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2DE  Electroforesis bidimensional 
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ACh   Acetilcolina  

AChE  Acetilcolinesterasa  

ACN  Acetonitrilo  

ADAMTS Desintegrina y metaloproteinasa con 
  motivos de trombospondina  

AdK  Adenilato quinasa  

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ADP  Adenosín difosfato  

AdSS  Adenilosuccinato sintetasa  

AIF  Factor inflamatorio de aloinjerto  

AJDS  Síndrome aislado de juveniles de  
  abalon  

AK  Arginina quinasa  

AMF  Agua de mar filtrada  

AMP  Adenosin monofosfato  

AMPc   Adenosina-3'-5'-monofosfato  
  cíclico  

AMP  Péptido antimicrobiano  

AR  Repeticiones de anquirina  

ARN  Ácido ribonucleico 

APMAP Proteína del plasma de   
  adipocitos  asociada a membrana  

ASB  Dominios de repeticiones de  
  Anquirina y SOCS box 

 
ATP  Adenosín trifosfato 

AUH  Hidratasa metilglutaconil-CoA  

AVNV Virus de necrosis viral aguda  

BIR  Baculoviral IAP 

BLAST Herramienta básica de búsqueda  
  de alineamiento local 

BPI   Bactericida o proteína que  
  aumentan  la permeabilidad  

BRD  Enfermedad del anillo marrón 

BVRA Biliverdina reductasa A  

BSA  Seroalbúmina bovina 

bZIP   Proteínas básicas de cremallera de 
  leucina 

C1qDC Contiene el dominio C1q 

CA   Catecolamina  

CAT  Catalasa  

CCT  Chaperonina que contienen TCP1 

CDK  Ciclina dependiente de quinasas  

C/EBP CCAAT/potenciador de unión  

CEACAM Molécula de adhesión celular  
  relacionada con el antígeno  
  carcinoembrionario 

CHAPS (3 -[(3-Colamidopropil)-  
  dimetilamonio]-   
  propanosulfonato) 

ChAT  Colina acetiltransferasa 

CID  Disociación inducida por colisión  

CIMA  Centro de Investigacións Mariñas  



 

 

CNKSR Potenciador de conector supresor    
  de quinasa de Ras  

CRD  Dominio de reconocimiento de  
  carbohidratos 

DA   Dopamina  

DAG  Diacilglicerol 

DAMP Patrone moleculare asociado a  
  daño  

DDC   Dopa decarboxilasa  

DIGE  Gel de electroforesis diferencial  

DRG  GTP reguladora de desarrollo  

DTT  Ditiotreitol  

dsRNA ARN de doble cadena sintético 

EBI  Instituto europeo de   
  bioinformática  

ECD  Disociación de captura de   
  electrones  

EcSOD Superóxido dismutasa extracelula 

ECM  Matriz extracelular  

EDTA Ácido etileno diamino   
  tetraacético 

EGF  Factor de crecimiento epidérmico 

EG  Estirpes gallegas 

EGS  Estirpe gallega seleccionada  

EGNS  Estirpe gallega no seleccionada 

eIF4A  Factor de iniciación eucariótico  

EF1-α  Factor elongación 1 α  

ELH   Hormona ponedora de huevos 

EN   Epinefrina  

ENK   Encefalina  

ERK  Proteínas quinasas reguladas por 
  señales extracelulares  

ERS  Estirpe Rossmore seleccionada 

ESI  Ionización por electrospray  

EST  Marcador de secuencia expresada  

ETD  Disociación de transferencia de  
  electrones 

FA  Ácido farnesoico  

FAMeT Ácido farnesoico  

  o-metiltransferasa  

FASTA  Alineamiento rápida 

FcR  Receptores Fc  

FHOD3 Proteína 3 que contiene el  
  dominio FH1/FH2 

FGF  Factor de crecimiento de   
  fibroblastos  

FGRF  Receptor del factor de   
  crecimiento de fibroblastos 

FMO  Monooxigenasas que contienen  
  flavina  

fmtA  fumitremorgin A 

FREP  Proteína relacionada con   
  fibrinógeno  

FTICR Resonancia ciclotrónica de iones 
  con transformada de Fourier 

FWHM  Ancho completo a la mitad del  
  máximo 

G  Granulocitos 

GABA  Ácido γ-aminobutírico 

GAD  Ácido glutámico descarboxilasa  

GlcN  Glucosamina 



 

 

GlcNAc ß -1,4 N-acetilglucosamina  

(GlcNAc)2 N,N'-diacetylquitobiasa 

GlcNAcT N-acetillactosaminida ß -1,6-N- 
  acetilglucosaminil transferasa  

GltS  Glutamato sintasa  

GNBP  Proteína de unión a bacterias  
  Gram-  negativas 

GnRH  Hormona liberadora de   
  gonadotropina 

GO  Ontología génica  

GPS  Servidor global de proteína 

GPx  Glutatión Peroxidasa 

GS  Glutamina sintetasa  

GST  Glutatión S-Transferasa 

GTP  Guanosín trifosfato 

H2A  Histona 2A 

H  Hialinocitos 

HCOOH Ácido fórmico 

HIP  Proteína que interactúa con  
  Huntingtin  

HIF  Factor inducible de hipoxia 

HKMT Histona-lisina metiltransferasa  

HMGB High mobility group box 

hnRNP Ribonucleoproteína heterogénea  
  nuclear  

HPLC  Cromatografía líquida de alta  
  eficacia 

HSC  Proteína cognada de choque  
  térmico  

HSPG  Proteína del núcleo específico de 
  la membrana basal de heparán  
  sulfato proteoglicano  

HSP  Proteína de choque térmico  

HTCA Hormona adrenocorticotrófica  

HtrA2  Serina proteasa mitocondrial  

IAP  Inhibidor de apoptosis 

ICAT  Marcaje de afinidad codificado  
  por isótopos 

ICES  Consejo Internacional para la  
  explotación del Mar  

IEF  Isoelectroenfoque 

IFN  Interferón 

I-κß  Inhibidor de κß  

IKK  Quinasa I-κß  

IL  Interleuquina 

IMD  Inmunodeficiencia  

IMP  Inosina monofosfato  

IL-R  Receptor de interleuquinas  

IPG  Gradiente de pH inmovilizado 

IPN  Isopenicilina N  

IRF  Factor regulador de interferón 

iTRAQ Marcaje isobárico para    
  cuantificación relativa y absoluta 

IP3   Inositol 1,4,5-trifosfato 

IT  Trampa iónica  

ITS  Espacio interno transcrito 

ISH  Hibridación in situ  

JAK   Quinasa Janus 



 

 

JAK-STAT Quinasa Janus-Transductor de  
  señales y activador de la   
  transcripción 

JNK  Quinasas C-Jun N-terminal 

KLHL Proteínas Kelch  

La  Lupus Antigen 

LBP  Proteínas de unión al LPS 

LC  Cromatografía líquida 

LC-MS/MS Cromatografía líquida acoplada a 
  espectrometría de masas 

LDLR  Receptores de lipoproteínas de  
  baja densidad  

LDR  Lipoproteínas de baja densidad  

LGBP  Proteína de unión a LPS y ß -1,3- 
  glucanos 

LITAF Factor de transcripción inducido  
  por LPS  

LPS  Lipopolisacárido  

LRR  Repeticiones ricas en leucina 

LTA  Ácido lipoteicoico  

MAC  Complejo de ataque de membrana  

mAChR  Receptor de ACh muscarínico 

MACPF Moléculas formadoras de poros 

MALDI Desorción/ionización mediante  
  láser asistida por Matriz   

MALT1 Translocación de la proteína 1 del 
  linfoma del tejido linfoide  
  asociado a mucosas 

MAO   Monoaminooxidasa 

MAPK Proteína quinasa activadas por  
  mitógenos 

MAS  Solución Alsever Modificada 

MATH Homología Traf asociada a  
  meprina 

MBL  Lectina de unión a manosa  

MDP  Dipéptido muramilo 

MeOH Metanol  

MEGF Factor de crecimiento epidérmico 
  múltiple  

MF  Metil farnesoato  

MMIF Factor inhibidor de migración de 
  macrófagos  

MMP  Proteína metaloproteinasa de  
  matriz  

MORF4 Factor de mortalidad 4  

MPO  Mieloperoxidasa 

MS  Espectrometría de masas simple  

MS/MS Espectrometría de masas en  
  tándem 

MT  Metalotioneína 

m/z  Masa/carga 

NADH Nicotinamida adenina   
  dinucleótido  reducido 

NADPH Nicotinamida adenina   
  dinucleótido  fosfato hidrogenasa 

NCBI  Centro Nacional de Información  
  biotecnológica  

NCP  Complejo de poros nucleares  

NE   Norepinefrina 

NEI  Inmunomodulación   
  neuroendocrina  

NF-κß   Factores nucleares kappa-ß   

NIA   Eje inmunomodulador   
  neuroendocrino 



 

 

NO  Óxido nítrico  

NOS  Óxido nítrico sintetasa 

nrdB  Base de datos de proteínas no  
  redundantes  

nrNCBI no redundantes NCBI 

OIE  Oficina internacional de   
  epizootias  

OMT  O-metiltransferasa  

ONOO-  Peroxidonitrito 

OsHV-1 Herpesvirus de ostra tipo 1 

p38  Proteína quinasa activadas por  
  mitógeno p38 

PAH   Fenilalanina hidroxilasa 

PAMP Patrón molecular asociado a  
  patógenos 

PAR  Radiación fotosintéticamente  
  activa 

PARP  Poli [ADP-ribosa] polimerasa  

PCD  Muerte celular programada  

PCR  Reacción en cadena de la   
  polimerasa 

PFF  Huella de fragmento peptídicas 

PGN  Peptidoglicano 

PGRP  Proteína de reconocimiento de  
  peptidoglicano 

PI  Inhibidores de proteasas    

pI  Punto isoeléctrico  

PIPasa  Prolina Iminopeptidasa  

PhK  Fosforilasa quinasa  

PI  Fosfoinositol 

PI3K  Fosfatidilinositol 3-quinasa  

PKA  Proteína quinasa A 

PKC  Proteína quinasa C 

PLC  Fosfolipasa C  

PLCɣ1 Fosfolipasa C gamma 1  

PLP  Fosfato de piridoxal  

PLRP  Proteína relacionada con lipasa  
  pancreática  

PM  Peso molecular  

PMF  Huella de masas peptídicas 

PMSF  Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

PNP  Piridoxina 5 fosfato 

PNPO  Piridoxina-5'-fosfato oxidasa  

PO  Fenoloxidasa  

Poly I:C Ácido Poliinosínico: policitidílico 

POMC Pro-opiomelanocorticoides  

ppA  Enzima activadora de la proPO  

PPA2  Proteína fosfatasa 2A 

PPP  Vía de las pentosas fosfato 

PRRs  Patrones de reconocimiento de  
  receptores 

PTM  Modificación postraduccional  

Q  Ubiquinona  

QH2  Quinol 

QPX  Parasito desconocido quahog 

Ras  Pequeñas GTPasas 

RhoGDI Inhibidores de disociación Rho  
  GDP  



 

 

RLRs  Helicasas ARN similar a gen-1  
  inducible de ácido retinoico  
  (RIG) 

RNS   Especies reactivas de nitrógeno 

ROR  Receptor transmembrana tirosina 
  quinasa  

ROS  Especies reactivas de oxígeno 

SAM  S-adenosil-metionina 

SAV  Vegetación acuática sumergida 

SDH  Succinato deshidrogenasa  

SDS  Dodecil sulfato sódico 

SDS-PAGE Electoforesis en geles de   
  poliacrilamida en presencia de   
  SDS 

SETD2 Dominio SET que contiene  
  proteína 2 

SGMP Proteína similar a cemento  

sHSP  Proteína de choque térmico  
  pequeña 

SILAC Marcaje isotópico estable con  
  aminoácidos en cultivos celulares 

SOD  Superóxido dismutasa 

SOCS  Supresoras de señalización de  
  citoquinas 

SR  Receptor “scavengers”  

SRS  Stock Rossmore Seleccionado  

STAT  Activadores de factores de  
  transcripción  

SYNJ  Synaptojanin 

TAP  Cromatografía de afinidad 

TCP-1 Proteína del complejo T-1  

TEF  Factor de elongación de   
  transcripción  

TEP  Proteín que contiene tioéster  

TEMED Tetrametiletilendiamina 

TFN  Factor de necrosis tumoral  

TGF  Factor de crecimiento   
  transformante 

TIMP  Inhibidor de metaloproteinasa de 
  tejidos 

TIR  Receptor intracelular interleucina-
  1/ Toll 

TKT  Transcetolasa  

TNF  Factor de necrosis tumoral  

TLR  Receptor tipo Toll 

TOF  Tiempo de vuelo 

TRAF  Factor asociado a receptores de  
  TNF  

TRAIL Ligando inductor de apoptosis  
  relacionado con el TNF 

TRIM  Motivos tripartitos  

Tris  Tris (hidroximetil) aminometano 

Trx  Tiorredoxina  

Ub  Ubiquitina  

vWFA Factor A de von Willebrand 

WNT  Sitio integrado relacionado con  
  Wingless 

WSS  Síndrome del punto blanco  

WSSV Virus responsable del síndrome  
  del punto blanco  

YHV  Virus de cabeza amarilla  
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 CONTEXTO AMBIENTAL 

En el litoral marino conviven gran cantidad de organismos que 
establecen relaciones a través de diversos procesos, constituyendo los 
distintos eslabones de redes tróficas, patrones de relaciones, de 
comportamiento, etc. Estos organismos son potenciales hospedadores 
de distintas especies de parásitos, lo que implica, una alteración y un 
aumento en la complejidad de estas relaciones (Huxham et al., 1995; 
Lafferty et al., 2006; Dunne et al., 2013). 

Los invertebrados marinos constituyen el mayor grupo de 
especies macroscópicas del mar (Ruppert et al., 2004). El Filo 
Molusca es uno de los grupos más grandes, variados e importantes 
dentro del reino Animal, solo superado en número por los Artrópodos 
(Zhang, 2013). Dentro de los Moluscos, la Clase Bivalvos es la 
segunda con mayor diversidad, después de los Gasterópodos, con 
alrededor de 7.500 especies, muchas de las cuales tienen gran 
importancia no sólo ecológica sino también a nivel comercial. Los 
Bivalvos como organismos sedentarios y filtradores, están expuesto a 
un ambiente en continuo enfrentamiento con bacterias, especialmente 
los géneros Nocardia y Vibrio; virus herpes y entéricos; protozoos 
patógenos, entre los que destacan los géneros Bonamia, Marteilia, 
Haplosporidium y Perkinsus (Venier et al., 2011); pesticidas, aguas 
residuales, metales tóxicos, derivados del petróleo y demás 
contaminantes, de manera que a lo largo de la evolución estos 
organismos han desarrollado una gran variedad de estrategias 
efectivas para protegerse del ataque de patógenos y del estrés 
ambiental, lo que les ha permitido obtener una elevada capacidad de 
adaptación a los diferentes ambientes en los que viven.  

Los organismos bivalvos establecen una relación muy íntima no 
sólo entre ellos, sino también con las condiciones ecológicas de los 
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sitios que habitan, de manera que cambios sutiles en dichos ambientes 
pueden provocar graves alteraciones. Sus poblaciones naturales 
funcionan como hospedadoras de múltiples organismos patógenos 
(virus, bacterias, hongos, protistas y metazoos), cuya presencia es 
regulada eficazmente a niveles poblacional y comunitario en 
ambientes silvestres no provocando, salvo excepciones, impactos 
severos (Esch et al., 1990; Esch & Fernández, 1993; Figueras & 
Villalba, 1988; Hudson et al., 2002). 

