus variegatus, las mismas poseen rapido crecimiento, buena
adaptacién al cautiverio y cantidad significativa de gbnadas producidas en corto
tiempo (Lodeiros y Buitrago, 2011; Reyes-Lujan, 2015). De especial interés, el
erizo verdi-blanco L. variegatus, es una especie relativamente abundante en la
costa sur del Golfo de Cariaco (Ochoa, 2016), habitando en zonas de aguas
calidas, donde predominan los pastos de hierbas marinas; aunque son
frecuentemente encontrados sobre rocas o arena desde los 0 hasta 250 m. Su
coloracién puede variar ampliamente, predominando los colores verde y blanco
(Voss, 1976; Espinoza et al., 2008). L. variegatus es la especie mas grande de
su género, alcanzando didmetros entre 75 mm a 87 mm (Watts et al., 2007).
Este equinoideo se reproduce sexualmente, son todos dioicos (sexos
separados) (Calva, 2002). Para evitar depredadores presentan la habilidad
mimética de cubrir su testa con sustratos naturales del entorno tales como

piedras, trozos de corales y algas (Millott, 1955; Verling, 2004).

Las poblaciones de erizos en los ecosistemas costeros pueden verse afectadas
por enfermedades producidas por bacterias, provocando incluso grandes
mortandades (Gilles y Pearse, 1986; Carpenter, 1988). Algunas bacterias



oportunistas pueden producirles distintas lesiones en las paredes de la testa,
pérdida de la pigmentacion del epitelio, desprendimiento de espinas, necrosis
de tejidos musculares, crecimiento irregular en las puntas de las espinas,
dificultando la alimentacién y locomocion (Johnsen y Chapman, 1970; Jangoux,
1987). Los géneros bacterianos que han sido frecuentemente aislados en
porciones corporales lesionadas en erizos son los siguientes: Vibrio,
Aeromonas, Flavobacterium, Microccocus, Acinetobacter, Alcaligenes,
Clostridium, Pseudoalteromonas y Pseudomonas. Tales microorganismos
suelen ser comensales pero presentan un alto potencial patdgeno (Gilles y
Pearse, 1986; Wang et al., 2013).

A pesar de la buena calidad de agua que presentan las costas del estado
Sucre, existen zonas puntuales, especificamente en el sur del golfo de Cariaco,
donde los desagiies de algunos asentamientos poblacionales y desarrollos
urbanisticos, han contribuido al incremento de bacterias entéricas en los
cuerpos de agua. Existen géneros de patdgenos bacterianos asociados a la
contaminacion fecal que incluyen miembros de la familia Vibrionaceae, la cual
comprende los géneros Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas (Larkin y Hunt, 1982;
Shimada et al., 1988).

El género Vibrio es miembro autéctono de la flora bacteriana de los mares y
estuarios (Bitton et al., 1992). La patogenicidad relativa de este género difiere
considerablemente de cada especie, siendo moderada para el caso de Vibrio
parahaemolyticus, mientras que para V. cholerae y V. wulnificus es
extremadamente elevada (Blake et al., 1980; Yamamoto et al., 1983). Otra
especie que ha sido detectada en zonas costeras altamente urbanizadas es la
enterobacteria Escherichia coli. Aunque su entrada se deba a causas puntuales
a los cuerpos de agua salada, E. coli puede formar parte del 44,5% de los
coliformes totales aislados y constituir entre el 10,0 al 73,0% de los coliformes
termo-tolerantes (Serrano et al., 1998, Solo-Gabriele et al., 2000). Igualmente,

en los sistemas de siembras acuicolas abiertos, los erizos se encuentran
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expuestos a tales patdégenos presentes en medios naturales, dependiendo de
su sobrevivencia en el cultivo y de la capacidad de sus defensas inmunoldgicas.

En el ecosistema, los individuos mas propensos a enfermar son aquellos que
presentan sefiales de deficiencias inmunolégicas asociadas a estrés. Las
variaciones en las defensas inmunoldgicas pueden ser causadas por cambios
en la temperatura (Branco et al., 2012), edad (Du et al., 2013), contaminacion
por metales pesados (Pinsino et al., 2008; Falugi et al., 2012) y aceites
(Shimada-Borges et al., 2010), entre otros. Tales deficiencias hacen a los erizos
mas vulnerables a cambios ambientales haciéndose evidentes algunas
sintomatologias externas. Algunas de las alteraciones mas comunes
identificadas en erizos se encuentran las variaciones en la coloracion de la testa
que pueden variar entre verdosas, rojas o negras, pérdidas de espinas y
cambios en su comportamiento (Gilles y Pearse, 1986; Wang et al., 2013).

El sistema de defensa inmunolégico de los erizos estad conformado por
respuestas inmunes innatas no especificas (Antdn y Salazar, 2009). Su
inmunidad esta regulada por diversos tipos de células denominadas
celomocitos, que estan presentes en el orden de millones; y un set de
sustancias bacterioliticas contenidas en el fluido celémico, y en los propios
celomocitos (Matranga et al., 2005). El principal 6rgano celomopoyético ha sido
seflalado al epitelio celémico, aunque recientemente se ha demostrado que
organo axial y el cuerpo de Tiedmann inician proliferacion de células madres,

gue luego se diferenciarian en celomocitos (Holm et al., 2008).

El sistema circulatorio en los erizos es abierto, e incluyen los sistemas
celomatico perivisceral, vascular acuifero, perihemal y hemal. El sistema
celomatico perivisceral es el de mayor importancia y puede ser dividido en una
region oral cerca de la membrana peristomial y una region aboral proxima a la
madreporita. Su fluido celémico posee caracteristicas similares a las del agua

de mar, ademas contiene altas concentraciones de potasio, baja cantidad de
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lipidos, proteinas y carbohidratos. De igual manera, desempefia varias
funciones las cuales incluyen excrecion, transporte de oxigeno, locomocion,

proteccion de las visceras e inmunidad humoral (Tarima et al., 2007).

En el fluido celémico de los erizos se han identificado cuatro tipos principales de
celomocitos: los fagocitos (actian como los macréfagos), células esférulas no
coloreadas (granulocitos), células esférulas rojas y células vibratiles (Hibino et
al., 2006; Deveci et al., 2015). Los fagocitos son células grandes que juegan un
papel importante en la coagulacion y en la fagocitosis de patégenos no
especificos. Las células esferulas rojas y no coloreadas granulares producen
productos quimicos con propiedades antibacterianas, se pueden encontrar en
diferentes proporciones en funcion del estado de salud del erizo y bajo qué tipo
de presiones inmunes ha estado (Matranga et al., 2000). La funcién de las
células vibratiles no es muy conocida, pero puede jugar algun papel en la
coagulacion, la cicatrizacién de heridas y otras funciones inmunitarias, ademas,
son muy distintivas debido a su rapido movimiento caracteristico en un patrén
helicoidal (Hibino et al., 2006; Matranga et al., 2006).