Los primeros estudios sobre patología en moluscos se centran en 
aquellos agentes asociados a grandes mortalidades en especies de 
interés comercial (Lauckner, 1983). Estas mortalidades se 
incrementaron notablemente a partir de la intensificación de la 
acuicultura, ya que las técnicas de cultivo implican altas 
concentraciones de individuos, lo que favorece el contagio, y 
modificación ambiental, como la elevación de la temperatura en 
criaderos, lo que favorece la proliferación y transmisión de patógenos 
oportunistas (Elston & Wilkinson, 1985; Le Deuff et al., 1996; Gestal 
et al., 2008). Además, tanto el cambio climático como la 
contaminación ambiental afectan de manera significativa la salud de 
los moluscos, pudiendo llegar a reducir la capacidad del sistema 
inmune de bivalvos y aumentar la susceptibilidad a enfermedades 
(Dyrynda et al., 1998, 2000; Cherkasov et al., 2007; Anestis et al., 
2008; Ivanina et al., 2008). Desde finales de la década de los ’60, el 
cultivo de moluscos bivalvos en Europa se ha visto afectado por varias 
epizootias causadas por virus, bacterias, hongos y protozoarios, siendo 
los miembros de este último grupo, los principales agentes causales de 
enfermedades. Parásitos protozoarios intracelulares han desarrollado 
estrategias sofisticadas para eludir los mecanismos de defensa del 
huésped y por lo tanto encontrar nichos únicos en los que pueden 
sobrevivir y establecer una infección exitosa. Dichas estrategias 
permanecen en gran parte desconocidas en las infecciones producidas 
en moluscos bivalvos marinos. En algunos casos las epidemias 
causadas por estos organismos se consideran la principal causa de la 
casi extinción de algunas especies (Marteil, 1976), como es el caso de 
la ostra plana europea, Ostrea edulis.  
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1.1.2 Ostrea edulis (Linnaeus, 1758)  

Ostrea edulis (Linnaeus, 1758) es un Molusco Bivalvo 
perteneciente a la Familia Ostreidae, a la que corresponden las ostras 
planas comerciales en Europa. Esta especie es autóctona de las costas 
europeas, donde se distribuye desde Noruega hasta Marruecos, 
incluyendo el Mar mediterráneo y el Mar Negro. Además se ha 
introducido en América del Norte, Australia y Japón.  

Estos moluscos se asientan sobre fondos firmes en aguas costeras 
poco profundas desde el intermareal hasta una profundidad de unos 20 
m. La ostra plana europea puede llegar a vivir 15 años, aunque lo 
normal es una longevidad de entre 5 y 10 años. Los individuos adultos 
llegan a medir unos 11 cm en su eje mayor. Son organismos sésiles 
que forman parte del bentos marino; como el resto de bivalvos 
presentan dos valvas asimétricas calcificadas, la que se adhiere al 
sustrato es considerada la valva izquierda y presenta una forma 
convexa, mientras que la superpuesta es considerada la valva derecha 

Figura 1.  Sistemática y morfología externa de Ostrea edulis. 

Dominio:   Eukaryota 
Reino:    Metazoa 
Filo:    Mollusca 
Clase:    Bivalvia 
Subclase:   Pteriomorphia 
Orden:    Ostreoida 
Superfamilia:  Ostreoidea 
Familia:   Ostreidae 
Género:   Ostrea 
Especie:   Ostrea edulis 
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y es plana (Figura 1). Ambas valvas estás unidas por un músculo 
aductor y por una charnela; ésta posee un ligamento proteico y 
ligeramente calcificado que se encuentra sobre la línea media dorsal. 
La concha de Ostrea edulis tiene forma ovalada y varias funciones: 
actúa como esqueleto para la fijación de los músculos, protege contra 
depredadores y patógenos, y ayuda a mantener el barro y la arena 
fuera de la cavidad del manto. Su principal componente es el 
carbonato de calcio y se forma por la deposición de cristales de esta 
sal en una matriz orgánica constituida mayoritariamente por la 
proteína conquiolina (Gosling, 2003).  

Los órganos internos están cubiertos por el manto (Figura 2), el 
cual está compuesto por tejido conjuntivo, músculos, vasos 
sanguíneos y nervios, además presenta a ambos lados un epitelio 
unicelular. En la parte anterior, el manto forma un capuchón cefálico 
que cubre los palpos labiales y la boca. El manto tiene principalmente 
funciones sensoriales, mecánicas y de protección. En Crassostrea 

Figura 2. Anatomía de Ostrea edulis. 
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gigas se ha demostrado que el manto tiene también funciones como 
síntesis de proteínas, soporte intra y extracelular, transducción de 
señales, soporte metabólico, formación y calcificación de la concha 
(Miyamoto et al., 2002). 

El sistema digestivo está formado por boca, esófago, estómago, 
glándula digestiva, intestino, recto y ano. La boca es una abertura 
horizontal cubierta por lo palpos labiales que llega al estómago 
atravesando el esófago. El estómago, de forma alargada, se encuentra 
inmerso en la glándula digestiva y continúa hacia el intestino. Paralelo 
al intestino y comunicado con éste se encuentra el saco (o bolsa) del 
estilo, donde se genera y aloja el estilo cristalino, estructura de textura 
gelatinosa donde se encuentran enzimas digestivas (amilasas, 
celulasas, quitinasas, lipasas, proteasas) (Alyakrinskaya, 2001). El 
intestino recorre un gran número de órganos, partiendo de la 
proximidad del corazón, para rodear la glándula digestiva hacía el 
recto y el ano, terminando a un costado del músculo aductor. Enzimas 
capaces de digerir grasas como esterasas, fosfatasas ácidas y alcalinas 
se han registrado en el estómago, glándula digestiva e intestino de 
Ostrea edulis (Mathers, 1973). El desplazamiento del alimento se 
lleva a cabo con la ayuda de cilios que recubren el epitelio interno del 
intestino. El sistema excretor está constituido por el riñón y la 
glándula pericárdica (Yonge, 1926; Gosling, 2003). 

Las ostras se alimentan de partículas orgánicas en suspensión por 
filtración. Las branquias se extienden desde la boca hasta la 
proximidad del ano, presentan una doble función al encargarse de la 
alimentación y del intercambio gaseoso en el proceso de la 
respiración. Las branquias están constituidas por 4 láminas (lamelas 
branquiales) compuestas de filamentos branquiales, los cuales portan 
cilios anteriores y laterales, que provocan y dirigen la circulación del 
agua a través del órgano branquial, lo que supone un aporte continuo 
de oxígeno y partículas de alimento. La selección del alimento ocurre 
en las branquias, que secretan un mucopolisacárido al que se adhieren 
las partículas para ser dirigidas por los cilios hacia los palpos labiales 
antes de ser ingeridas (Ward et al., 1994). Tanto en los palpos labiales 
como en las branquias se produce una selección de partículas, unas 
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son rechazadas y redirigidas hacia el exterior mientras que otras son 
admitidas y dirigidas hacia la boca; tanto los palpos labiales como las 
branquias se encargan de eliminar material en exceso, formando 
pseudoheces que se expulsan al exterior, impidiendo así la saturación 
de palpos y branquias (Yonge, 1926; Gosling, 2003). 

El músculo aductor está situado en la región posterior del cuerpo 
y consiste en dos partes. Una de aproximadamente 2/3 del total del 
músculo, translúcida y de forma ovalada cuya función es motriz, y la 
otra, de menor tamaño, en forma de semiluna y de color blanco opaco. 
Las fibras musculares de esta porción son mucho más densas que en la 
porción traslucida. La parte traslucida puede contraerse rápidamente 
para cerrar las valvas por periodos cortos de tiempo, en cambio la 
parte opaca puede mantener cerradas las valvas por tiempos 
prolongados aunque su tiempo de reacción es más lento (Millman, 
1964). La elasticidad y resistencia del ligamento de las valvas o 
charnela es de vital importancia para los movimientos de apertura y 
cierre. Se ha descrito en algunas especies de moluscos que la parte 
opaca y traslúcida están compuestas por células de músculo liso y 
estriado respectivamente (Matsuno & Kuga, 1989). El músculo 
aductor está rodeado por el corazón, branquias, intestino y ano.  

Los bivalvos poseen un sistema circulatorio abierto en el que la 
hemolinfa es bombeada por el corazón y pasa a través de las arterias 
regando todos los órganos antes de regresar al corazón a través de los 
senos y venas (Gosling, 2003). El corazón se encuentra dentro de la 
cavidad del pericardio, situado entre la masa visceral y el músculo 
aductor. 

El sistema nervioso en moluscos bivalvos está compuesto por 
ganglios cerebrales, viscerales y motores, organizados en varios pares 
de nervios. El sistema nervioso y la secreción de 
neurotransmisores/neurohormonas (serotonina y otros) controlan los 
movimientos de las branquias (Carroll & Catapane, 2007), los latidos 
del corazón (Kuwasawa & Hill, 1997), los movimientos del manto 
(Ram et al., 1999), así como los procesos de maduración de las 
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gónadas y los mecanismos de desove (Siniscalchi et al., 2004; Tanabe 
et al., 2006).  

La reproducción de Ostrea edulis está bien documentada, se trata 
de un organismo hermafrodita protándrico. Después de liberar 
espepermatozoides, se convierte en hembra y continúa cambiando de 
sexo después de cada ciclo reproductivo, pudiendo solaparse el final 
de un ciclo con el comienzo del siguiente. Las ostras en fase 
masculina emiten el esperma a la columna de agua. Cuando se detecta 
esperma en el agua absorbida con las corrientes inhalantes por una 
hembra madura, los ovocitos se liberan a la cavidad del manto para su 
fertilización. Los embriones se retienen internamente alrededor de 7-
10 días, hasta que las larvas han alcanzado la etapa veliger y son 
liberadas al agua, unos 10-16 días antes del asentamiento y la 
metamorfosis a ostras juveniles (Walne, 1964). La liberación de larvas 
tiene lugar de mayo a septiembre. El desarrollo larvario continúa en el 
plancton, etapa en la que tienen potencial de dispersión antes del 
asentamiento en el bentos.  Las larvas usan cemento para la fijación; 
esta sustancia es segregada desde la glándula del biso y aplicada a la 
valva izquierda que queda unida al substrato. El cemento es un 
complejo de microfibras altamente organizado y es similar en 
composición a los hilos del biso de mejillones (Cranfield, 1975). Una 
vez instalados, las larvas sufren una serie de cambios morfológicos 
que permiten el paso de una vida pelágica a una existencia sésil. En el 
caso de Ostrea edulis en el proceso de metamorfosis hay una pérdida 
completa del pie (Gosling, 2003). 

Los ciclos reproductivos de moluscos en general se encuentran 
regulados por factores endógenos y exógenos (Giese, 1959; Lubet & 
Mann, 1987). Dentro de los factores endógenos o internos se 
encuentran los neuroendocrinos y hormonales, los cuales controlan la 
acumulación de reservas energéticas y su movilización para el 
crecimiento somático y la gametogénesis (Mathieu & Lubet, 1993). 
Los factores exógenos o externos, como la temperatura, disponibilidad 
de alimento, salinidad, fotoperiodo, etc., controlan en la 
gametogénesis, los desoves y el desarrollo de larvas (Giese, 1959; 
Lubet & Mann, 1987). La reproducción de bivalvos es una respuesta 
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fisiológica a la compleja interacción de los factores endógenos y 
exógenos. 

Los problemas patológicos asociados a Ostrea edulis son 
numerosos y de etiología diversa. Los principales organismos 
responsables de causar patologías en ostras planas europea son: la 
bacteria Vibrio anguillarum (Birkbeck et al., 1987), el virus herpes de 
ostreidos tipo 1 (Comps & Cochennec 1993; Renault et al. 2000; 
Arzul et al. 2001; da Silva et al. 2009), los protozoos Bonamia ostreae 
(Pichot et al., 1980), Bonamia exitiosa (Abollo et al., 2008), Marteilia 
refringens (Montes et al., 1998; Virvilis et al., 2003), Haplosporidium 
armoricanum (van Banning, 1977; Azevedo et al., 1999; Renault et 
al., 2000), Perkinsus mediterraneus (Casas et al., 2008, 2004) y 
Mikrocytos sp. (Bower & Rodgers, 2001; Gagné et al., 2008) y los 
metazoos Bucephalus haimeanus (Lauckner, 1983) y Ostracobable 
implexa (Alderman, 1986). 

Dentro de estos agentes etiológicos de diversas enfermedades, los 
organismos con más transcendencia ecológica y económica que 
amenazan la supervivencia de Ostrea edulis son los protozoos 
parásitos Bonamia ostreae y Bonamia exitiosa. 

1.1.3 Importancia ecológica de las comunidades de ostras 

 Aunque la gran mayoría de los estudios ecológicos realizados en 
ostras se han centrado en arrecifes de Crassostrea spp., muchos 
conceptos generales, que se detallan a continuación, pueden ser 
aplicados a los bancos de O. edulis. 

Las ostras son "ingenieros del ecosistema", organismos que 
directa o indirectamente modulan la disponibilidad de recursos (que 
no sean ellos mismos) a otras especies al causar cambios en el estado 
físico de materiales bióticos o abióticos. Haciendo esto modifican, 
mantienen y/o crean hábitats (Jones et al., 1994).  

Estos bivalvos crecen verticalmente y en conjuntos densos que 
crean hábitats biogénicos ricos en moluscos, proporcionando un 
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sustrato duro que aumenta la biodiversidad y la producción de 
invertebrados epibentónicos, tales como poliquetos, crustáceos y otros 
invertebrados residentes (Wells, 1961; Bahr & Lanier, 1981; Lenihan 
et al., 2001), además de, obviamente, la producción de ostras 
(Grabowski & Peterson, 2007). Dichos invertebrados son consumidos 
por peces y crustáceos móviles juveniles que utilizan los bancos de 
ostras como zona de búsqueda de alimento, de cría y refugio de 
depredadores, lo que conduce directa e indirectamente a través de la 
provisión de dichas especies, a un aumento de la transferencia de 
energía entre niveles tróficos que se traduce en un aumento en la 
producción de stocks pesqueros y otros organismos de gran 
importancia ecológica y económica (Coen et al., 1998; Peterson et al., 
2003; Tolley & Volety, 2005). Por otro lado, los bancos de ostras son 
un importante componente del ecosistema que ayudan a diversificar el 
paisaje marino para mejorar los beneficios sinérgicos de varios tipos 
de hábitats, tales como la creación de corredores entre los refugios y 
las áreas de alimentación (Peterson et al., 2003).  

Las ostras son animales filtradores que se alimentan de fitoplacton 
y partículas en suspensión en la columna de agua. Debido al bombeo 
de una gran tasa de flujo de agua se les considera un biofiltro 
importante que ayuda a mantener el sistema en funcionamiento, ya 
que influyen en las propiedades del agua y en el ciclo de nutrientes  
(Newell, 1988; Grizzle et al., 2006). En este sentido, tienen un papel 
fundamental en el ecosistema, siendo capaces de modificar los ciclos 
biogeoquímicos mediante la filtración de grandes cantidades de 
materia orgánica de la columna de agua que usan tanto en crecimiento 
y mantenimiento como en la generación de heces y pseudoheces que 
depositan en el sedimento (biodepósitos). Estos biodepósitos crean 
ambientes anaerobios, condiciones propicias para la eficiente 
eliminación de nitrógeno mediante desnitrificación microbiana 
(Newell et al., 2002) (Figura 3). De manera que ayudan a contrarrestar 
aumentos en la carga de nitrógeno antropogénico y promueven una 
mayor producción de vegetación bentónica mediante fertilización con 
biodepósitos (Newell, 2004; Newell & Koch, 2004).  
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Como el resto de bivalvos, las ostras son capaces de secuestrar 
carbono de la columna de agua, ya que forman conchas de carbonato 
de calcio, actuando así como sumidero de carbono; de modo que los 
arrecifes de ostras contribuyen potencialmente a reducir las 

concentraciones de gases del efecto invernadero (Peterson & Lipcius, 
2003).  

Por otro lado, la vegetación acuática sumergida (SAV), un hábitat 
ampliamente reconocido como crítico para muchas especies de peces e 
invertebrados (Thayer et al., 1978), ha sufrido un declive en gran 
cantidad de comunidades debido principalmente al efecto adverso del 
enriquecimiento de nutrientes (eutrofización) antropogénico, lo que 
conlleva un aumento en la biomasa fitoplanctónica (blooms) y la 
correspondiente turbidez de la columna de agua, reduciendo así la 
radiación fotosintéticamente activa (PAR) por debajo del nivel 
requerido para el crecimiento de SAV (Twilley et al., 1985). El 
filtrado realizado por las ostras incrementa la claridad de la columna 
de agua y con ello, la penetración de PAR de manera que la 

Figura 3. Los arrecifes de ostras reducen la eutrofización mejorando la 
relación nitrificación/desnitrificación y asimilando nutrientes en macrofauna 

(Imagen adaptada de Kellogg et al. 2013). 
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vegetación acuática sumergida puede llegar a restablecerse (Newell & 
Koch, 2004).   

El conjunto de todos los servicios proporcionados por el 
ecosistema creado por estos moluscos le da al sistema una capacidad 
de tampón contra perturbaciones repentinas (DeAngelis, 1986; 
Jackson et al., 2001; Lotze et al., 2006), siendo capaces de reducir la 
proliferación excesiva del fitoplancton, contrarrestar los efectos de la 
eutrofización y, por tanto, mejorar la calidad de la columna de agua 
(Newell, 2004). Sin embargo, muchos bivalvos se han explotado 
gravemente mediante pesca excesiva, especialmente las ostras 
(Jackson et al., 2001; Lotze et al., 2006; Beck et al., 2011). La 
eliminación de un organismo "clave" como este, puede alterar el 
ecosistema dramáticamente, dando lugar a cambios en procesos 
biológicos e inhibiendo efectos de eliminación de materia orgánica en 
suspensión, lo que predispone al ambiente a sufrir floraciones 
fitoplactónicas nocivas, hipoxia, brotes de enfermedades y otros 
síntomas propios del deterioro ambiental (Newell, 1988; Jackson et 
al., 2001). Uno de los casos más documentados donde este fenómeno 
ha ocurrido es la bahía de Chesapeake (EE.UU.) (Newell, 1988; 
Jackson et al., 2001; Lotze et al., 2006).  

En consecuencia, aumentar los bivalvos filtradores nativos, a 
través de la conservación y la restauración tiene potencial para 
restablecer todas las funciones servidas por los hábitats biogénicos 
que crean, mejorar la calidad del agua y controlar los sistemas donde 
las poblaciones naturales se han agotado (Jackson et al., 2001).  

1.1.4 Estado actual de las comunidades de ostra 

Desgraciadamente, los arrecifes y bancos de ostra forman uno de 
los hábitats estuáricos más degradados del mundo; aproximadamente 
el 85% del hábitat de arrecifes de ostras se ha perdido a nivel mundial 
durante los últimos 130 años (Lotze et al., 2006; Beck et al., 2011) 
(Figura 4). 
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Un uso insostenible de este recurso natural ha resultado en la casi 
eliminación de las comunidades de ostras y los servicios que aportan 
al sistema. La causa principal de tal degradación se atribuye a la 
sobreexplotación sufrida, pero factores antropogénicos tales como 
alteraciones en las costas; cambios en los aportes de agua dulce; 
introducción de especies no nativas, aumentos en la carga de 
sedimentos, nutrientes, y toxinas también contribuyen a la 
disminución y destrucción de este valioso hábitat (Lotze et al., 2006; 
Airoldi & Beck, 2007; Beck et al., 2011).  

Figura 4. Condición de los arrecifes de ostra a nivel mundial. Los rangos de 
condición corresponden al porcentaje de las ostras que permanecen en el arrecife 
en comparación con las que había en el pasado; siendo menos de un 50% perdido 
(Bueno), entre un 50% y un 85% (Tolerable), entre un 90% y un 99% (Pobre) y más 

de un 99% perdido (Funcionalmente extinto) (Imagen adaptada de Beck et al. 
2011). 
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Las ostras fueron los primeros invertebrados en sufrir un declive 
en sus poblaciones debido a su alto valor (son uno de los moluscos 
más valiosos a nivel económico en todo el mundo (Lafferty et al., 
2004)), a la gran accesibilidad de sus asentamientos y a los métodos 

de explotación altamente destructivos, como recolección mecánica 
utilizando dragas y pinzas hidráulicas que eliminan del fondo marino 
todo tipo de organismos indiscriminadamente (Dayton et al., 1995; 
Kirby, 2004) (Figura 5). 

Estos bivalvos se han identificado como una especie amenazada; 
los arrecifes de ostras nativas deben ser reconocidos como un 
importante hábitat del ecosistema y una prioridad para la gestión del 
hábitat y la conservación. En concreto, las regiones con más de 90% 
del arrecife perdido son zonas críticas para la conservación, es el caso 
de la ostra plana (Ostrea spp.) de Europa, Australia y el Pacífico de 
América del Norte. 

Figura 5. Gráfica que muestra el declive sufrido a lo largo de la historia en 
diferentes poblaciones de organismos invertebrados, donde se puede 

observar que las ostras han experimentado esta disminución antes que 
otros invertebrados (Figura adaptada de Lotze et al. 2006). 
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Las escasas poblaciones de ostras nativas salvajes O. edulis son 
uno de los hábitats marinos más amenazados de Europa (Airoldi & 
Beck, 2007), por lo que deben estar claramente identificadas y 
elevadas a un tipo de hábitat prioritario dado su extinción funcional en 
gran parte de Europa (Beck et al., 2011). El desarrollo de cultivos de 
ostra plana contribuye a su mantenimiento. La acuicultura es 
considerada una opción en la restauración de las bancos naturales de 
ostra ya que puede evitar que se continúen explotando poblaciones 
salvajes y tiene gran experiencia en la producción de semilla y en el 
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crecimiento de ostras que se podrían utilizar en repoblación (Castilla 
et al., 2007; Carranza et al., 2009; Dumbauld et al., 2009). Pero el 
cultivo de especies acuáticas tiene otros efectos adversos, entre los 
que cabe destacar la introducción de especies no nativas; la 
acuicultura es la segunda gran causa de introducción de especies 
invasoras después del agua de lastre (Molnar et al., 2008) (Figura 6).  

Las especies no indígenas son un componente cada vez más 
común de los sistemas estuáricos (Cohen, 1998). Estas especies 
introducidas tienen graves consecuencias en los ecosistemas ya que 

Figura 6. Importancia relativa (%) de las principales vías de introducción de 
especies no indígenas a través de mares regionales de Europa en 2014. (Figura 
adaptada de http://www.eea.europa.eu/data-and-maps/indicators/trends-in-

marine-alien-species/assessment). 
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son una fuente de enfermedades, competidores, predadores etc. 
(Ruesink et al., 2005;  Molnar et al., 2008). Para minimizar los riesgos 
de la introducción de especies exóticas, el Consejo Internacional para 
la explotación del Mar (ICES) ha desarrollado un código con los 
procedimientos recomendados, que se actualiza periódicamente. 

Los agentes patógenos y sus huéspedes evolucionan hacia la 
convivencia, de manera que los impactos de los patógenos nativos en 
los hospedadores nativos son necesariamente bajos (de lo contrario el 
patógeno eliminaría a su hospedador y se acabaría extinguiendo) 
(Price, 1980). Cuando una nueva combinación de huésped y patógeno 
surge, el hospedador puede tener resistencia innata a través de rasgos 
fisiológicos, o puede ser altamente susceptible al ataque de patógenos 
ya que la selección para la resistencia nunca se ha producido. Las 
ostras parecen mostrar un patrón similar al de muchas especies 
marinas, concretamente, con el aumento de la incidencia de brotes de 
enfermedades totalmente nuevas (emergentes) (Harvell et al., 1999). 
Pero realmente, la introducción de un parásito en un nuevo entorno 
con nuevos huéspedes potenciales, tienen unas consecuencias 
impredecibles (Lafferty et al., 2004).  

1.1.5 Contexto histórico del declive de Ostrea edulis 

Ostrea edulis llegó a formar grandes bancos naturales en las 
costas europeas, pero la sobrexplotación sufrida prácticamente lo 
agotó. En Europa las ostras se consideran un alimento muy popular 
desde hace siglos. Ya los antiguos griegos y romanos valoraban las 
ostras altamente; estos últimos pescaban e importaban ostras de todas 
las costas europeas, además las cultivaban extensamente (Günther, 
1897). En algunos estuarios británicos hay signos arqueológicos de la 
sobreexplotación de los bancos de ostras nativas desde el primer siglo 
(Rippon, 2000). Durante siglos, los arrecifes de Ostrea edulis 
apoyaron una pesquería comercial productiva (MacKenzie, 1997). 
Debido a la grave explotación y al derroche en el uso de este recurso, 
a finales del siglo XIX, los bancos naturales de O. edulis estaban ya 
muy mermados o destruidos en la mayor parte de las costas de Europa 
(Ocean Studies Board 2004). La ostricultura de este molusco continuó 
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siendo de vital importancia tanto productiva como económicamente. 
Entre 1950 y 1960 Estados Unidos y Canadá realizaron importaciones 
sucesivas de ostra plana europea, posibilitando el asentamiento de 
poblaciones de esta especia alóctona en las costas este y oeste de 
Norteamérica (Carnegie & Barber, 2001; Marty et al., 2006). Los 
franceses, en un intento de mejorar la genética de su industria 
ostrícola, importaron algunos reproductores de EE.UU. Estas 
importaciones tuvieron graves consecuencias al introducir en la zona 
al parásito B. ostreae (Cigarria & Elston, 1997; Elston et al., 1986; 
Cochennec et al., 2000),agravando con ello la delicada situación de 
los bancos naturales de O. edulis.  

El cultivo de la ostra europea ha descendido drásticamente a lo 
largo de su historia, la causa principal de esta disminución en la 
producción atañe a las epidemias sufridas primero por el parásito 
Marteilia refringens (Grizel et al., 1974) desde finales de la década de 
los 60 del siglo pasado y por B. ostreae (Pichot et al., 1980) desde 
finales de la década de los 70. De modo que, tanto la sobreexplotación 
como los distintos procesos patológicos sufridos por Ostrea edulis 
suponen una alarmante amenaza para la supervivencia de esta especie. 
En la actualidad, la bonamiosis, enfermedad producida por protozoos 
del género Bonamia spp., supone el principal impedimento para la 
recuperación de los bancos naturales y de la ostricultura de la zona. 

1.2  SISTEMA INMUNE DE MOLUSCOS BIVALVOS  

El estudio del sistema inmune de los Bivalvos ha aumentado en 
los últimos años debido a la aparición de varias epidemias que 
amenazan la supervivencia de bivalvos cultivados. La producción de 
bivalvos, los informes sobre sus patógenos y las mortalidades 
asociadas a estos, han aumentado de manera considerable en las 
últimas décadas. Las altas densidades, el estrés o las frecuentes 
transferencias de bivalvos junto con virus, bacterias y parásitos son las 
principales causas de enfermedades de bivalvos (Gestal et al., 2008).   

A diferencia de los vertebrados, los bivalvos no poseen sistema 
inmune adaptativo, su defensa es esencialmente innata, basada en un 
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sistema no adquirido de reacciones inmunes (Loker et al., 2004). Las 
barreras externas físico-químicas que poseen estos organismos tales 
como conchas, mucus con enzimas dotados de actividad bactericida y 
el epitelio, constituyen la primera línea defensiva contra patógenos y 
parásitos (Ratcliffe et al., 1985; Glinski & Jarosz, 1997). Una vez 
superada ésta, es el sistema de defensa interno el que entra en juego. 
El sistema inmune innato, conservado en el reino animal (Hoffmann 
& Reichhart, 2002), es mediado por componentes celulares, 
encargados de la fagocitación y encapsulación que tienen como 
objetivo la destrucción de patógenos mediante actividad enzimática y 
liberación metabólica de oxígeno; y componentes humorales, donde 
hay una gran variedad de moléculas efectoras disueltas en el suero. 
Ambos procesos, celulares y humorales, trabajan de manera 
coordinada poniendo en marcha una amplia gama de respuestas 
inmunes que son de vital importancia para la protección del bivalvo 
(Cheng, 2000; Chu, 2000; Wang et al., 2018). 

Las respuestas inmunes comienzan a partir del reconocimiento 
inmune de estructuras conocidas como patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMPs) que están presentes en la superficie 
de diferentes microorganismos. Dicho reconocimiento se lleva a cabo 
por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) codificados 
por la línea germinal. Con el reconocimiento de PAMPs, los PRRs 
activan vías de señalización intracelulares y desencadenan la síntesis 
de efectores antimicrobianos (Akira et al., 2006). Por otro lado, 
procesos como la apoptosis y la autofagia son fundamentales en en el 
sistema de defensa de las ostras (Hughes et al., 2010; Moreau et al., 
2015). Recientemente, se ha descubierto en ostras una red reguladora 
neuroendocrina (NEI) que podría modular las respuestas inmunitarias 
mediante la liberación de varios neurotransmisores y hormonas (Liu et 
al., 2016a). 

En los últimos años se ha sugerido la existencia de transferencia 
inmune materna e inmune "priming" o estimulación de la respuesta 
inmune en ostras, demostrando que, por ejemplo, ostras C. gigas  una 
vez inmunoestimuladas con bacterias o Poly I:C (ARN de cadena 
doble) son más resistentes a la infección bacteriana o vírica e incluso 
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son capaces de transmitir esa resistencia a la descendencia (Zhang et 
al., 2014; Green et al., 2016b; Li et al., 2017). 

Diversos estudios indican que los bivalvos, y concretamente las 
ostras, a lo largo de la evolución y la adaptación han alcanzado un 
sistema inmune altamente complejo con notables propiedades 
discriminatorias, que puede responder a diferentes patógenos y al 
estrés ambiental (Corporeau et al., 2012; G. Zhang et al., 2012; L. 
Zhang et al., 2015; Wang et al., 2018). 

1.2.1 Factores celulares: los hemocitos 

Los efectores principales del sistema inmune de los moluscos 
bivalvos son los hemocitos, los cuales constituyen los componentes 
celulares de la hemolinfa y juegan un papel central en las respuestas 
inmunes innatas. Estas células están implicadas en una gran variedad 
de procesos fisiológicos, como mecanismos de digestión, transporte de 
nutrientes y de excreción, procesos de reparación de la concha y 
sistema inmune; reconocimiento celular, quimiotaxis y agregación 
(Narain, 1973; Cheng, 1981; Hine, 1999; Mount et al., 2004; Canesi et 
al., 2002b; Matozzo et al., 2007). 