Los celomocitos presentan la capacidad de responder a las lesiones, invasion
del hospedero y agentes citotdxicos (Shimada-Borges et al., 2002; Dheilly et al.,
2012). Tales células son consideradas efectores inmunes del erizo de mar, de
hecho reaccionan a los desafios con modificaciones en su motilidad, aumento
de las actividades fagociticas, encapsulacion y liberacion de factores citotoxicos
(Matranga et al., 2005). Adicionalmente, existen moléculas generalmente de
naturaleza proteica con alta actividad antimicrobiana dentro de las cuales se
encuentran: las lisozimas y algunos péptidos (Dheilly et al.,, 2012). Estas

biomoléculas constituyen parte del sistema de defensas humoral.

La lisozima es una enzima que destruye las paredes celulares de ciertas

bacterias Gram-positivas, jugando un papel muy importante en el mecanismo
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de defensa natural. La funcion del sistema inmune es reconocer y controlar los
microorganismos, basandose en la habilidad de presentar y reconocer
productos conservados del metabolismo microbiano que son unicos de los
microorganismos. Como ejemplo de estas moléculas asociadas a patégenos
encontramos al lipopolisacarido (LPS), secuencias de ADN no metiladas y
peptidoglicanos de bacterias Gram-positivas y negativas (Carrillo, 2013).
Algunos péptidos antibacterianos son producidos habitualmente por el
organismo mientras que otros son sintetizados como respuesta a un ataque
microbiano (Li et al., 2014). La rapida disponibilidad de estos péptidos es
importante para el sistema inmune innato, ya que su alta efectividad les pone en
primera linea de defensa en el organismo. Los péptidos antimicrobianos son
capaces de eliminar a un gran rango de células y microbios donde se incluyen
bacterias, hongos, protozoos, virus, células tumorales y algunos parasitos
(Smith et al., 2006).

Las respuestas inmunes de orden celular estan representadas por las células
fagociticas y granulocitos. La fagocitosis forma parte de las respuestas
inespecificas que permiten neutralizar agentes invasores, englobarlos vy
posteriormente degradarlos en los lisosomas (Goven et al.,, 1994; Goven y
Kennedy, 1996). Algunas inmunopatologias en invertebrados pueden ser
determinadas por variaciones en el conteo total y diferencial de inmunocitos,
celomocitos 0 hemocitos y su respectiva viabilidad celular (Sami et al., 1992;
Goven et al., 1996; Naranjo, 2012).

Los fagocitos reconocen diferentes patrones moleculares de patdégenos
asociados con bacterias, hongos, levaduras y virus, asi como también percibir
cambios ambientales y disponer de estos mecanismos para poder protegerse
(Medzhitov y Janeway, 1997; Matranga et al., 2002; Guerrero, 2007). La
proteccion de la integridad de los erizos necesita la puesta en marcha de un
cierto numero de reacciones de defensa tanto a nivel fisiolégico como de

comportamiento.



En los estudios de calidad ambiental se ha hecho frecuente el uso de
parametros celulares e inmunologicos como marcadores de salud en los
individuos y su entorno (Zapata-Vivenes, 2012). Es comun la determinacion de
hemogramas, tiempo de coagulacion, actividad de profenoloxidasa, indice de
fagocitosis, produccién de especies intermedias de oxigeno reactivo, actividad
antimicrobiana mediante tasa de clarificacion, titulos hemoglutinantes del
plasma y concentracion de proteinas totales (Rodriguez y Le Moullac, 2000;
Van de Braak et al., 2002; Naranjo, 2012).

Algunas caracteristicas externas que manifiestan los organismos, respuestas a
estimulos mecanicos y alteraciones al comportamiento han sido sugeridas para
determinar la condicién fisiolégica basal. Un ejemplo para estimar la condicion
de salud basal en los erizos es mediante el calculo del tiempo de recuperacion
de una posicion invertida (boca hacia arriba) hasta alcanzar su posicion original
(Sherman, 2015); este detalle determina la velocidad de reaccién que poseen

los mismos ante el ataque de depredadores.

En tal sentido, esta investigacién discierne sobre la capacidad de las respuestas
inmunoldgicas, tanto de indole celular (contenido y tipos de celomocitos) como
respuestas humorales (moléculas antibacterianas), en erizos aparentemente
sanos y estimulados por inoculos de distintas cepas bacterianas.
Adicionalmente, se estimaron alteraciones en los parametros de condicién
fisiolégica y de comportamiento por causas de infecciones bacterianas. Este
documento sirve de preambulo para estimar la tolerancia de especies de erizos
ante invasiones microbianas, usando la eficacia de las respuestas inmunes, con

miras a futuros planes de cultivos marinos.



METODOLOGIA

Organismos

Los erizos L. variegatus fueron colectados en la ensenada de Turpialito (10° 26’
56" N, 64° 02’ 00” O) durante los meses de septiembre a diciembre del 2015, a
profundidades de 1 a 5 m por buceo libre. La abundancia de esta especie en la
zona de colecta oscila entre 0,5-1,2 individuos por m®. Los animales fueron
capturados sin distinguir su sexo ni etapa reproductiva. La talla minima de

colecta fue de 7 cm de didmetro. Se evité utilizar organismos desovados.

La Ensenada de Turpialito se encuentra situada a 3 km al este de la ciudad de
Cumana en la costa sur del golfo de Cariaco (Fig. 1). La zona litoral oriental de
la ensenada esta cubierta por un arrecife que se extiende hasta,

aproximadamente, unos 14 m de profundidad (Figueroa, 2002).

| l l l
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Figura 1. Ubicacién geografica del area de colecta de Lytechinus variegatus.

Los organismos fueron transportados en envases isotérmicos hasta el
laboratorio de Bioquimica ubicado en el edificio de Ciencias de la Universidad

de Oriente, Nucleo de Sucre y se colocaron en acuarios de 40 cm®, a razén de



un organismo por cada 5 litros de agua de mar filtrada, con suficiente aireacion,
temperatura promedio del agua 26 = 2°C; pH 7,9-8,1; salinidad de 35-36 UPS.
Los organismos fueron alimentados ad libitum con una mezcla de macroalgas
deshidratadas de los géneros Sargassum y Padina. El agua y el alimento fueron
cambiados cada dos dias. Estas condiciones se mantuvieron por una semana

antes de iniciar los ensayos de inoculacion.