El empleo de técnicas de microscopía óptica y electrónica ha 
permitido realizar una clasificación de los hemocitos de moluscos en 
hialinocitos y granulocitos; los primeros poseen un citoplasma claro y 
prácticamente carente de gránulos, mientras que los segundos poseen 
granulaciones citoplasmáticas que pueden variar de escasas a muy 
abundantes (Cheng, 1981; Carballal et al., 1997a; C López et al., 
1997b). 

Los hemocitos de Ostrea edulis se han subdividido en 
granulocitos, hialinocitos grandes e hialinocitos pequeños (Xue et al., 
2000; Renault et al., 2001; Comesaña et al., 2012).  

Dentro del sistema inmune, los hemocitos participan en respuestas 
inflamatorias, fagocitosis, encapsulación, agregación y liberación de 
radicales tóxicos frente a parásitos, patógenos y partículas ajenas; 
funciones imprescindibles para la supervivencia, especialmente en 
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organismos que se encuentran en un ambiente constantemente 
expuesto a microorganismos invasores potenciales y contaminantes, 
como es el caso de los invertebrados marinos.  

 1.2.1.1 Respuesta inflamatoria  

La respuesta inflamatoria se define como el reclutamiento 
hemocitario y la extravasación de proteínas plasmáticas hacia el lugar 
de la infección (Abbas & Lichtman, 2000). Este mecanismo empieza 
tras una lesión tisular que en ocasiones se encuentra acompañada de la 
entrada de un agente extraño cuya naturaleza puede ser diversa 
(biológica, física o química). Este proceso, donde intervienen tanto 
componentes humorales como celulares, puede terminar con la 
destrucción del tejido dañado, el aislamiento del organismo invasor o 
la completa reparación del tejido (Feng, 1988). Los hemocitos juegan 
un papel protagonista en la reparación tisular que se lleva a cabo en 
varias etapas. Primero hay una migración de los hemocitos hasta el 
lugar de la herida, donde se forma un tapón tras la agregación 
hemocitaria; el tejido dañado se reemplaza mediante el traslado de los 
hemocitos desde el interior de la lesión hacia el sitio de la herida. A 
continuación se produce una deposición de colágeno por parte de los 
fibroblastos y se eliminan los restos celulares mediante la acción 
fagocítica de los granulocitos. Por último se reestructura la 
arquitectura tisular (Ruddell, 1971; Lauckner, 1983; Ratcliffe et al., 
1985; Fisher, 1986).  

 1.2.1.2 Fagocitosis 

La fagocitosis es un importante mecanismo de control y 
eliminación de cuerpos extraños, que consiste en la internalización 
física de microbios o restos celulares. Este mecanismo se ha 
conservado a lo largo de la evolución, dándose de manera universal en 
todo el reino animal desde protozoos hasta animales superiores 
(Fisher, 1986; Feng, 1988).  
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El proceso de la fagocitosis puede dividirse en varios pasos: 1) 
Quimiotaxis, atracción y migración hacia el cuerpo extraño; 2) 
Reconocimiento y unión al microorganismo invasor mediado 
principalmente por lectinas; 3) Internalización del microorganismo 
dentro del fagosoma; 4) Degradación del microorganismo mediante 
actividad microbicida (Cheng, 2000; Chu, 2000; Soudant et al., 2013) 
(Figura 6). El reconocimiento de las partículas extrañas se produce a 
través de la interacción entre receptores del hemocito y diversos 
patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) (Feng, 1988). 
En el proceso de adhesión juegan un papel primordial proteínas 
presentes en el suero, como aglutininas entre otras, que median la 
unión del agente extraño a la superficie celular de los hemocitos 
(Ratcliffe et al., 1985). Tras el reconocimiento de la partícula no 
propia y su adhesión a la membrana del hemocito, ésta puede 
extenderse formando pseudópodos o producir una invaginación 
alrededor del agente extraño que resulta en la fagocitosis de la 
partícula extraña. La inhibición de la polimerización de actina reveló 
que el citoesqueleto juega un papel primordial en los procesos de 
internalización (Cheng & Howland, 1982). 

El agente extraño se envuelve en una primera vesícula llamada 
fagosoma, las células fagocíticas poseen orgánulos llamados 
lisosomas que contienen una cantidad elevada de enzimas lisosomales 
tales como fosfatasas, hidrolasas, esterasas y amidasas. Durante el 
proceso de fagocitosis los lisosomas se fusionan con el fagosoma 
primario formando el fagosoma secundario o fagolisosoma. Por 
último, hay una descarga de enzimas de degradación dentro de la 
vesícula comenzando así con la digestión y eliminación del patógeno 
intracelularmente (Carballal et al. 1997a; López et al. 1997; Canesi et 
al. 2002a; Donaghy et al. 2009a). 

La destrucción del patógeno en el fagosoma puede realizarse 
mediante la actividad de las enzimas lisosómicas o por liberación de 
metabolitos tóxicos de oxígeno. Mediante técnicas histoquímicas se 
han demostrado las actividades de las enzimas fosfatasa ácida y 
alcalina, arilsulfatasa, lipasa, aminopeptidasa esterasa, peroxidasa, 
fenoloxidasa, lisozima, N-acetil-ß -hexosaminidasa, citocromo c 
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oxidasa y ß -glucuronidasa en lisosomas de hemocitos de moluscos 
(López et al., 1997c; Moore et al., 1980; Xue & Renault, 2000; Cima 
et al., 2000; Culloty et al., 2002; Wootton et al., 2003). 

Tras la destrucción intracelular de un patógeno se forman 
gránulos de glucógeno que o bien son utilizados en procesos 
metabólicos del hemocito o bien se liberan al suero. En ocasiones las 
bacterias se pueden destruir en el medio extracelular utilizando 
enzimas y productos intracelulares que son liberados al plasma. La 
liberación de estas moléculas viene determinada por los procesos de 
degranulación donde la lisozima y otros productos acumulados en 
gránulos en el citoplasma se liberan al medio mediante procesos de 
exocitosis (Fisher, 1986). 

 1.2.1.3 Agregación 

La agregación o formación de nódulos no es un proceso aislado, 
sino que aparece asociado a los mecanismos de fagocitosis. Suele 
ocurrir cuando la hemolinfa se encuentra invadida por un elevado 
número de agentes extraños y la fagocitosis por sí sola no puede 
eliminarlos (Ratcliffe et al., 1985). Los hemocitos junto con otras 
células no fagocíticas se unen formando una maraña tisular donde 
quedan atrapadas las partículas no propias. El proceso termina con la 
eliminación del patógeno. Se cree que estos nódulos son capaces de 
combatir a los microorganismos mediante la inanición que sufren 
dentro de los propios agregados, la producción de la melanina y de sus 
precursores, altamente tóxicos, junto con la liberación de enzimas 
intracelulares como la lisozima (Ratcliffe et al., 1985). Cuando un 
agente exógeno es capaz de superar las barreras de fagocitosis y 
agregación, los invertebrados ponen en marcha el proceso de 
encapsulación para paralizar la entrada de microorganismos (Feng, 
1988; Fisher, 1986). Por tanto, las enzimas hidrolíticas participan en la 
destrucción y degradación de microorganismos tanto intra como 
extracelularmente, encontrándose en el extracto hemocitario y en el 
suero de la hemolinfa; su liberación está asociada a cambios 
fisiológicos, al estrés y a procesos inmunes (Cheng, 1986; López et 
al., 1997c). 
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 1.2.1.4 Encapsulación  

Cuando el microorganismo invasor es demasiado grande para ser 
fagocitado por un hemocito se produce la encapsulación del mismo, 
para ello varios hemocitos rodean al patógeno formando varias capas 
de células que producen un depósito de fibroblastos, de manera que 
aíslan y limitan el daño potencial del invasor (Chu, 2000). Se 
constituyen una serie de capas concéntricas donde las más internas 
están formadas por fibroblastos y residuos mucopolisacarídicos y las 
más externas están constituidas por materiales fibrosos formando un 
retículo en asociación con glicoproteínas. En el proceso de 
encapsulación el contenido del lisosoma es liberado sobre la superficie 
celular del patógeno (Figura 7) (Bayne, 1990; Bachère et al., 1991).  
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Figura 7. Representación esquemática de los posibles mecanismos de 
defensa celular en bivalvos frente a microorganismos y parásitos. El 

proceso de fagocitosis se puede dividir en: (1) Quimiotaxis, atracción y 
migración hacia el cuerpo extraño (2) Reconocimiento y anclaje del agente 

extraño; (3) Internalización; y (4) Degradación intracelular. Los 
microorganismos también pueden ser encapsulados y degradados 

extracelularmente (3' y 4') (Imagen adaptada de Soudant et al. 2013). 
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 1.2.1.5 Producción de especies reactivas de oxígenos (ROS) y 
nitrógeno (RNS) 

Una vez que el patógeno es internalizado, se produce un aumento 
del consumo de oxígeno y de la estimulación de la NADPH oxidasa, 
enzima capaz de transferir electrones desde el NADPH al oxígeno 
molecular; este proceso es conocido como "estallido respiratorio". En 
este mecanismo de defensa se producen intermediarios conocidos 
como especies reactivas de oxígeno tóxicos (ROS) (Figura 8) que 
tienen un papel importante en la degradación de microorganismos 
invasores, funcionando como potentes efectores inmunológicos 
(Bachère et al., 1991; Comesaña et al., 2012). Las ROS pueden actuar 
por sí mismas o bien interaccionando con enzimas hidrolíticas 
liberadas en el proceso de fagocitosis (Adema et al., 1991). 

El anión superóxido (O2
-) es el primer metabolito formado 

mediante la NADPH oxidasa que se puede transformar 
espontáneamente o a través de la superóxido dismutasa (SOD) en 
peróxido de hidrógeno (H2O2) (Reeves et al., 2003; Roos et al., 2003). 
H2O2 puede degradarse a oxígeno y agua en una reacción dependiente 

Figura 8. Estructura de electrones de los intermediarios reactivos de oxígeno más 
comunes. 
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Figura 9. Vías metabólicas envueltas en la producción de las principales 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) en respuesta a un 
protozoo parásito (línea rosa), en el interior del fagosoma (línea azul) de 
los hemocitos de bivalvos. (NO: Óxido nítrico; ONOO-: Peroxinitrito: O2

-: 
Anión superóxido; HOCl: Hipoclorito; NOS: óxido nítrico sintasa 

inducible; SOD: Superóxido dismutasa; MPO: mieloperoxidasa; AP: 
fosfatasa ácida; APX; peroxidasa dependiente de ascorbato; NRAMP: 

proteínas de macrófagos asociada a resistencia natural) (Imagen 
adaptada de Soudant et al. 2013). 

de catalasa o se puede combinar con cloruro (Cl-) para formar ácido 
hipoclorito en una reacción catalizada por mieloperoxidasa (MPO). Se 
ha demostrado la producción de O2

- y H2O2 por los hemocitos de 
Ostrea edulis (Hervio et al., 1989; Bachère et al., 1991; Nakayama & 
Maruyama, 1998; Comesaña et al., 2012) (Figura 9).  

Por otro lado, la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) presente en 
los hemocitos de moluscos (Conte & Ottaviani, 1995) produce óxido 
nítrico (NO) que posteriormente puede transformarse en peroxinitrito 
(ONOO-), ambas moléculas forman parte de las especies reactivas de 
nitrógeno (RNS) (Ischiropoulos et al., 1992). NO es una importante 
molécula de señalización que presenta diversas funciones fisiológicas 
como vasodilatación, control de secreciones, relajación intestinal, 
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citotoxicidad, regulación de procesos de desarrollo, neurotransmisión 
y neuromodulación (Jacklet, 1997). Además, NO forma parte de la 
respuesta inmune innata y es sintetizado tras la infección por parásitos 
(Rivero, 2006). En organismos bivalvos, la fagocitosis estimula la 
producción de NO (Tafalla et al., 2003), que tiene un papel importante 
en la eliminación de patógenos (James, 1995; Chakravortty & Hensel, 
2003).   

ROS y RNS muestran un amplio espectro de toxicidad siendo 
cruciales en la defensa del hospedador y en el buen funcionamiento de 
los hemocitos. Particularmente el radical hidróxido,  peróxido de 
hidrógeno y el anión peroxinitrito poseen la mayor capacidad de 
desnaturalización proteica (Tiscar & Mosca, 2004). Como respuesta a 
estos mecanismos, muchos patógenos han desarrollado estrategias 
complejas que les permiten modular la generación de ROS y RNS, 
bloqueando así los mecanismos defensivos del hospedador (Volety & 
Chu, 1995; Dermine & Desjardins, 1999; Schott et al., 2003; Müller, 
2004; Ellis et al., 2011). En el caso de Ostrea edulis es aceptado que 
Bonamia spp. es capaz de inhibir la producción de ROS hemocitaria 
(Hervio et al., 1991; Comesaña et al., 2012). Hervio et al. 1991 
demostraron la presencia de actividad ácido fosfatasa en los 
haplosporosomas de B. ostreae, enzima capaz de inactivar la 
producción de NADPH oxidasa, y con ello la producción de ROS, en 
los hemocitos de la ostra plana europea (Morga et al., 2009). 

1.2.2 Reconocimiento inmune: Receptores de reconocimiento 
de patrones (PRRs) 

El reconocimiento inmune juega un papel de vital importancia en 
el sistema inmunológico al discriminar lo propio de sustancias no 
propias; paso esencial en la activación de una respuesta inmune 
coordinada y eficaz, sobre todo en organismos que carecen de 
inmunidad adaptativa. Así la estrategia general del sistema inmune 
innato incluye la detección de numerosos receptores dedicadas a 
reconocer moléculas microbianas y parasitarias que se conservan a lo 
largo de la evolución. Este reconocimiento temprano de patógenos es 
necesario para evitar la proliferación y difusión de patógenos, y 
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finalmente impedir la destrucción del hospedador. Se trata de un 
sistema capaz de reconocer estructuras comunes en los 
microorganismos, conocidos como patrones moleculares asociados a 
patógenos (Pathogen-associated molecular patterns) (PAMPs) a 
través de receptores de reconocimiento de patrones (Pattern 
recognition receptors) (PRRs), moléculas del huésped que reconocen 
la infección microbiana (Janeway & Medzhitov, 2002; Medzhitov & 
Janeway, 2002). El sistema defensivo de invertebrados ha desarrollado 
un sofisticado sistema de PRRs, el resultado de distintas interacciones 
específicas proteína-proteína y modificaciones posteriores a la 
traducción, convierte la fase de detección en una expresión finamente 
ajustada de genes que proporcionan una variedad de moléculas 
efectoras (por ejemplo, péptidos antimicrobianos, receptores y 
moléculas de adhesión, proteasas e inhibidores de proteasas, 
citoquinas y quimioquinas) y formas de comportamiento de las células 
como puede ser migración, fagocitosis, autofagia, apoptosis. El éxito 
de esta estrategia de defensa depende de la presión del patógeno 
(cantidad y virulencia), la disponibilidad y la plasticidad funcional de 
PRRs, vías moleculares basados en cascadas enzimáticas y circuitos 
de regulación dentro y fuera de los hemocitos. La rapidez e intensidad 
de las reacciones de defensa innatas también están influenciados por la 
condición funcional del hospedador (Gerdol & Venier, 2015). PRRs 
son familias conservadas evolutivamente de moléculas extracelulares, 
de unión a la membrana o citosólicas, cuya función de reconocimiento 
microbiano se debe a un número limitado de dominios de proteínas 
(Pålsson-McDermott & O’Neill, 2007).  