Inoculacion bacteriana

A tres grupos de erizos por separado, constituidos por 20 organismos cada uno,
se les inyectaron cuidadosamente dentro de la cavidad peritoneal por la entrada
oral, distintos indculos bacterianos, usando una inyectadora de 1 ml con un
calibre de aguja de 1x13. La aguja fue insertada cuidadosamente evitando
perforar el tubo digestivo y las gbnadas. Al primer grupo, se les inyecté 50 ul de
una solucion de Microccocus lysodeikticus (ATCC 4698) contentiva de 25 ug/g
de células liofilizadas (representé 1,0 x 10° bacterias). Al segundo, se les
inoculé 50 pl de una suspension de Escherichia coli (ATCC 25922), al tercer
grupo 50 pl de Vibrio parahaemolyticus, correspondiente al 0,5 del patrén Mac
Farland, en caldo tripticasa de soya (suministrado por el Laboratorio
Bacteriologico del Hospital Universitario Antonio Patricio de Alcald),
respectivamente. Ambas dosis representaron aproximadamente 1,5 x 10°
bacterias por ml.

A un cuarto grupo de 20 organismos, que sirvi6 como grupo control, se les
inyectd el mismo volumen de solucién salina (agua de mar micro-filtrada y
estéril). Una vez inyectados todos los organismos experimentales fueron
devueltos a sus respectivos acuarios. Las recolecciones del fluido celémico se
realizaron a las 24 horas post-inyeccién. Adicionalmente, se evaluaron
organismos provenientes del campo y no estresados por puncion, como

controles basales.

Salud de los erizos



El estado de salud de los erizos se determind mediante el tiempo de
recuperacion de su posicion invertida. Los erizos fueron colocados en posicién
invertida (boca hacia arriba) en el fondo del acuario. Se estimé el tiempo (en
segundos) que tardé el organismo en voltearse para alcanzar su posicion
original (Taylor et al., 2014). Adicionalmente, en organismos infectados fueron
descritos algunos sintomas tales como cambios de coloracion, pérdidas de

espinas, comportamientos anormales.

Celomocitos

La separacion de los celomocitos peri-viscerales se realizé siguiendo la
propuesta por Matranga et al., (2006). Para ello, se efectué una puncién en la
membrana peristomial de cada erizo, se insert6 una aguja hipodérmica de 1 ml
de capacidad, contentiva de 0,2 ml de agua de mar filtrada con EDTA al 4 mol/l.
El volumen obtenido dependié del tamafio del ejemplar analizado. Se extrajo
cuidadosamente de 0,4 a 0,5 ml del fluido celomico, el cual se coloco en tubos
Eppendorf, mantenidos a una temperatura de aproximadamente 4°C. Las
muestras fueron examinadas en un fotomicroscopio Axioskop FL-40 marca
Zeiss, con camara digital incorporada, con la ayuda de un software analizador

de imagenes AxioVision (LE Cannon Modul, Carl Zeiss, Alemania).

Parametros celulares

Viabilidad y nimero total de celomocitos

La viabilidad celular y el nimero total de células se determinaron por tincion
diferencial con el colorante azul tripano (AT) al 0,4% (Sigma ®). Para contar el
namero de células viables y total de células por ml, se mezclaron 20 ul de la
suspension de celomocitos con un volumen igual de AT, se resuspendio y se
realizé un contaje de 100 células en una camara de Neubauer por microscopia
de luz, con objetivo de 40X. Las células vivas se diferenciaron de las muertas
porque éstas ultimas tomaron una coloracién azul, expresandose la viabilidad

como el porcentaje (%) de células vivas contadas. El numero total de
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celomocitos por ml, se determind en los cuatro cuadrantes externos de la
camara y se calculé de acuerdo a la siguiente férmula: Niumero de celomocitos
x 10*/ml. Adicionalmente, se determiné el contaje diferencial de celomocitos
tomando en cuenta su forma y tamafo. La clasificacion de cada tipo celular fue
tomada de Smith et al., (2006).

Parametros inmunolégicos

Fagocitosis

La actividad fagocitica fue determinada mediante la reduccion del azul de
tetrazolium (NBT), utilizando como antigeno un extracto no viable de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Zymozan). Se mezclaron 100 ul del extracto de
Zymozan con 100 ul de suspension de celomocitos, y luego se incubé por 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se le agregd 100 ul de una
solucion de NBT (2 mg/ml) en buffer fosfato salino (BFS), se mezcld y se incubo
a 16° C bajo oscuridad por 24 horas.

La especificidad del método se prob6 agregando 50 ul (20 mg/ml BFS) de la
enzima superoxido dismutasa (SOD). Para extraer el formazan (producto de la
reduccion del NBT) se agregaron 200 pl de hexadecyltrimetil amonio bromuro
0,1% como agente antimicrobiano y 400 ul de buffer fosfato 200 mmol/l pH 6,2.
Seguido de un periodo de incubacion de 3 horas a 37° C y centrifugacion
posterior a 2 000 rpm por 15 minutos, el precipitado se disolvio en 1ml de
dimetilsulfoxido (DMSO) y se procedié a medir la absorbancia a 510 nm. Estas
lecturas fueron comparadas con una curva patron realizado con bromuro 3-(4,5-
dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium (Sigma-Aldrich Cat. M 2128). Como
control se cuantifico el formazan en celomocitos incubados con NBT sin
antigeno (Cooper et al., 1995). Los resultados se expresaron en mg de

formazan/ml.

Lisozima
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La actividad de la lisozima (Mucopeptidil N-acetiimuromoylhidrolasa; EC
3.2.1.17) se determiné por el método de la tasa de turbidez (Shugar, 1952). Las
condiciones del ensayo se mantuvieron de la siguiente manera: 25 £ 1 °C en
buffer fosfato de potasio pH 6,24; 540 nm; paso de haz de luz 1 cm. Se usé
como sustrato 0,015% (g/v) de una suspension de M. lysodeiktius (células
liofilizadas). Se midi6 la extincion de células intactas a lisadas durante 5-10
minutos. Se tomé como unidad arbitraria la variacién de la absorbancia (AA) a
una longitud de onda de 450 nm. Se realiz6 una curva estandar de actividad

enzimatica con lisozima comercial (46 200 U/ml).

Proteinas y acidos nucleicos totales

Se usaron alicuotas de liquido celémico (40 ul) almacenado a -20 °C para
estimar el contenido de proteinas y &cidos nucleicos totales por método directo
segun Warburg y Christian (1942). La cuantificacion fue realizada mediante la
determinacién de las absorbancias a 280 y 260 de las muestras, usando la
formula: [Proteinas (mg/ml)] = 1,55 x (A280) — 0,575 x (A260) y [Acidos
nucleicos (ug/ml)]= 36,0 x (A260) — 75,0 (A280).

Andlisis estadisticos

Se calcularon los promedios y varianzas de todas las variables para cada uno
de los grupos estudiados. Los resultados de los tratamientos en los grupos
estudiados se compararon con los controles a través de un analisis de varianza
de una via (ANOVA), usando un paquete estadistico Statgraphyc Plus versién
5.1 en ambiente Windows. Para el contraste “a posteriori’ se utilizé una prueba
de Duncan (Sokal y Rohlf, 1981).



RESULTADOS

En el liquido celémico fueron identificados cuatro tipos de celomocitos, los
cuales variaron en cuanto al tamafio, morfologia (ovaladas, discoidales,
poligonales) y contenido. Se distinguieron los siguientes tipos de células.
Fagocitos o amebocitos, los cuales presentaron una forma irregular con
proyecciones de la membrana citoplasmatica (pseuddpodos), sin granulos

citoplasmaticos aparentes, oscilaron entre 10 a 20 ym de diametro.

Estas células exhibieron dos formas distintas: Fagocitos tipo 1 con proyecciones
petaloides (Figura 2A), las cuales tienen lamelipodia extendida en todas
direcciones desde el cuerpo celular similares a pétalos; y Fagocitos tipo 2 con
proyecciones filopodiales presentaron numerosas y delgadas extensiones
citoplasmaticas (Figura 2B). Tales proyecciones las adquiere después de las 2

a 3 horas in vitro. Su proporcion en fluido celémico varié entre 20,3 al 40,1%.

2A 2B

l 20 pm |
| 1

Figura 2. Fagocitos de Lytechinus variegatus observados a 100X en microscopio 6ptico. A.
Proyecciones lamelipodiales. Forma irregular con pseudoépodos (flecha continua); asterisco
muestra el niicleo. B. Proyecciones filopodiales (flecha discontinua)
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Esférulas incoloras: presentaron forma redonda, con granulos no coloreados.

Poseen un ndcleo grande, redondo u ovalado excéntrico bien definido.(Figura 3)

En las muestras en fresco fueron observadas dos sub-poblaciones separadas
por tamafio; una considerada grandes (EIG) que oscilaron entre 10-25 pm de
didmetro (Figura 3A, 3B, 3C) y otras consideradas pequefias (EIP) que midieron
entre 5-10 ym (Figura 3D). Su proporcion varié entre 21,7-31,8% para EIG y de
13,9-19,8% para EIP. Ambas sub-poblaciones poseen movimientos ameboides.

3A

3C

Figura 3. Esférulas incoloras en organismos controles de Lytechinus variegatus, observados a
100X en microscopio optico. Se observan presencia de granulos citoplasmaticos (flecha
continua) (3A), (3B), (3D). Esférula incolora muerta, tefiida con azul tripano, observada a 100X
en microscopio Optico, con nucleo excéntrico tefiido (flecha discontinua) (3B). Esférulas
incoloras, grande (3C) y pequefa (3D) frescas.
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Esférulas rojas: también denominadas células morulas, su forma es
redondeada, citoplasma casi lleno de vesiculas heterogéneas y con granulos
densos de pigmentacion de color rojo y nucleo periférico. Su diametro celular
oscil6 entre 10 a 20 um. Este tipo de célula presentd -caracteristicas

ameboideas. Su proporcion en fluido celomico oscilo entre 4,1-7,2%. (Figura 4).

Figura 4. Esférula roja en organismos controles de Lytechinus variegatus observados a 100X.
Se observa pigmentacion roja y granulos densos (flecha continua).

Células vibratiles: son células redondas que miden entre 6 a 8 um de diametro,
con un flagelo simple (4-6 um) que le permite un movimiento intenso rotativo y
unidireccional, aunque no ameboide. Sus movimientos disminuyen después de
2 horas de la coleccién. Su proporcion en fluido celomico puede variar entre 8,5
-21,4%. (Figura 5).

Figura 5. Célula vibratil en organismos controles de Lytechinus variegatus, observado a 100X
en microscopio optico.
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La figura 6 muestra diferentes tipos de celomocitos hallados en el fluido

celomico de Lytechinus variegatus, aparentemente sano.

Bl
59
B2

ml_&u_m_|

D

Figura 6. Celomocitos de Lytechinus variegatus observados a 100X en microscopio optico. A.
Fagocito tipo 1 con proyecciones petaloides. B1 y B2. Esférulas incoloras vivas. C. Esférula
incolora muerta tefiida con azul tripano. D. Esférula roja.

El nidmero total de celomocitos (NTC) y porcentaje de viabilidad celular (PVC)
en organismos aparentemente sanos e inoculados con las distintas bacterias no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (Fsntc=1,98; p<0,05) y
(Fspvc = 2,18; p<0,05). Los promedios de NTC por ml oscilaron entre 5,02x10° a
7,83x10° (Figura 7). El PVC presenté promedios mayores al 95,0% de
celomocitos vivos, variando entre 90,1-100,0% en todos los grupos

experimentales (Figura 8).
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Figura 7. Namero total de celomocitos (NTC) en el fluido celémico de Lytechinus variegatus, en
organismos no inoculados e inoculados con las distintas bacterias (M. lysodeikticus, E.coli y V.
parahaemolyticus).

Control
[l Solucion Salina
Micrococcus lysodeikticus
[[]Escherichia coli
[]Vibrio parahaemolyticus
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad celular de’los celomocitos de Lytechinus variegatus. Controles
e infectados con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E.coli y V. parahaemolyticus).