 1.2.2.1 PRRs extracelulares 

PRRs secretadas se caracterizan por presentar diferentes dominios 
de reconocimiento de carbohidratos (CRD) y posiblemente existen en 
cientos de variantes de proteínas. La Figura 10 muestra una 
representación de los distintos  PRRs extracelulares de bivalvos. 
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1.2.2.1.1  Proteínas que contienen el dominio C1q 
(C1qDC)  

 Las proteínas que contienen el dominio C1q (C1qDC) son 
una de las principales clases de PRRs en la mayoría de bivalvos 
(Gerdol et al., 2015). La primera referencia de una fuerte 
sobreexpresión de secuencias C1qDC tras la inyección de bacterias en 
Mytilus galloprovincialis llegó en 2010 (Gestal et al., 2010). Más 
tarde dicho estudio fue confirmado en distintas especies como en 
Mytilus coruscus (Liu et al., 2014). En Crassostrea virginica se 
observaron diferencias en la expresión de varios C1qDC entre ostras 

Figura 10. Representación esquemática de los distintos PRRs extracelulares 
de bivalvos. El segmento rojo en el extremo N-terminal de las moléculas 

indica el péptido señal. Imagen adaptada de Gerdol & Venier 2015. 
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resistentes y susceptibles a la infección bacteriana responsable de la 
enfermedad juvenil de la ostra, Roseovarius crassostrea (McDowell et 
al., 2014). C1qDC es una de las proteínas con mayor aumento en su 
expresión al enfrentar a M. galloprovincialis a bacterias (H. Wu et al., 
2013a). 

La importancia de esta familia de genes se descubrió por la 
abundancia de las transcripciones de C1qDC en la primera colección 
de ESTs (marcadores de secuencia expresada) de mejillón (Venier et 
al., 2011) y por la posterior identificación de 168 transcripciones de 
C1qDC diferentes. En algunos casos se observó un aumento en la 
expresión de C1qDC en hemocitos enfrentados con bacterias Gram- y 
Gram+ (Gerdol et al., 2011). La familia de genes C1q ha sufrido una 
expansión masiva, se han identificado 1.274 posibles C1qDC en el 
genoma de M. galloprovincialis (Gerdol & Venier, 2015). Tal 
diversificación puede explicar el amplio espectro de patógenos 
reconocidos por el dominio C1q de moluscos bivalvos, incluyendo 
bacterias Gram- y Gram+, organismos como Rickettsia spp., hongos y 
parásitos (Gerdol & Venier, 2015).  

1.2.2.1.2 Proteínas de unión a bacterias Gram-negativas 
(GNBPs) 

La familia GNBP incluye estructuras proteicas que se unen a 
bacterias Gram-negativas, concretamente a lipopolisacáridos (LPS) y 
ß -1,3-Glucanos (Christophides et al., 2002). GNBP activa la cascada 
de señalización tipo Toll en Drosophila, desencadenanado 
melanización en respuesta a infecciones bacterianas Gram+ (Wang et 
al., 2006). Las proteínas de unión a LPS y ß -1,3-glucanos (LGBPs) 
son un tipo de GNBPs con diversas funciones biológicas, incluyendo 
la activación del sistema de la prophenoloxidasa (pro-PO), citólisis, 
agregación bacteriana y reacción de opsonización. Dicho grupo 
proteico se ha identificado en la vieira C. farreri, demostrando su 
papel defensivo frente a bacterias (Huan et al., 2010; Yang et al., 
2010). GNBPs de bivalvos con doble capacidad para unirse a ß -1,3-
glucanos (ß -GBP), y LPS se han caracterizado en en ostras perlíferas 
Pinctada fucata (D. Zhang et al., 2010). Una proteína de unión a ß -
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GBP se detectó en el mejillón Perna viridis, con una actividad de 
proteasa serínica inherente, comprobándose que aglutina levadura, 
bacterias y eritrocitos y aumenta la actividad plasmática de la 
profenoloxidasa (Jayaraj et al., 2008). También se han identificado ß -
GBPs en C. gigas, mostrando posibles lugares de unión a integrina y 
aumento de la actividad fenoloxidasa de los hemocitos, lo que sugiere 
que estas proteínas podrían haber evolucionado de manera diversa y 
poseer diferentes funciones inmunológicas (Itoh et al., 2010). Tres 
posibles GNBPs se han identificado en el transcriptoma de M. edulis 
(Philipp et al., 2012). 

1.2.2.1.3  Lectinas tipo C 

Las lectinas tipo C son una superfamilia de proteínas con uno o 
más dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRDs), de 
aproximadamente unos 130 aminoácidos, que se unen a los azúcares 
terminales en glicoproteínas y glicolípidos con el objetivo de 
reconocer agentes extraños o invasores (Zelensky & Gready, 2005). 
Se han detectado lectinas tipo C asociadas a la aglutinación y la 
opsonización de patógenos o parásitos en diferentes bivalvos. En C. 
virginica se describieron varias lectinas, entre ellas se identificó una 
lectina tipo C implicada en la inmunidad de mucosas cuya expresión 
aumenta en procesos de ayuno o frente a la exposición bacteriana 
(Jing et al., 2011). También en C. gigas se ha identificado una lectina 
tipo C (Yamaura et al., 2008). Varias de estas lectinas se han descrito 
en Argopecten irradians con distintas propiedades de aglutinación de 
bacterias (Kong et al., 2011; H. Zhang et al., 2011). Hasta 5 lectinas 
tipo C diferentes se han identificado en C. farreri que contribuyen a la 
diferenciación de moléculas propias y ajenas del molusco por su 
interacción con varios PAMPs, además funcionan como opsoninas 
participando en la eliminación de patógenos (H. Wang et al., 2007; J. 
Yang et al., 2011b; Yang et al., 2010; H. Zhang et al., 2009a). En la 
almeja Ruditapes philippinarum también se ha identificado una lectina 
tipo C (Mu et al., 2014). Un aumento en la expresión de lectina tipo C 
se ha documentado en los hemocitos de almejas infectadas por 
Perkinsus olseni (Kim et al., 2008). 
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El gran numero de lectinas tipo C encontradas en bivalvos 
comparten características estructurales similares y muestran actividad 
de unión y aglutinación hacia una amplia gama de microbios. La 
diversidad de las combinaciones de dominios lectina C en bivalvos es 
notable, comprende aproximadamente 350 genes en C. gigas (G. 
Zhang et al., 2012), además se pueden asociar con otros dominios 
funcionales en proteínas de gran tamaño; con un análisis 
transcriptómico se ha confirmado dicha variedad en M. 
galloprovincialis y C. gigas (Gerdol & Venier, 2015). Puesto que no 
hay inmunidad mediada por anticuerpos en invertebrados, una amplia 
variedad de lectinas, con diversidad de perfiles de expresión y 
bioactividad, podría actuar como efectores indispensables en el 
sistema inmune de bivalvos (Song et al., 2010). 

1.2.2.1.4   Galectinas 

Galectinas son una familia de lectinas de unión específica a 
azúcares ß -galactósido y son probablemente la familia más conservada 
y ubicua de lectinas que se encuentran en organismos multicelulares 
(Janeway & Medzhitov, 2002; Medzhitov & Janeway, 2002). En 
moluscos se caracterizan por dos o cuatro repeticiones en tándem de 
un dominio CRD galectina (Gerdol & Venier, 2015). Se han 
identificado galectinas en diferentes ostras, es el caso de C. gigas 
(Yamaura et al., 2008), C. virginica donde se demostró que esta 
proteína reconoce varios microorganismos y algas, entre ellos al 
parásito Perkinsus marinus, y se observó que el anclaje de los 
hemocitos a superficies extrañas inducía la secreción de galectina, su 
localización en la periferia celular y su unión a la membrana 
plasmática, para posteriormente promover la fagocitosis (Figura 11) 
(Tasumi & Vasta, 2007; Vasta, 2009). También en la ostra perlífera P. 
fucata, donde tiene funciones en la respuesta inmune como proteína 
constitutiva y proteína de fase aguda (D. C. Zhang et al., 2011). En el 
genoma de C. gigas se detectaron 14 genes galectina (G. Zhang et al., 
2012). Las galectinas actúan principalmente como PRRs pero también 
puede representar patrones moleculares asociado a daño (DAMPs), 
capaces de señalar el daño tisular asociado a patógenos (Sato et al., 
2009).  
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1.2.2.1.5 Proteínas relacionadas con Fibrinógeno 
(FREPs) 

Las proteínas relacionadas con fibrinógeno (FREPs) son lectinas 
con un dominio de tipo fibrinógeno C-terminal y con propiedades 
distintas a la coagulación como aglutinación, efectos antibacterianas, 
procesos de desarrollo, alorreconocimiento (Hanington & Zhang, 
2011). En bivalvos, se ha identificado una FREP como PRR en vieiras 

Figura 11. Reconocimiento de los trofozoítos de Perkinsus marinus por la ostra 
Crassostrea virginica mediante la galectina CvGal. CvGal es secretada por lo 

hemocitos y translocada a la periferia, donde se une a la superficie celular. Los 
trofozoítos de P. marinus son ingeridos por filtración y reconocidos por CvGal en 

la superficie de los hemocitos (a) que recubren el lumen del intestino; son 
fagocitados (b) y transportados a través del epitelio intestinal (c, d) al medio 
interno. El parásito evita la muerte dentro de los hemocitos del hospedador 
(inhibe los mecanismos del hemocito para matar y degradar microorganismos 
fagocitados) y prolifera (e), provocando de este modo la infección sistémica y 
eventualmente la muerte del hospedador. Imagen adaptada de Vasta 2009. 



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

34 

A. irradians fuertemente expresada al enfrentar el molusco a 
Listonella anguillarum (H. Zhang et al., 2009b). También se 
identificaron FREPs en EST de M. galloprovincialis que se 
sobreexpresan en respuesta a infección y que muestran propiedades 
opsónicas (Gorbushin & Iakovleva, 2011; Romero et al., 2011). Estos 
datos confirman la participación de FREPs en la inmunidad de 
bivalvos; en mejillón FREPs representan la tercera clase más 
abundante de moléculas similares a lectina secretadas, después de 
proteínas C1qDC y lectinas de tipo C (Gerdol & Venier, 2015). En el 
genoma de C. gigas se identificaron 199 genes FREPs (G. Zhang et 
al., 2012). 

2.2.1.1.6   Proteínas relacionadas con apextrin 

El dominio apextrin C-terminal se ha reconocido recientemente 
como un PRR nuevo en anfibios, puesto que se ha desmostrado que 
dos proteínas relacionadas con apextrin actúan como sensores intra y 
extracelulares de peptidoglicano (PGN) y su componente dipéptido 
muramilo (MDP) (G. Huang et al., 2014). Proteínas relacionadas con 
apextrin también están involucradas en el reconocimiento de 
patógenos y su inactivación en equinodermos (Dheilly et al., 2011). 
La sobreexpresión de dos transcripciones de proteínas relacionadas 
con apextrin en respuesta a desafíos con bacterias se ha documentado 
en M. galloprovincialis (Estévez-Calvar et al., 2011). Se podría 
predecir la presencia del dominio apextrin C-terminal (ApeC) en al 
menos 23 proteínas correspondientes al transcriptoma del mejillón 
mediterráneo y en 13 genes de ostras C. gigas (Gerdol & Venier, 
2015). El descubrimiento de las propiedades PRR de proteínas 
relacionadas con apextrin es reciente y son necesarios datos 
funcionales adicionales para asociar definitivamente dichas proteínas a 
la respuesta inmune de bivalvos. 

 1.2.2.2 Sistema del complemento 

A pesar de un importante número de estudios, el conocimiento 
sobre los eventos que ocurren en cascada por la activación de los 
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PRRs extracelulares en bivalvos es escasa. Aparte de GNBPs, que 
desencadenan la activación de la vía de señalización de los receptores 
tipo Toll, todas las principales familias PRR descritos en esta memoria 
potencialmente podrían converger en una vía inmune innata bien 
conocida en vertebrados, el sistema del complemento (Gerdol & 
Venier, 2015). El sistema del complemento es el principal sistema 
efector de la inmunidad innata (L. Li et al., 2007). Las funciones 
mediadas por los productos de activación del complemento incluyen 
la opsonización, que conduce al aumento de la fagocitosis y la lisis de 
patógenos, la quimiotaxis celular, además de la solubilización de los 
complejos inmunes e inflamación (Boshra et al., 2006). El sistema del 
complemento está formado por un conjunto de proteínas plasmáticas 
que se activan tras una estimulación por parte de microorganismos y 
promueven la destrucción de los mismos, así como los procesos de 
fagocitosis e inflamación (Abbas & Lichtman, 2000). La activación de 
este sistema se puede dar por medio de tres rutas diferentes: la vía 
clásica, la alternativa y la de las lectinas. En la primera de ellas, el 
sistema se activa por medio de los inmunocomplejos formados por la 
Inmunoglobulina G o M (IgG o IgM) unidos al antígeno, por lo que 
sólo se da en vertebrados. La vía alternativa, aunque se descubrió más 
tarde, es más primitiva filogenéticamente (Dodds & Matsushita, 
2007); no requiere la presencia de anticuerpos para activarse sino que 
se inicia por medio del reconocimiento de PAMPs presentes en la 
superficie de microorganismos (Farries & Atkinson, 1991), mediante 
la acción de una proteína del suero conocida como C3 (Abbas & 
Lichtman, 2000). La tercera y más recientemente descubierta vía, la de 
las lectinas, está a medio camino entre la clásica y la alternativa. No 
requiere de la presencia de anticuerpos para activarse, aunque sí de 
una molécula conocida como lectina de unión a manosa (MBL) que 
reconoce los carbohidratos presentes en la membrana plasmática de 
los microorganismos (Fujita et al., 2004: Endo et al., 2006). Las tres 
rutas tienen un punto común que se centra en la ruptura proteolítica 
del C3 en C3a y C3b. El C3a es capaz de activar los procesos 
inflamatorios y el C3b se une covalentemente a la superficie del 
agente extraño sirviendo como opsonina para activar la fagocitosis. 
Posteriormente se genera una cascada de acontecimientos que 
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terminan con la formación de un complejo de ataque a la membrana 
que acaba lisando el patógeno (Abbas & Lichtman, 2000). La acción 
de las moléculas puede ser local, en el sitio de su producción, pero 
también puede ejercerse a distancia por dispersión a otras zonas 
(Nonaka, 2011; Nonaka & Kimura, 2006).  

En bivalvos existe una gran abundancia y variabilidad de las 
proteínas C1qDC que pueden unirse directamente a patógenos y, por 
tanto, pasar por alto la etapa de reconocimiento Ig-antígeno del 
sistema inmune adaptativo de vertebrados. Además, tanto lectinas de 
unión a manosa como ficolinas tienen sus homólogos potenciales en 
las lectinas de tipo C y FREPs, respectivamente (Gerdol & Venier, 
2015). Los bivalvos parecen haber desarrollado un repertorio muy 
abundante y diversificado de lectinas, con la capacidad de 
desencadenar una respuesta inmune a través de una cascada de 
señalización similar a la vía de las lectinas de vertebrados. 

Hasta la fecha, no hay mucha información acerca del sistema del 
complemento en moluscos bivalvos; se han descrito la proteína C3 
(Rd-C3) y el factor tipo B (Rd-Bf-like) en la vía alternativa de la 
almeja Ruditapes decussatus (Prado-Alvarez et al., 2009b). 
Recientemente se han obtenido varios ADNc de R. decussatus 
relacionados con la cascada de la vía alternativa del complemento, 
apoyando la existencia de esta vía en bivalvos (Moreira et al., 2012a; 
Prado-Alvarez et al., 2012; L. Zhang et al., 2014) y en otros moluscos 
(Castellanos-Martínez et al., 2014a). 