Viabilidad (%)
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La figura 9 muestra el contaje diferencial de los celomocitos de L. variegatus
obtenidos de organismos sanos e infectados con cepas bacterianas,
observandose una variacion en la proporcion de los diferentes tipos de
celomocitos. Se hizo notorio un descenso estadisticamente significativo en las
células denominadas fagocitos (Fs=8,79; p<0,001) y un aumento proporcional
en las esférulas incoloras en los erizos estimulados con bacterias con respecto
a los controles (Fs=8,68; p<0,001), incluso los organismos inyectados con
solucién salina. En relacion a las células de pigmentacién roja (Fs=0,53; p>0,05)
y células vibratiles (Fs=2,01; p>0,05) no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los erizos controles y los erizos estimulados.

90 - [ ] Control
B Solucion Salina
* B Micrococcus lysodeikticus
80 1 [[] Escherichia coli
[ Vibrio parahaemolyticus
70 1 * *
0 60 - *
e
8
50 - * l
k5 *
O
O 4
S 40 * l
30 -
20 -
10 -
0 . .
Fagocitos  Esferulas Incoloras Esferulas rojas Vibratiles

Figura 9. Contaje diferencial de celomocitos de Lytechinus variegatus. Controles e infectados
con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V. parahaemolyticus). (*) El asterisco
muestra diferencias significativas p<0,05.
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La actividad fagocitica, estimada por la formacion de formazan, fue
incrementada significativamente en los erizos estimulados con las distintas
cepas bacterianas: M. lysodeikticus, E. coli y V. parahemolyticus (Fs=7,52;
p<0,001), en contraste con el grupo control y los inyectados con solucion salina
(Figura 10). El incremento de la actividad fagocitica fue estimada en 6,2; 5,3 y
5,7 veces con respecto al control. Los organismos inyectados con solucién

salina presentaron promedios similares al control no inyectado.

45 - *
* z

40 - T * [] Control

35 - B Solucion Salina
= B M. lysodeikticus
= 30 - I E. coli
C .
N v parahaemolyticus
N
S 25 -
£
5 20 -
()
o 15 ]
3

10 -

54 |
0 =

Figura 10. Actividad fagocitica en el fluido celomico de Lytechinus variegatus controles e
infectados con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V. parahaemolyticus). (*) El
asterisco muestra diferencias significativas p<0,05.

La actividad de lisozima en el fluido celdbmico mostré un mayor promedio en los
erizos estimulados con M. lysodeikticus (24,99 = 19,01 U/ml) con respecto a los
erizos controles (Fs=7,52; p<0,001), a pesar de la variabilidad de los datos
intragrupal. De igual manera, hubo un aumento de esta enzima en los erizos
estimulados con V. parahemolyticus (9,29 + 5,92 U/ml), no asi en los erizos
infectados con E. coli. La actividad de esta enzima incrementd 13,0 veces en
los organismos inyectados con M. lysodeikticus y 4,8 veces para V.

parahemolyticus con respecto al control (Figura 11).
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Figura 11. Actividad de lisozima en el fluido celémico de L. variegatus controles e infectados con
las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V. parahaemolyticus). (*) El asterisco muestra
diferencias significativas p<0,05.

La figura 12 muestra los niveles de proteinas totales en el fluido celémico de
erizos estimulados con bacterias y erizos controles. Los resultados indican
diferencias estadisticamente significativas, en especial en los organismos
inyectados E. coli (Fs=3,45; p<0,01), los cuales obtuvieron los mayores

promedios (125,8 ug/ml) seguido por M. lysodeikticus (121,9 ug/ml).

Los organismos inoculados con V. parahemolyticus (80,9 pg/ml) presentaron
promedios similares al grupo control (72,2 ug/ml) y al grupo inyectado con

solucién salina (84,7 ug/ml).

En la figura 13 se muestran los niveles de acidos nucleicos totales en el fluido
celdbmico de erizos estimulados con bacterias y erizos controles. Los resultados
indican que no hubo una diferencia estadisticamente significativa (Fs=1,15;
p>0,05), sin embargo se observo un leve aumento de esta variable en los erizos
estimulados con M. lysodeikticus. Estos resultados comprueban la no variacion
en el NTC.
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El tiempo de recuperacion de posicion invertida no fue alterado en los erizos

estimulados con bacterias con respecto a los erizos controles (Fsc= 1,78; p=

0,364), lo que demuestra buena salud en la mayoria de los organismos

experimentales (Figura 14).

Los organismos infectados no mostraron sintomas externos, con respecto a los

organismos controles. En la tabla 1 se muestran algunos sintomas externos y

los porcentajes de los individuos sanos frente a los individuos que presentaron

sintomas (enfermos).
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Figura 12. Proteinas totales (mg/ml) en el fluido celomico de Lytechinus variegatus. Controles e
infectados con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V. parahaemolyticus). (*) El

asterisco muestra diferencias significativas p<0,05.
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Figura 13. Contenido de &cido nucleicos (ug/ml) en el fluido celémico de Lytechinus variegatus.
Controles e infectados con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V.
parahaemolyticus).
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Figura 14. Tiempo de recuperacion (en segundos) de la posicion invertida de los erizos
controles e infectados con las diferentes bacterias (M. lysodeikticus, E. coli y V.
parahaemolyticus).



22

Tabla 1. Sintomas en organismos controles e inyectados con solucién salina,
Microccocus lysodeikticus, Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus.

C SS M.L E.C V.P
Pérdida de Sin Sin Sin Sin Sin
espinas pérdidas pérdidas pérdidas pérdidas pérdidas

Coloracién Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios
de la testa aparentes aparentes aparentes aparentes aparentes

Movimiento + + + + +
de espinas

Estimulacion 100% 100% 90 % 20% 100%
oral

Movimiento + + + + +
de tubos
alimenticios

Desoves en - - - - -
el agua

Consumo de + + + + +
macroalgas

Coloracién Normal Normal Normal Normal Normal
de FC

*Control (C), Solucién Salina (SS), Microccocus lysodeikticus (M.L), Escherichia coli (E.C),
Vibrio parahaemolyticus (V.P). Respuesta positiva (+), intrermedia (+/-) y negativa (-).
Porcentaje (%). Fluido Celémico (FC).



DISCUSION

Las defensas inmunoldgicas innatas en L. variegatus, tanto celular como
humoral, son eficientes frente a una situacion de invasion bacteriana inducida.
Aunque el NTC no fue modificado por la estimulacién experimental con cepas
de M. lysodeikticus, E. coli y V. parahaemolyticus, se denot6 cambios en el
porcentaje de celomocitos y un alto potencial para activar la actividad fagocitica

y de la lizosima.

En el fluido celémico de L. variegatus fueron encontrados principalmente cuatro
(4) tipos de celomocitos (fagocitos o0 amebocitos, esférulas incoloras, esférulas
rojas y células vibratiles), los cuales coinciden con los datos reportados por
Smith et al., (2006) y McCaughey y Bodnar (2012). Estos ultimos autores
separaron, mediante citometria de flujo, poblaciones de celomocitos basados en

el tamanfo celular.

La poblacion 1, era el grupo mas uniforme conformada por células redondas
granulares, mayormente amorfas con diametros 10-20 um; La poblacion 2
contenia numerosas células redondas muy granulares; poblacién 3 de células
mas pequefias, redondas y ovaladas que van alrededor de 4-10 ym; y por
altimo la poblacién 4 la cual contenia numerosas células granulares de color
rojo, asi como algunas células claras, de tamafo, forma y granularidad similar a

las células rojas.

Asi como en L. variegatus, estos celomocitos han sido consistentemente
descrito al menos en seis especies de erizos que habitan en distintas latitudes:
Strongylocentrotus purpuratus del Océano Pacifico (Hillier y Vacquier, 2003),
Strongylocentrotus  droebachiensis  (Bertheussen y  Seljelid, 1978),
Paracentrotus lividus del mar mediterraneo (Matranga y Bonaventura, 2002;
Smith et al. 2010), Echinometra lucunter del Atlantico Sur (Tucunduva-Faria y

Machado, 2008), Sterechinus neumayeri (Ovando, 2009) y Heliocidaris
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erythrogramma (Dheilly, 2010). En L. variegatus, Branco et al., (2013) han
caracterizado los mismos tipos de células, basado en la microscopia de luz,
histoquimica, preparaciones frescas y microscopia de electrones de
transmision. Se ha sugerido que existen sub-poblaciones que pueden ser
referidas a ciertas etapas del ciclo de vida de un mismo tipo celular (Eliseikina y
Magarlamov, 2002), tal es el caso de la trasformacién de los fagocitos de
formas de pétalos a la forma filipodial durante una elevada tasa de eliminacién
bacteriana (Plytycz y Seljelid, 1993; Dheilly, 2010).

La cantidad de celomocitos totales no exhibié variacion en los erizos
estimulados con bacterias, aunque sus promedios se encuentran en orden de 4
a 6 x10° cel/ml. No obstante, se encontraron cambios en el porcentaje de
esférulas incoloras; representando el tipo morfolégico mas abundante frente a la
estimulacién. La eficiencia del sistema inmune innato de L. variegatus es
demostrada por la activacion en los procesos de proliferaciéon de celomocitos

especificos.

Los fagocitos han sido sefialados como los celomocitos mas abundantes en el
liquido celébmico de los erizos, correspondiendo al 40,0 al 80,0% del total de
células (Krupinski, 2014). Su funcién principal es la fagocitosis, sin embargo se
ha demostrado un importante desempefio en la quimiostaxia, rechazo a tejidos
injertados, produccién de especies reactivas del oxigeno, aglutinacién y
reacciones de coagulacion (Matranga et al., 2006; Garcia-Arraras y Ramirez-
Gomez, 2010).

Recientemente se ha demostrado la responsabilidad de los fagocitos petaloides
en fagocitar particulas extrafias, sin embargo los de forma filopodiales
participan adicionalmente en la cicatrizacion y formacion de coagulos en heridas
(Dheilly, 2010). Arizza et al., (2007) demostré la capacidad citotoxica y funcién
coordinada entre los fagocitos filopodiales y las esférulas no coloreadas contra
eritrocitos de conejos y células tumorales K562. Estos tipos de celomocitos



25

parecen expresar genes inmunolégicos, los cuales incluyen homélogos del
complemento y NFkB, y un tipo C de lectina (Hibino et al., 2006; Garcia-Arraras

y Ramirez-Gomez, 2010)

El incremento significativo en las células esférulas incoloras pudieran ser
sefiales indicativas del efectivo desempefio de esta subpoblacion de
celomocitos granulares en organismos infectados. Esta poblacion de
celomocitos tiene funciones de localizar y fagocitar cuerpos extrafos,
presentando gran capacidad de desplazamiento y pseudopodia para tal fin.
Distintamente, un estudio realizado por Ovando (2009) reflej6 que tras una
estimulacién con bacterias en el erizo antartico Sterechinus neumayeri se

observé un aumento significativo de las células esférulas rojas.

Se conoce que las células rojas contienen Equinocromo A, un pigmento
naftoquinénico que posee propiedades antimicrobianas contra las bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Service y Wardlaw, 1984; Gerardi et al.,
1990; Haug et al., 2002). Al parecer, el Equinocromo A juega un papel
importante en la respuesta inmunitaria en los erizos adultos. Krupinski (2014)
demostré que la adicion de Equinocromo A aislado es capaz de activar la

fagocitosis en celomocitos ameboideos de L. variegatus.

Las respuestas inmunolégicas celulares en el fluido celébmico de los erizos
involucran alteraciones asociadas con la morfologia y plasticidad de las
poblaciones de celomocitos. Al parecer, la proliferacion de celomocitos
especificos, tales como las esférulas incoloras, puede encontrarse asociada al
reconocimiento de patrones moleculares bacterianos. Aunque, el cambio del
porcentaje celular en los organismos inyectados con solucion salina mostro

similares resultados.

Aparentemente, las heridas realizadas por la puncion experimental, de igual
manera pueden permitir el ingreso de bacterias comensales presentes en el

medio de mantenimiento (no experimental).
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En los organismos infectados con M. lysodeikticus, V. parahaemolyticus y E.

coli no existié una diferencia marcada por el tipo de estimulacion bacteriana.

Todas las inoculaciones inducen el incremento diferencial de esférulas, sin
magnitud o sensibilidad frente a una especie bacteriana determinada. Esta
inespecificidad esta ligada a que estos organismos estan frecuentemente en
interaccidbn con estas bacterias del medio o como fauna asociada. Segun
Lawrence et al. (2010) sugiere que L. variegatus posee un limitado nimero de
géneros bacterianos representativos. Comunmente se han identificado
Pseudomonas, Vibrio, varias especies de epsilon y gamma proteobacterium.
Muchos de estos microorganismos se alojan en su sistema digestivo y han sido

sefialados como colaboradores en el proceso de digestion.