Las proteínas que contienen el dominio tioéster y el dominio 
MACPF son posibles homólogos funcionales a los componentes del 
complemento C3/C4/C5 y C6/C7/C8/C9, respectivamente (Gerdol & 
Venier, 2015). Una representación esquemática de los posibles 
homólogos bivalvos relacionados con la ruta del complemento de los 
vertebrados se muestra en la Figura 12. 
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1.2.2.2.1 Proteínas que contienen tioéster (TEPs) 

TEPs son una familia de proteínas caracterizadas por una única 
unión tioéster intracatenaria y afines a diferentes interacciones de 
unión conformación-dependientes (Blandin & Levashina, 2004). Estas 
proteínas comprenden los componentes del complemento C3, C4 y C5 
de vertebrados, así como un número de homólogos de invertebrados, 
tales como proteínas de insectos que funcionan como opsoninas y 
favorecen la fagocitosis de bacterias (Bou Aoun et al., 2011). TEPs 
fueron identificados en los bivalvos R. decussatus (Prado-Alvarez et 
al., 2009b) y C. farreri (Zhang et al., 2007). TEPs se han identificado 
en transcriptomas de ostras C. virginica (L. Zhang et al., 2014) y 
almejas R. philippinarum (Moreira et al., 2012a). Cabe destacar que 

Figura 12. Las moléculas que podrían desempeñar un papel en un sistema de 
complemento de bivalvos (en rojo) se ilustran comparativamente con los de 

vertebrados (en negro). La falta de una vía clásica mediada por inmunoglobulinas 
de vertebrados puede ser compensada por el repertorio amplio y eficaz de los PRRS 
(por ejemplo proteínas C1qDC). La existencia de una vía de la lectina es sugerido 

por lectinas tipo C (CTLs) (funcionalmente homóloga a MBL) y FREPs 
(funcionalmente homóloga a ficolinas). Se han identificado elementos de la vía 

alternativa del complemento (por ejemplo homólogos de C3 y factor B). Después de 
la activación de PRRs, cascadas proteolíticas mediadas, por ejemplo, por TEPs 
preparan la opsonización del patógeno para su eliminación. A pesar de que las 

proteínas con dominio MACPF (que caracteriza los componentes C6/C7/C8/C9) se 
han identificado en mejillón, su participación en la vía terminal del complemento 

aún no se ha evaluado (Gerdol & Venier, 2015). 
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TEPs procedentes de C. farreri (CfTEP) expresan diversos patrones 
de expresión en respuesta a diferentes enfrentamientos bacterianos, lo 
que sugiere un importante papel de TEPs en las respuestas inmunes de 
bivalvos (H. Zhang et al., 2009c). 

1.2.2.2.2 Moléculas formadoras de poros (MACPF)  

Los componentes terminales del sistema del complemento puede 
formar un complejo de proteína (el complejo de ataque de membrana, 
o MAC) en la superficie de bacterias Gram- provocando su lisis. La 
superfamilia MACPF (nombre de un dominio común a las proteínas 
del complejo de ataque a la membrana de mamíferos y a perforinas) es 
la mayor familia de moléculas formadoras de poros en los animales 
(Tschopp et al., 1986). En moluscos, se han documentado proteínas 
perforinas en orejas de mar (Kemp & Coyne, 2011; Mah et al., 2004; 
G. D. Wang et al., 2008). La proteína MACP que contienen el 
dominio MACPF se ha identificado en M. galloprovincialis (Estévez-
Calvar et al., 2011); su expresión aumenta en presencia de patógenos 
y por estimulación de PAMPs, lo que sugiere su implicación en la 
inmunidad innata. Genes de proteínas que contienen el dominio 
MACPF parecen estar presentes en genomas de bivalvos; un total de 
17 genes se han detectado en el genoma C. gigas y 8 en el 
transcriptoma de M. galloprovincialis (Gerdol & Venier, 2015). Tanto 
formas secretadas de dichas proteínas como unidas a la membrana 
están presentes en mejillón y ostra, la asociación de ApeC con 
MACPF indica una combinación fuerte de reconocimiento de 
patógenos y propiedades de eliminación en la misma secuencia de 
proteína (Gerdol & Venier, 2015). 

 1.2.2.3 PRRs de membrana y cascadas de señalización 

A diferencia de PRRs extracelulares que parecen desencadenar la 
muerte de patógenos a través de la vía de las lectinas del sistema del 
complemento, PRRs unidos a la membrana generalmente poseen un 
dominio intracelular que, tras el reconocimiento de PAMPs, median 
en la transducción de señales a través de los principales factores de 
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transcripción, lo que conduce a la expresión de efectores 
antimicrobianos y citoquinas proinflamatorias.  

1.2.2.3.1 Receptores tipo Toll y vía de señalización  

Los receptores tipo Toll (TLRs) son de los PRRs más exitosos de 
la respuesta inmune de metazoos (Leulier & Lemaitre, 2008); 
pertenecen a una familia de proteínas transmembrana con un dominio 
extracelular característico por presentar repeticiones ricas en leucina 
(LRRs), y dominios receptor intracelular interleucina-1 / Toll (TIR) 
(Abbas & Lichtman, 2000). Estas moléculas son responsables de 
activar cascadas de transducción de señales a partir del 
reconocimiento de PAMPs, que en último término, activan factores de 
transcripción que dan lugar a la expresión de genes implicados en la 
respuesta inmune, induciendo respuestas efectoras antimicrobianas e 
inflamatorias (Aderem & Ulevitch, 2000; Medzhitov, 2001).  

Los TLRs son capaces de unirse a una amplia variedad de 
PAMPs, incluyendo LPS, componentes de la pared celular bacteriana, 
flagelina, ARN simple o de cadena doble, por tanto, potencialmente 
pueden actuar como sensores de bacterias, hongos, virus e incluso 
protozoos (Beutler, 2004; Campos et al., 2001). La gran versatilidad 
para unirse a diversos ligandos se explica por su habilidad para 
construir heterodímeros con otros TLRs y usar co-receptores para el 
reconocimiento de ciertas moléculas (Ospelt & Gay, 2010), activando 
así, factores de transcripción tales como factores nucleares kappa-ß  
(NF-κß)  y factores reguladores de interferón (IRF), lo que conduce en 
última instancia a la expresión de citoquinas proinflamatorias, 
quimioquinas y moléculas antivirales (J. Q. Wang et al., 2014). TLR-4 
traduce la señal de LPS, desencadenando la expresión de un amplio 
rango de citoquinas mediadas por MAPKs (proteínas quinasas 
activadas por mitógenos) y por la vía de señalización NF-κß.   

Receptores tipo Toll se han caracterizado en bivalvos, primero en 
C. farreri, cuya expresión se incrementa en presencia de LPS de 
manera dosis dependiente (Qiu et al., 2007) y posteriormente en C. 
gigas, donde se observó que la expresión de TLR aumenta 
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drásticamente en presencia de la bacteria Vibrio anguillarum (Zhang 
et al. 2011a). Además se demostró que la señalización por TLR juega 
un papel esencial en la activación de hemocitos causada por 
infecciones bacterianas (Green et al., 2014b; Y. Zhang et al., 2013a). 
También se han identificado varias ESTs con homología a TLR en la 
ostra C. gigas (Tanguy et al., 2004) y en la vieira A. irradians (Song 
et al., 2006b). En el mejillón M. galloprovincialis se han encontrado 
23 TLRs, agrupados en 4 grupos diferentes de acuerdo a la 
organización de LRRs extracelulares (Toubiana et al., 2014). 

Componentes claves en la vía de señalización TLR se han 
identificado en bivalvos, y su expresión aumenta por estimulación con 
LPS y PGN. Existen evidencias que muestran que en ausencia de este 
sistema, el organismo se encuentra mucho más susceptible a la 
invasión por patógenos (Qiu et al., 2007; Tanguy et al., 2004). 
Además de los TLRs, otras proteínas que contienen el dominio TIR 
están involucradas en la señalización inmune (O’Neill & Bowie, 
2007). Curiosamente, el dominio TIR parece ser generalizado en 
bivalvos, en el genoma de ostra se han identificado más de 100 
proteínas que contienen el dominio TIR (G. Zhang et al., 2012). Todo 
ello ha demostrado la existencia de esta cascada de señalización y su 
gran importancia en el sistema inmune de bivalvos. 

1.2.2.3.2 Proteínas de reconocimiento de Peptidoglicano 
(PGRPs)  

Las proteínas de reconocimiento de peptidoglicano (PGRPs) son 
PRRs importantes presentes en todos los metazoos y capaces de unirse 
específicamente con Peptidoglicano (PGN), componente principal de 
las paredes celulares bacterianas y ausente en células eucariotas 
(Royet & Dziarski, 2007). Estos PGRPs desempeñan un papel central 
en la activación de diversas reacciones inmunes, tales como la 
fagocitosis y la activación de vías de transducción de señales tipo Toll 
o Inmunodeficiencia (IMD) con el fin de producir sustancias 
antimicrobianas capaces de hidrolizar peptidoglicano, protegiendo así 
al huésped contra la infección. PGRPs se han caracterizado en la ostra 
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C. gigas (Itoh & Takahashi, 2009), en las vieras A. irradians (Ni et 
al., 2007) y C. farreri (Wang et al., 2009b), en la navaja Solen grandis 
(Wei et al., 2012) y en los mejillones Bathymodiolus azoricus y M. 
galloprovincialis (Bettencourt et al., 2010; Gerdol & Venier, 2015). 
En todos ellos existe un tipo corto de PGRP para el reconocimiento 
extracelular de bacterias con un dominio amidasa conservado en el 
extremo C; parece ser un PRR versátil que no se limita a la función de 
reconocimiento y unión a PAMPs, siendo por tanto, un componente 
indispensable en la inmunidad de bivalvos (Song et al., 2010).  

1.2.2.3.3 Receptores “scavengers” (SRs) 

El dominio rico en cisteína de los receptores "scavenger" define 
una superfamilia grande y antigua de receptores scavenger 
colectivamente conocidos como receptores SRCR-SF; se trata de un 
tipo principal de receptores endocíticos con multifunciones para 
reconocer y fagocitar varias PAMPs (Mukhopadhyay & Gordon, 
2004). Presentan un dominio conservado y estabilizado por puentes 
disulfuro, que se puede encontrar asociado con dominios adicionales y 
co-receptores; estas características confieren a los miembros de 
SRCR-SF una amplia gama de funciones, estando implicados en 
procesos de defensa, apoptosis, inmunidad, inflamación y 
metabolismo lipídico, contribuyendo principalmente a un 
internamiento celular constante del ambiente externo (Canton et al., 
2013).  

Los dominios SRCR-SF parecen relativamente frecuentes en los 
transcriptomas de bivalvos (McDowell et al., 2014). La identificación 
de un receptor “scavenger” rico en cisteína (SRCR) en C. farreri 
mostró un PRR versátil implicado en el reconocimiento inmunológico 
capaz de unir diferentes ligandos tales como LPS, PGN, manano y 
zymosan (Liu et al., 2011).  
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 1.2.2.4 PRRs citosólicas  

Además de las extensas familias de PRRs secretadas y unidas a 
membrana, sensores intracelulares de microorganismos se han 
identificado recientemente en bivalvos. 

1.2.2.4.1 Helicasas ARN similares a gen-1 inducible de 
ácido retinoico (RLRs) y señalización 

Las helicasas ARN similares a gen-1 inducible de ácido retinoico 
se conocen como receptores-RIG (RLRs). RLRs se han relacionado 
con la detección indirecta de ADN de virus, mediada por ARN 
polimerasa III dependiente de ADN (Chiu et al., 2009). RLRs son 
capaces de iniciar una cascada de señalización intracelular que 
conduce, en última instancia, a la producción de interferón y 
citoquinas pro-inflamatorias a través de la activación de NF-κß y 
factores reguladores de interferón (IRF) (Thompson & Locarnini 
2007; Loo & Gale 2011). 

 La presencia de genes tipo RIG en equinodermos y cnidarios 
sugiere un antiguo origen de RLRs (Zou et al., 2009). En bivalvos, el 
análisis del genoma de ostras C. gigas revela ocho proteínas que 
contienen dominios RIG diferentes, cuatro de ellos casi idénticos a la 
arquitectura del dominio RLRs de vertebrados (Y. Y. Zhang et al., 
2014). La mayoría de las proteínas implicadas en la señalización de 
RLR son comunes a las vías TLR y IMD; una vía RLR prácticamente 
completa se ha identificado en M. edulis (Philipp et al., 2012). La 
evidencia de receptores similares a RIG citoplasmáticos de 
vertebrados apoya la existencia de la señalización RLR en moluscos 
bivalvos (Gerdol & Venier, 2015). 

1.2.3 Vías de señalización  

Como hemos visto, el sistema inmune innato está bajo control de 
una compleja red de vías de señalización conservadas evolutivamente, 
que se activan dependiendo de diferentes estímulos o invasiones (Cao 
and Villalba, 2011). Cuando el sistema es desafiado por un patógeno, 
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diferentes vías de señalización activadas por los PRRs inducen la 
respuesta inmune sistémica y producen efectores de respuesta. Las 
cascadas de señalización celular coordinan la inducción de numerosos 
genes implicados en la respuesta inmune e inflamatoria. Estudios 
moleculares han identificado genes involucrados en transducción de 
señales durante la respuesta inmune innata de bivalvos (Song et al., 
2010). La Figura 13 muestra una representación de las principales vías 
de señalización de bivalvos. 

 1.2.3.1 Vía NF-κß  (factor nuclear kappa-ß ) 

La vía de señalización NF-κß (factor nuclear kappa-ß ) es un 
proceso conservado evolutivamente para activar NF-κß,  un factor 
nuclear que tiene un papel central en la coordinación de la expresión 
de una amplia variedad de genes que controlan respuestas inmunes (Li 
& Verma, 2002). En las células en reposo, las proteínas NF-κß están 
unidas al inhibidor de κß (I-κß) que las mantienen secuestradas en el 
citoplasma. La cascada de señalización NF-κß se activa una vez que I-
κß es degradado, permitiendo a NF-κß translocarse al núcleo y unirse 
al ADN para activar la transcripción de genes (Moynagh, 2005). 
Proteínas como la I-κß quinasa (IKK) forman parte de un complejo 
que fosoforila I-κß  en respuesta a citoquinas y señales que permiten 
activar la cascada de NF-κß.  La identificación de estas moléculas en 
bivalvos, entre otros la de una quinasa de la familia de IKKs y un 
inhibidor de NF-κß (Ikß ) en C. gigas, indican la existencia de esta 
cascada implicada en procesos inmunológicos en moluscos bivalvos 
(Montagnani et al., 2008, 2004). Esta vía metabólica se ha estudiado 
intensamente en la ostra perlífera P. fucata, observando similitudes 
con la vía de señalización NF-κß de mamíferos, lo que apoya la 
hipótesis de que dicha vía constituye una antigua forma de regulación 
de genes inmunológicos que ha permanecido conservada (Xiong et al., 
2008; Zhang et al., 2009). 
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 1.2.3.2 Vía MAPK (proteínas quinasas activadas por 
mitógenos) 

Las cascadas MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos) 
son una de las vías de señalización más importantes en el control de 
variedad de procesos fisiológicos incluyendo proliferación celular, 
crecimiento, diferenciación, muerte celular, inmunidad innata, 
respuestas al estrés ambiental y desarrollo;  dicha cascada podría 
actuar en las vías de señalización intracelulares mediadas por TLR y 
PGRP de bivalvos (Gerdol & Venier, 2015). MAPKs se pueden 
activar mediante varias moléculas entre las que se encuentran la 
proteína quinasa C (PKC) y las GTPasas de la familia Ras. Entre estas 
GTPasas se encuentra la subfamilia Rho que está implicada en la 
regulación del crecimiento celular y la apoptosis (Lacal, 1997). La vía 
MAPK conduce, en última instancia, a la activación del complejo de 
factores de transcripción AP-1 que regula la expresión de diversos 
genes relacionados con sistema inmune y el estrés. 