Al igual que en L. variegatus, Dheilly (2010) demostré en P. lividus que las
respuestas inmunoldgicas tempranas no difieren en organismos inyectados con
lipopolisacéaridos, bacterias y solucion salina, sugiriendo que los mecanismos
inmunes también responden al trauma experimental. Se conoce que los
lipopolisacaridos (LPS) contentivos en la membrana exterior de las bacterias,
especialmente Gram negativas, son los mas potentes estimuladores para el
sistema inmune innato en erizos (Beutler y Rietschel, 2003; Shao et al., 2015).
En las bacterias existen ciertas proteinas de reconocimiento, las mismas forman
partes de patrones de identificacion moleculares, por ejemplo las proteinas
185/333. Estos patrones han sido localizados en fagocitos filopodiales,
amebocitos asociados al intestino y las esférulas no coloreadas (Majeske et al.,
2013).

El incremento significativo en la actividad fagocitica mostrado en el fluido
celdomico de L. variegatus estimulado con bacterias demuestra la efectividad de
esta defensa inmunolégica. Se ha considerado que al producirse la fagocitosis
por los celomocitos hacia los patdgenos, se producen intracelularmente una

serie de sustancias toxicas que llevan a la muerte de los elementos que estan
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produciendo un desequilibrio en el sistema del organismo (Majeske et al.,
2013). La fagocitosis muestra ser la linea de defensa méas efectiva contra la
invasion de microorganismos. Durante este proceso, el agente extrafio o
invasor es englobado, internalizado y destruido intracelularmente, a través de

mecanismos microbicidas conocidos (Smith, 2012).

La fagocitosis representa un sistema de defensa poderoso contra los
microorganismos que amenazan la integridad funcional del hospedador
(Splettstoesser y Schuff-Werner, 2002). Es asi como en condiciones
metabdlicas normales, existe un balance entre los eventos oxidativos, tales
como, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas de
defensa (antioxidantes y/o atrapadores de radicales libres) que permite el
manteniendo de la homeostasis celular (Calderén, 2005).

La actividad de la lisozima fue méas elevada en los organismos estimulados con
M. lysodeikticus seguida de V. parahaemolyticus. M. lysodeikticus es una
bacteria Gram positiva cuya pared celular estd compuesta de péptidoglicanos,
las cuales tienen una pared celular compuesta de lipopolisacaridos endotéxicos.
La lisozima posee la propiedad de hidrolizar estos peptidoglicanos, de alli que
se considera a tal enzima como neuraminidasa o muramidasa (lbrahim et al.,
2002).

También es importante destacar que los peptidoglicanos en las bacterias Gram-
positivas representan alrededor del 90,0% de la pared celular, mientras que en
las Gram-negativas, como es el caso de V. parahaemolyticus y E. coli, apenas
abarca el 10,0% (Salazar y Asenjo, 2007; Carrillo, 2013). La lisozima es de la

clase de enzimas que destruye las paredes celulares de ciertas bacterias Gram-

positivas por ruptura del enlace (3(1-4) entre el acido N-acetiimuramico (NAM) y

N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG), debilitando asi la pared celular.
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El resultado es la penetracion de agua en la célula que se hincha y acaba por
lisarse.

El aumento observado de la actividad de lisozima en el fluido celémico de L.
variegatus estimulado con bacterias, permite incrementar las defensas
bioguimicas frente a antigenos externos. El estimulo bacteriano generé una
respuesta inmunitaria, mas no asi la puncién o herida, tanto para las bacterias
Gram positivas y Gram negativas usadas. Al parecer, la lisozima es casi
inactiva frente a microorganismos Gram-negativos por la dificultad de acceder a
los peptidoglicanos que se encuentran protegidos por la membrana externa.
Aunque, se ha observado la accién litica de la lisozima en bacterias pre-
tratadas con detergente (Triton X-100) o un agente quelante (como el EDTA)
(Salazar y Asenjo, 2007). En algunos de los trabajos se le atribuyen actividades
biologicas a formas diméricas de la lisozima frente a bacterias Gram-negativas

y positivas, virus y hongos (Carrillo, 2013).

La lisozima es una enzima antimicrobiana, la cual hace que funcione como un
componente innato controlador de la flora simbidtica natural y patégena. Se
almacena en el interior de los lisosomas de los celomocitos y su liberacion al
medio extracelular, es estimulada por los procesos de fagocitosis (McHenery et
al., 1979; Goven et al., 1994). Su funcién de proteccibn humoral ha sido
considerada exitosa, especialmente cuando algunos parametros inmuno-
celulares se encuentran suprimidos. La efectividad de su funcion ha sido
demostrada en algunos invertebrados marinos inmunosuprimidos por la
exposicion a metales pesados, tal es el caso del poliqueto Eurythoe complanata
(Marcano et al., 1997; Zapata-Vivenes et al., 2005), el bivalvo Lima scabra

(Sanchez, 2008) y el camaron L. vannamei (Naranjo, 2012).

El aumento significativo en los niveles de proteinas totales frente a la
estimulacién de los erizos con E. coli y M. lysodeikticus forma parte de las
respuestas inmunomodulatorias en presencia de invasiones bacterianas. Las

proteinas y algunos péptidos en el fluido celomico son de relativa abundancia
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cuando los erizos son invadidos por microbios. Dheilly (2010) observd en
Strongylocentrotus purpuratus inyectado con LPS, niveles significativos de
proteinas de estrés y desintoxicadoras, tales como la transferrina,
melanotransferrina, ferritina, ceruloplasmina, actina, proteina yolk mayor y del
citoesqueto (tipos Cyllb y Cylllb), profilina, fascina, colageno, amasinina,
histona H4, proteinas similares al receptor rico en cisteinas, y homélogos de los

componentes del complemento C3.

A pesar que los invertebrados no poseen elementos especificos como los
anticuerpos que sintetizan los animales vertebrados, existen ciertos
componentes humorales producidos en la mayoria por los celomocitos como
son, las opsoninas que son proteinas con funcion opsonizante, aglutininas que
actlan como sustancias con capacidad aglutinante (como las lectinas),
sustancias con actividad litica directa como proteinas formadoras de poros y
factores similares a las citocinas (Abbas y Litchman, 2000). Segun hallazgos se
ha logrado identificar el componente del complemento C3 (SpC3; Sp064) (Smith
et al., 1998) y el factor del complemento B (Al-Sharif et al., 1998); expresados
especificamente por celomocitos-fagocitos.

Esta perspectiva sugiere que el sistema inmune en los erizos es mas complejo
de lo que se presume. Los experimentos clasicos de inmunizacién han
confirmado que algunos invertebrados pueden desarrollar respuestas
especificas a patdégenos (Little et al.,, 2005; Lemaitre et al., 1997). Esta
discriminacion especifica de patdogenos es algunas veces de fina escala,
apuntando a la existencia de procesos inmune provistos de especificidad y

memoria.

Una de las proteinas mas abundantes dentro de los celomocitos es la actina del
citoesqueleto (Brockton et al., 2008). Esta proteina permite el movimiento
ameboideo y la formacion de pseudopodos, pudiendo migrar activamente desde

el tejido conectivo peristomial de la cavidad celémica a los sitios de invasion o
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dafio. También se ha sefialado que la vitelogenina en celomocitos puede
incrementarse, tanto en machos como hembras, exhibiendo actividad celomo-
aglutinante y antibacterial. Esta proteina esta localizada en los granulocitos no
coloreados que la descargan al fluido celdmico en respuesta a una situacion de

estrés (Cervello et al., 1994).

En el erizo P. purpuratus se determinaron por espectrometria de masa 307
proteinas en el fluido celomico con posible funciébn inmune. La relativa
abundancia de oxidasa dual 1, ceruloplasmina, ferritina y transferrina sugieren
la produccién de ERO en celomocitos y secuestracion de hierro (Dheilly et al.,
2013). Segun estos ultimos autores las proteinas contentivas en el fluido
celémico se pueden agrupar en distintas categorias funcionales basadas en la
secuencia gendmica planteada por Sodergren et al., (2006): estructura celular,
movimiento y desplazamiento, adhesiéon celular, respuesta inmune, lisosomas,
proteasas y peptidasas; trasporte intracelular, intercambiadores y ATPasas;
sefalizacion celular, respuesta a estrés y desintoxicacion; metabolismo
energético; metabolismo acidos nucleicos y proteinas; proliferacion,

reproduccion y desarrollo celular.

En los niveles de acidos nucléicos totales en el fluido celémico de L. variegatus
no hubo una variacion significativa ante la estimulacion bacteriana; lo que
pudiera coincidir con invariabilidad en el promedio de NTC. Existe un gran
interés en ciertos genes del erizo de mar, que estan involucrados en el
reconocimiento de bacterias y patégenos, debido a que, la inmunidad innata en
este caso, se refiere a un conjunto de proteinas que detectan aspectos Unicos
de una bacteria e informan a las células del organismo la presencia de agentes
extrafios, ademas los erizos también tienen una enorme capacidad para
enfrentar amenazas quimicas en su ambiente mediante un conjunto de genes

gue pueden captar y eliminar esas amenazas (Pearson, 2006).
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En Sterechinus neumayeri se analizé la expresion de algunos genes como la
actina, factor inflamatorio allogénico tipo 1 (AlF-1) y la metalotioneina (MT)
posiblemente implicados en la respuesta inmune en el erizo antértico, frente a la
estimulacién con bacterias y levaduras, concluyendo que la respuesta molecular
representada por estos tres genes se ve reflejada en la respuesta celular que
genera el organismo frente a un estimulo, ya sea, con bacterias o levaduras,

independiente de la funcion que cumpla cada uno de ellos (Ovando, 2009)

La capacidad de los erizos de recuperacion de su posicion invertida demostré
gue su condicion fisica no es afectada por la invasion bacteriana ni por el
estimulo de trauma por la inyeccion. Esto garantiza su defensa contra los
depredadores en organismos infectados, puesto que esta habilidad constituye
una estrategia para su sobrevivencia. Asimismo, pocos sintomas de infeccion
fueron hallados en organismos estimulados por bacterias. Aunque solo el 1,0%
presentaron algunos de estos sintomas eventuales tales como cambios de
coloracion, lesiones en la testa, pérdidas de espinas. Casi la totalidad de los

organismos infectados permanecieron en condiciones éptimas aparentes.

Segun Watts et al. (2007) las mortalidades de erizos producidas por bacterias
son poco frecuentes en ecosistemas costeros, pero han ocurrido. En Curazao,
fue reportada una alta mortalidad del erizo Meona ventricosa (Nagelkerken et
al., 1999) caracterizada por una progresiva pérdida de espinas y posterior
muerte, provocada por bacterias gram negativas del género
Pseudoalteromonas, el cual produce tetradoxina. Estos autores indujeron
experimentalmente tal infeccion en L. variegatus con una de las bacterias
aisladas resultando en sintomas similares. Aunque se ha hecho habitual en L.
variegatus el hallazgo de mortandades debido a factores fisicos como los
cambios de temperaturas. Watts et al. (2007) documenté que temperaturas
cercanas a 39,5°C regulan mas a las poblaciones de erizos que las invasiones

por microorganismaos.
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Hasta los momentos, en la costa sur del golfo de Cariaco no se ha resefiado
mortandades de especie de erizos por enfermedades de algun factor
perturbador externo. Aunque, se infiere que algunas de las enfermedades en
erizos son de origen entérico, asociados a la polucién por alto contenido fecal
en las aguas costeras. La presencia de coliformes totales y fecales, en especial
de E. coli, son relativamente bajos en las aguas del golfo de Cariaco, aunque
existen zonas puntuales donde sus valores incrementan en temporadas del afio
(Rivas et al., 2009), creando focos potenciales de contaminacion bacteriana

para los organismos.

Esta investigacion demuestra la efectividad del sistema inmunoldgico en L.
variegatus, tanto celular como humoral, para responder en presencia de
enterobacterias (Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus). Al parecer, los
organismos fueron capaces de modular una de sus lineas de defensa innata
frente a una situacién de estrés por bacterias, especialmente las variaciones
proporcionales de células granulares. L. variegatus present6 un alto potencial
para activar las respuestas inmunoldgicas tales como la fagocitosis, produccion
de lisozimas y cambios en el porcentaje de celomocitos en presencia de cepas
bacterianas. Esta capacidad de tolerancias y mecanismos de resistencia frente
a microorganismos, lo convierte en un fuerte candidato para potenciar zonas de

acuicultura de la especie en el golfo de Cariaco.
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CONCLUSIONES

Se diferenciaron morfolégicamente cuatro (4) tipos de celomocitos en el fluido
celomico de Lytechinus variegatus: fagocitos o amebocitos, esférulas incoloras,

esférulas rojas y células vibratiles.

El aumento del tipo morfolégico esférulas incoloras, indica respuestas

inespecificas efectivas, mas que un aumento en el nimero total de celomocitos.

L. variegatus muestra la capacidad de modular sus respuestas inmune celular y
humoral por estimulacidon con bacterias, activando la fagocitosis y la accion de

la lisozima.
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