En bivalvos hay evidencias de la existencia de esta cascada; los 
mejillones M. galloprovincialis y B. azoricus, parecen tener 
secuencias de los factores de activación de AP-1: JNK (quinasas C-
Jun N-terminal) y p38 (proteína quinasa activadas por mitógeno p38) 
bien conservadas; además su papel en la respuesta inmune de los 
hemocitos de mejillón parece ser crítico (Bettencourt et al., 2009; 
Canesi et al., 2002a). Una proteína Jun que responde a infecciones 
bacterianas se ha descrito en C. hongkongensis (Xiang et al., 2014) y 
se ha identificado en el transcriptoma de las branquias de B. azoricus 
(Bettencourt et al., 2010). La Rho GTPasa activadora de la proteína 6 
se ha identificado en la hemolinfa de R. philippinarum sin infección al 
compararlas con individuos infectados por P. olseni  sugiriendo que 
podría ser un marcador de resistencia de almejas contra la infección de 
dicho parásito (Fernández-Boo, 2015). 
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 1.2.3.3 Vía JAK-STAT  (quinasas Janus - Transductor de 
señales y activador de la transcripción) 

La vía JAK-STAT (quinasas Janus-Transductor de señales y 
activador de la transcripción) es una de las vías de señalización 
importantes activadas por la estimulación de los receptores de 
citoquinas (Huang et al., 2008). Las quinasas Janus (JAKs) son 
mediadores centrales en la transducción de la señal y fosforilan 
residuos de tirosina dentro de dominios celulares del receptor, creando 
lugares cercanos para el reclutamiento de componentes adicionales de 
señalización como activadores de factores de transcripción (STAT) 
(Kile et al., 2001). La cascada de JAK/STAT o señalizadora del 
interferón contiene proteínas STAT que son factores de transcripción 
esenciales para la respuesta de las células inmunes. Esta cascada 
parece estar bastante conservada en M. galloprovincialis (Canesi et 
al., 2003, 2006a). 

Figura 13. Señalización de la principales vías involucradas en la respuesta 
inmune de hemocitos de bivalvos. MAPK:  proteínas quinasas activadas por 

mitógenos; ERK: quinasa regulada extracelularmente; p38: MAPK p38 activada 
por estrés; JNK: quinasas C-Jun N-terminal; PKC: proteína quinasa C; JAK: Janus 

quinasa activada; STAT: transductor de señal y activadores de transcripción; 
CREB: Proteína de unión al elemento de respuesta de AMPc; NF-kB: Factor 

nuclear kB; ROS: especies reactivas de oxígeno. (Imagen adaptada de Canesi et 
al. 2006a). 
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1.2.4 Factores humorales (Secreción de moléculas efectoras 
inmunes) 

La inmunidad innata abarca una compleja serie de reacciones de 
defensa, en la que, además de los efectores celulares, hay efectores 
moléculares extracelulares que actúan como ejecutores para la 
incapacitación y eliminación de los invasores. La inmunidad de 
bivalvos se basa en la producción de efectores moleculares que son 
activos contra una amplia gama de patógenos y/o sensibles al estrés 
ambiental y que juegan un papel fundamental en las respuestas 
inmunes innatas (Song et al., 2010). 

 1.2.4.1 Péptidos antimicrobianos (AMPs)  

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son componentes 
humorales del sistema inmune innato, presentes en todos los metazoos 
y esenciales en las reacciones de defensa inmediata de organismos 
invertebrados carentes de defensa adaptativa. Son moléculas de entre 
12 y 50 aminoácidos, catiónicas e hidrofóbicas (Brown & Hancock, 
2006), que forman parte de la defensa del organismo participando en 
el reconocimiento de patógenos y que poseen propiedades 
antibacterianas y antifúngicas, con el objetivo de conseguir la 
destrucción del invasor a través de la opsonización o por muerte 
directa (Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004). El conjunto de 
todos los AMPs puede representar cerca del 40% del transcriptoma de 
los hemocitos de mejillones inyectados con virus y bacterias, por lo 
que se considera que los genes que codifican AMPs constituyen los 
principales componentes humorales del sistema inmune innato 
(Pallavicini et al., 2008). Los AMPs tienen poco o ninguna 
especificidad funcional y poseen un amplio espectro de actividad 
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y negativas, hongos, 
levaduras, virus y protozoos (Ellis et al., 2011). Tras su formación se 
almacenan en los gránulos de los hemocitos y son liberados como 
respuesta a la estimulación por patógenos (Mitta et al., 1999b, 2000c). 
Su actividad se ha observado tanto en el interior hemocitario como en 
el exterior, expulsándose a la hemolinfa con el fin de participar en 
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respuestas sistémicas del huésped (Mitta et al., 2000d). Estas 
moléculas poseen actividad formadora de poros y efecto detergente, 
que rompe la membrana del patógeno produciendo en muchos casos la 
lisis del microorganismo (C. H. Li et al., 2009). 

En invertebrados marinos se han encontrado diferentes tipos de 
AMPs (Sperstad et al., 2011), en varios moluscos bivalvos se han 
caracterizado a nivel molecular varios péptidos antimicrobianos; es el 
caso de la ostra C. gigas (Gueguen et al., 2006; Gonzalez et al., 
2007a), en la almeja R. decussatus (Gestal et al., 2007), en la vieira A. 
irradians (Zhao et al., 2007) y en los mejillones Mytilus edulis y M. 
galloprovincialis (Charlet et al., 1996; Mitta et al., 2000a, 2000b, 
1999a), siendo estos últimos los más estudiados. Concretamente en M. 
galloprovincialis, los AMPs descritos son todos ricos en cisteínas y se 
han clasificado en varios grupos en función del número y posición de 
estos residuos aminoacídicos. El primero de ellos está formado por 
dos moléculas con una gran homología a las defensinas descritas 
previamente en artrópodos (Bulet et al., 1999), de ahí que el nombre 
adoptado sea “M. galloprovincialis defensin” (MGD-1 y MGD-2) 
para las dos isoformas detectadas. Las defensinas son la familia más 
extendida de AMPs de invertebrados (Mitta et al., 2000a, 1999b). Se 
han identificado tres genes defensina en C. gigas que expresan una 
notable diversidad de secuencias moleculares (Schmitt et al., 2010). El 
segundo de los grupos está constituido por las mitilinas y está formado 
por 4 isoformas diferentes (B, C, D y G1) (Mitta et al., 2000b); la 
forma A se ha detectado en M. edulis pero no en M.galloprovincialis 
(Charlet et al., 1996). El siguiente grupo está compuesto por dos 
isoformas de miticina: miticina A y miticina B (Mitta et al., 1999a; 
Pallavicini et al., 2008). Se ha encontrado la miticina C, que además 
de actuar como AMP, es una molécula implicada en 
inmunomodulación, debido a sus propiedades quimiotácticas (Balseiro 
et al., 2011). Otro de los AMPs son las mytimicinas, el único péptido 
estrictamente antifúngico (Charlet et al., 1996). 

Las miticinas y las defensinas son esencialmente activas contra 
bacterias Gram positivas (Mitta et al., 1999a, 1999b) y algunos 
patógenos asociados a invertebrados marinos (Friedman et al., 1991). 
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Sin embargo, las mitilinas tienen una actividad más diversificada ya 
que su rango de acción abarca desde actividades antifúngicas hasta 
acciones microbicidas contra bacterias Gram negativas (Mitta et al., 
2000a, 2000b). 

Recientemente se han descubierto dos grupos nuevos de AMPs 
llamadas gran defensinas y mytimacinas en M. galloprovincialis 
(Gerdol et al., 2012). Las gran defensinas también se han identificado 
en otros bivalvos, entre ellos en ostras C. gigas (Rosa et al., 2011; 
Zhao et al., 2010, 2007). 

 1.2.4.2 Lisozimas 

Las lisozimas son enzimas ubicuas presentes en numerosos 
organismos filogenéticamente diversos tales como bacterias, 
bacteriófagos, hongos, plantas y animales; catalizan la hidrólisis de los 
enlaces ß- 1-4 glicosídicos existentes entre el ácido N-acetilmurámico 
y los residuos de N-acetilglucosamina presentes en el PGN de la pared 
celular bacteriana, provocando la lisis de bacterias (Bachali et al., 
2002). Las lisozimas se almacenan en el interior de los lisosomas de 
los hemocitos (Mohandas et al., 1985). El mecanismo de liberación al 
suero no lleva asociado la ruptura de la membrana plasmática, sino 
que las enzimas se liberan al medio mediante un proceso conocido 
como desgranulación (Cheng et al., 1975). Es ampliamente aceptado 
que las funciones de las lisozimas como moléculas efectoras son 
cruciales en el sistema inmune contra patógenos, pero además sirven 
como enzimas digestivas, encontrándose actividad lisozímica en el 
hepatopáncreas de diversos bivalvos (McHenery & Birkbeck, 1982). 

Varias lisozimas y sus actividades se han caracterizado en 
bivalvos, es el caso de la ostra plana O. edulis, donde esta enzima 
aparece en la hemolinfa y en el manto de la ostra; su actividad es un 
buen indicador de la condición y vitalidad del sistema defensivo del 
organismo (Cronin et al., 2001; Matsumoto et al., 2006). Además se 
han caracterizado lisoenzimas en las ostras C. virginica, (Xue et al., 
2004) y  C. gigas (Itoh & Takahashi, 2007). En M. edulis  se 
identificaron hasta cuatro lisozimas distintas con múltiples formas que 



 Introducción General 

49 

parecen poseer funciones distintas (Olsen et al., 2003). Varias 
lisozimas de M. galloprovincialis mostraron expresión tisular y 
comportamientos diversos frente a la exposición a bacterias, 
sugiriendo distintas funciones; unas más relacionadas con la digestión 
del individuo y otras implicadas en la respuesta inmune (Ji et al., 
2013; Q. Wang et al., 2012). Recientemente se ha identificado un tipo 
de lisozima en la almeja R. philippinarum (Ding et al., 2014). 

Se ha demostrado que las lisozimas podrían aumentar la actividad 
de los AMPs a través de mecanismos sinérgicos (Haug et al., 2004).  

 1.2.4.3 Integrinas 

Las integrinas pertenecen a una familia de receptores 
transmembrana que son responsables de procesos de adhesión y 
desplazamiento celular, desgranulación, fagocitosis y encapsulación 
en invertebrados. La respuesta inmune celular de hemocitos de 
bivalvos también está modulada por integrinas, que conllevan la 
transmisión de señales adecuadas en el citoplasma (Tyrer et al., 2006). 
La caracterización de una ß -integrina en hemocitos de C. gigas 
implicada en procesos de apoptosis y adhesión hemocitaria mostró 
además que la fagocitosis en los hialinocitos de la ostra está regulada 
por un mecanismo dependiente de integrinas y que los granulocitos 
podrían poseer otros receptores para llevar a cabo este papel (Terahara 
et al., 2006). Recientemente, en larvas del mejillón Mytilus trossulus 
se estudió la expresión tisular de un proteína similar a una integrina, y 
su relación con la diferenciación celular (Odintsova & Maiorova, 
2012). 

 1.2.4.4 Citoquinas 

Las citoquinas son glicoproteínas sintetizadas durante la fase 
efectora de la respuesta inmune con el fin de eliminar a los patógenos 
(Liew & Cox, 1991). Se trata de proteínas mensajeras de bajo peso 
molecular (entre 15-30 KDa) constituidas por 120-180 aminoácidos, 
cuya expresión está estrictamente regulada. Estas moléculas que 
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participan en la regulación y señalización de la respuesta inmune, 
abarcan un elevado número de efectores incluyendo interleuquinas 
(ILs), interferones (IFNs), factores de necrosis tumoral (TFNs) y 
quimiocinas (Roberts et al., 2008).  

Las citoquinas están relacionados con varias funciones inmunes 
como inflamación, proliferación, cambios en la morfología y 
motilidad celular, quimiotaxis (Hughes et al., 1990; Ottaviani et al., 
1995), inducción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), 
citotoxicidad, apoptosis y aumento de la actividad fagocítica a través 
de mecanismos de transducción de señales (Barcia & Ramos-
Martinez, 2008; Ottaviani et al., 2004, 1997). Pueden ser liberadas a 
través de la señalización mediada por el receptor del complemento o 
por patógenos a través de una amplia gama de receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs) (Lacy & Stow, 2011). 

La primera citoquina identificada en ostras fue IL-17 en C. gigas, 
cuya expresión aumenta significativamente tras el enfrentamiento con 
bacterias (Roberts et al., 2008). Más recientemente, se identificaron 
cinco nuevos homólogos de IL-17 en el genoma de C. gigas, que 
presentan un incremento significativo de su expresión en hemocitos 
después de diferentes ensayos de inmunoestimulación (Li et al., 
2014). Parece que IL-17 es fundamental en la  producción de AMPs  
de ostra. 

Dos citoquinas inflamatorias se han identificado en bivalvos: el 
factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) en M. 
galloprovincialis (Parisi et al., 2012), y el factor inflamatorio de 
aloinjerto (AIF), capaz de estimular la actividad fagocítica de los 
granulocitos, que se ha identificado en diferentes especies de ostras, 
entre ellas en O. edulis (Li et al. 2013; Zhang et al. 2013; Martín-
Gómez et al. 2014b). Una secuencia similar a TNFα se identificó por 
primera vez en moluscos en en la oreja de mar Haliotis discus (De 
Zoysa et al., 2009a), investigaciones más recientes condujeron a la 
identificación de esta citoquina multifuncional en O. edulis (Martín-
Gómez et al., 2014a). 
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Varios tipos de receptores de citoquinas se han caracterizado en 
bivalvos (Herpin et al., 2005; L. Li et al., 2009; Su et al., 2011), lo 
que indica que los distintos tipos de citoquinas están presentes en 
estos organismos. Los hemocitos de los mejillones M. edulis y M. 
galloprovincialis pueden responder a la administración de diferentes 
citoquinas como al TNF, IL-1, IL-6 (Hughes et al., 1992, 1991) y a 
IL-8 e IL-2 (Novas et al., 2004; Ottaviani et al., 2000). Aunque no se 
ha detectado ninguna interleuquina como tal en mejillón, se ha 
detectado la presencia de la subunidad α del receptor de la IL-2 (IL-
2R), que incrementa su expresión tras la estimulación con LPS (Barcia 
et al., 1999; Cao et al., 2004a). La adición de moléculas heterólogas 
del TNF activa una cascada de transducción de señales en hemocitos 
de bivalvos similar a la que ocurre en vertebrados, donde participan 
las proteínas quinasas activadoras de mitógenos (MAPK) (Betti et al., 
2006). En la vieira C. farreri y en la ostra perlífera P. fucata se ha 
identificado el factor de transcripción inducido por LPS (LITAF), que 
activa al promotor del TNF para inducir su expresión, observando que 
su expresión aumenta en presencia de LPS (Yu et al., 2007; Zhang et 
al., 2009). El mismo gen se ha caracterizado en C. gigas donde se 
observó una acumulación del tránscrito en hemocitos tras una 
exposición bacteriana (Park et al., 2008).  

Varios adaptadores citoplasmáticos pertenecientes a la cascada de 
señalización correspondiente al TNF se han caracterizado en C. farreri 
y son regulados  diferencialmente en respuesta a LPS, PGN o ß -
glucanos (J. Yang et al., 2011a). Otro miembro de la superfamilia del 
TNF, TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF) 
se identificó en Crassostrea ariakensis (Yang & Wu, 2010). El factor 
inhibidor de migración de macrófagos (MMIF) se ha descrito en la 
ostra perlífera P. fucata, donde su expresión parece aumentar frente a 
Vibrio alginolyticus (Cui et al., 2011). Otra citoquina proinflamatoria 
descrita como HMGB (“high mobility group box”) se descubrió en C. 
ariakensis (Xu et al., 2012). 

Teniendo en cuenta la amplia respuesta inmune de las citoquinas, 
un sistema de "ligando-receptor" múltiple y específico debe existir 
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como mecanismo importante de regulación en la inmunología de 
bivalvos (Song et al., 2010). 

 1.2.4.5 Lectinas  

Además de las lectinas tipos C detalladas anteriormente como 
PRRs extracelulares, existen otros tipos de lectinas. Se trata de 
proteínas ubicuas solubles asociadas a la membrana, que presentan 
dominios específicos de reconocimiento de carbohidratos (CRD), con 
elevada especificidad, lo que facilita las interacciones entre el 
hospedador y la microbiota, dando origen a respuestas inmunes 
innatas (Kilpatrick, 2002; McGreal et al., 2004). Están implicadas en 
procesos de reconocimiento de partículas extrañas, inflamación, 
interacciones intercelulares e interacciones entre células y matriz 
extracelular. Se pueden localizar en la membrana plasmática de los 
hemocitos o libres en el suero (Vasta et al., 1984), llegando a 
constituir hasta el 80% de la proteína soluble de la hemolinfa de 
moluscos (Odo et al., 1995). Numerosas lectinas de moluscos poseen 
la capacidad de aglutinar (aglutininas) y en ocasiones opsonizar 
bacterias u otros parásitos (Bayne, 1990). Estas moléculas funcionan 
como patrones de reconocimiento de patógenos (PRRs). El papel de 
las lectinas en el sistema inmune es fundamental ya que al unirse 
específicamente a polisacáridos y glicoconjugados presentes en la 
superficie de microorganismos median los procesos de fagocitosis, 
melanización y encapsulación (Bayne et al., 1979), así como la 
activación del sistema profenoloxidasa (pro-PO) (Yu et al., 2005). Al 
mismo tiempo, son protagonistas de la tercera vía de activación del 
complemento, descrita recientemente y conocida como Vía de las 
lectinas, la cual parece ser una vía intermediaria entre la vía clásica y 
la alternativa (Fujita et al., 2004). 

En base a sus características estructurales y funcionales se pueden 
distinguir entre ocho y quince grupos de lectinas relacionadas con la 
inmunidad: tipo C, tipo S o galectinas de unión al glucano, tipo I o 
específicas de unión a ácidos siálicos y glucosaminoglucanos, 
pentraxinas, fucolectinas, ficolinas, taquilectinas, proteínas 
relacionadas con el fibrinógeno (FREPs), lectinas gigalina H, lectinas 
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tipo E, lectinas tipo F y lectinas tipo quitinasa entre otras (Adhya et 
al., 2010; Kolarich et al., 2012; Lehmann et al., 2006; Tasumi & 
Vasta, 2007; Vasta, 2009; Yamaura et al., 2008) (Figura 14).  

 

Diversas lectinas se han identificado en ostras; en C. gigas, las 
lectinas gigalina H y E actúan como opsoninas que estimulan la 
fagocitosis de la bacteria Vibrio anguillarum "in vitro" (Olafsen, 
1995). En la ostra Ostrea chilensis se caracterizó una lectina 
dependiente de calcio (Minamikawa et al., 2004). La expresión de la 
lectina de unión al ácido siálico de Crassostrea hongkongensis es 
inducida durante la exposición a Vibrio alginolyticus (He et al., 2011). 
En P. fucata se ha identificado una lectina tipo F (Anju et al., 2013b). 

Figura 14. Boceto de tres de las lectinas más comunes (galectinas o lectinas de tipo 
S, lectinas de tipo C y lectinas específicas de unión a ácidos siálicos) recientemente 

caracterizados en bivalvos marinos. S-CRD: dominio de reconocimiento de 
carbohidratos tipo S en galectinas; C-CRD: dominio de reconocimiento de 

carbohidratos tipo C en lectinas. Las lectinas tipo C puede ser libres o unidas a 
membrana. Las lectinas de unión a ácido siálico están unidas a la membrana. 

(Imagen adaptada de Soudant et al. 2013). 
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La infección bacteriana es también responsable del aumento de la 
expresión de una lectina de tipo F en la ostra Pinctada martensii (J. 
Chen et al., 2011). En otros bivalvos, como en la vieira C. farreri  se 
identificó una lectina con capacidad de aglutinar bacterias 
Staphylococcus haemolyticus (Zheng et al., 2008), o en la almeja R. 
philippinaram donde se han encontrado hasta 7 lectinas diferentes con 
una expresión diferenciada en el hemocito dependiendo de si la 
infección es bacteriana o producida por protozoos, en particular el 
protozoo parásito P. olseni (Kang et al., 2006; Takahashi et al., 2008; 
Adhya et al., 2010; Moreira et al., 2012b). Mediante un enfoque 
proteómico se encontraron varias lectinas en la hemolinfa de R. 
philippinarum con un interés especial por su interacción entre la 
almeja y el parásito P. olseni (Fernández-Boo, 2015). Cada vez hay 
más evidencia para apoyar la idea de que la presencia de diversas 
isoformas y funciones de las lectinas proporcionan a los bivalvos una 
diversidad funcional de la respuesta inmune innata. 

 1.2.4.6 Enzimas antioxidantes 

Bajas concentraciones de ROS son necesarias e incluso 
indispensables en la transducción de señales y en la defensa contra 
microorganismos. Sin embargo, una producción excesiva de ROS 
conlleva un estrés oxidativo, pérdida de funcionalidad celular y por 
último apoptosis y muerte (Apel & Hirt, 2004), por lo que existen 
mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo mediante la 
interacción de una red de enzimas antioxidantes en las propias células 
del molusco. En bivalvos se ha identificado un gran número de estas 
enzimas, y se ha estudiando su repuesta contra el enfrentamiento a 
patógenos y al estrés ambiental. Las enzimas más efectivas en la 
detoxificación de ROS, que desempañan un papel protector contra los 
daños celulares causados por la exposición a sustancias oxidantes 
incluyen la superóxido dismutasa (SOD), catalasa/peroxidasa, 
oxidasas de cobre, y el glutatión en combinación con las enzimas 
glutatión peroxidasa y reductasa (Aladaileh et al., 2007a; Gonzalez et 
al., 2005; Tafalla et al., 2003). 
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1.2.4.6.1 Superóxido Dismutasa (SOD) 

Las enzimas Superóxido Dismutasas (SODs) son una familia de 
metaloenzimas antioxidantes que catalizan la transformación de los 
radicales superóxido producidos  por el metabolismo oxidativo celular 
en peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno molecular (O2) 
(Fridovich, 1995). Se trata del primero y más importante de los 
sistemas de defensa enzimáticos antioxidantes contra las especies 
reactivas de oxígeno (Anju et al., 2013a), evitando la generación de 
radicales de hidroxilo altamente tóxicos. Las SODs se dividen en 
cuatro grupos distintos dependiendo del metal que contengan: Hierro 
(FeSOD), Manganeso (MnSOD), Cobre y Zinc (Cu/ZnSOD) o Níquel 
(NiSOD). Varios trabajos destacan la importancia de las SODs en la 
respuesta inmune y en el papel de protección celular frente a varios 
desafíos (Bao et al., 2008). Genes de SODs se han identificado en C. 
farreri, donde se observó una rápida elevación de la actividad SOD 
tras la infección microbiana (Xing et al., 2008). La actividad SOD en 
el manto y branquias de M. galloprovincialis se incrementa 
notablemente con la exposición a contaminantes químicos tóxicos, 
especialmente a metales pesados (Vlahogianni et al., 2007). En 
Chamelea gallina, la actividad SOD disminuye con el incremento de 
la temperatura o la exposición a benzo[a]pyrene (Monari et al., 2009, 
2007). Elevados niveles de expresión de ARNm de MnSOD fueron 
detectados en las branquias y manto de A. irradians tras ser desafiado 
con V. anguillarum, siendo una enzima necesaria en la respuesta 
inmune contra dicha bacteria. Cu/Zn EcSOD es uno de los genes 
candidatos a jugar un papel central en la resistencia de C. gigas frente 
a la mortalidad estival (Fleury & Huvet, 2012). La expresión génica 
de Cu/ZnSOD de C. gigas también varía en respuesta al virus OsHV-1 
(Normand et al., 2014). Por tanto, las SODs son proteínas que juegan 
un papel crucial en la defensa de los bivalvos tanto contra patógenos 
como contra contaminantes y estrés ambiental. 
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1.2.4.6.2 Catalasa (CAT) 

Las catalasas son uno de los grupos principales en la captura del 
exceso de ROS. Esta enzima cataliza la descomposición de H2O2 en 
oxígeno molecular (O2) y agua (H2O) (Chelikani et al., 2004). Se trata 
de una enzima ubicua, presente en organismos arqueas, bacterias y 
eucariotas. En los últimos años se han documentado diferentes genes y 
proteínas con actividad catalasa en bivalvos como en M. edulis 
(Letendre et al., 2009), Dreissena polymorpha (Contardo-Jara et al., 
2009), C. gigas (Damiens et al., 2004) y C. farreri (C. Li et al., 2008). 
La expresión de CAT de C. farreri aumenta gradualmente tras la 
infección con Vibrio sp. En M. edulis, la actividad CAT se incrementa 
entre 2-3 veces en áreas costeras contaminadas. El aumento de la 
actividad catalasa en M. galloprovincialis se encuentra 
significativamente relacionada con la temperatura, la salinidad y la 
duración de las horas de luz (Vlahogianni et al., 2007). La importancia 
de las enzimas catalasa en la regulación del estrés oxidativo es 
ampliamente reconocida. CAT es considerada un biomarcador de gran 
interés, sensible al estrés ambiental, que se utiliza para detectar el 
efecto biológico en el estado redox de los organismos bivalvos (Song 
et al., 2010). 

1.2.4.6.3 Glutatión Peroxidasa (GPx) 

GPx es el nombre general de una familia de enzimas con 
actividad peroxidasa, cuyo principal papel biológico es proteger al 
organismo del daño oxidativo. Su función es reducir hidroperóxidos 
lipídicos a sus correspondientes alcoholes y el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) a agua. La detección de actividad GPx y la identificación de 
moléculas GPx sugieren que dichas enzimas pueden responder a la 
infección bacteriana y a la exposición a peróxido de hidrógeno, 
estando implicados en la protección frente al estrés oxidativo y en la 
defensa inmune de bivalvos (Soldatov et al., 2007). Actividad GPx se 
ha detectado en los siguientes organismos bivalvos; Corbicula 
fluminea (Bigot et al., 2009), Pinna nobilis (Box et al., 2009), M. 
galloprovincialis (Soldatov et al., 2007),  R. decussatus (Bebianno et 
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al., 2004). Además se han publicado estudios sobre genes GPx 
clonados de bivalvos, tales como D. polymorpha, Unio tumidus y C. 
gigas (Jo et al., 2008).  

1.2.4.6.4 Glutatión S-Transferasa (GST) 

Las GSTs comprenden una clase de dímeros de proteínas 
enzimáticas que catalizan la conjugación de glutatión a una amplia 
variedad de compuestos hidrófobos a través de la formación de un 
enlace tioéter con su centro electrófilo. GSTs son las principales 
enzimas de desintoxicación, se encuentran principalmente en el citosol 
y funcionan como un sustrato de enzimas antioxidantes para eliminar 
el oxígeno reactivo inducido por los compuestos xenobióticos, 
proporcionar protección contra electrófilos y productos del estrés 
oxidativo (Hoarau et al., 2002). Poblaciones de mejillones expuestas a 
aguas residuales no tratadas exhiben alta actividad GST como 
resultado de un aumento de las actividades de conjugación (Moreira & 
Guilhermino, 2005). También se observó un rápido aumento de las 
actividades GST en cultivos de Pecten maximus tratados con tributilo, 
sulfonato de etilmetano y la fracción soluble en agua de petróleo 
crudo, de manera dosis dependiente (Le Pennec & Le Pennec, 2003). 
Las GSTs de bivalvos se han utilizado como biomarcador ambiental 
ya que responden a la exposición potencial de contaminación 
ambiental. 

 1.2.4.7 Metalotioneínas (MTs) 

Las metalotioneínas (MTs) son una superfamilia de proteínas 
ricas en cisteína de bajo peso molecular con alta afinidad por metales 
pesados y presentes en una amplia variedad de organismos. Diversas 
funciones se han atribuido a las MTs, tales como homeostasis y 
detoxificación en respuesta a metales, captura de radicales libres y 
protección contra estrés oxidativo. Se han identificado MTs en 
moluscos bivalvos como M. galloprovincialis expuestos a ambientes 
contaminados (Fasulo et al., 2008). En P. viridis se encontró una 
relación negativa entre el índice de condición y la cantidad de MT 
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(Lemus et al., 2013). En A. irradians se observó un aumento drástico 
de dicha proteína después de la exposición a cadmio y a bacterias 
(Wang et al., 2009a), además de observar varias isoformas asociadas 
con la susceptibilidad o tolerancia al estrés térmico (Yang et al., 
2013). También se han observado distintas isoformas de MT en C. 
gigas que mostraban una asociación preferencial por distintos metales 
como cadmio, cobre o zinc (Piano et al., 2004) y parecían indicar una 
susceptibilidad diferencial a la mortalidad estival (David et al., 2012). 
En C. hongkongensis se observó una sobre-expresión de MT asociada 
a la exposición prolongada a metales (Luo et al., 2014). En O. edulis 
la expresión de la proteína aumenta significativamente en tejidos de 
individuos expuestos a estrés térmico (Jenny et al., 2004). Por tanto, 
las metalotioneínas están claramente implicadas en el sistema 
defensivo de bivalvos. 

 1.2.4.8 Proteínas de choque térmico (HSPs)   

Las proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) 
presentan funciones relacionadas con procesos de plegamiento 
proteico, donde actúan como chaperonas ayudando a la obtención de 
la estructura tridimensional de las proteínas, lo que les confiere un 
papel fundamental en procesos de desarrollo y de diferenciación 
celular, tráfico proteico y proteólisis. Desempeña papeles importantes 
en respuesta a condiciones de estrés potencialmente dañinas, al evitar 
toxicidad y muerte celular protegiendo células y tejidos contra el daño 
(Robert, 2003; Tsan & Gao, 2009). Además dichas proteínas también 
están relacionadas con la defensa frente a patógenos (Wirth et al., 
2002; Pockley, 2003). 

La exposición de células de una amplia variedad de organismos a 
grandes variaciones  de temperatura induce la síntesis de proteínas 
HSP, que por detectarse de este modo, se denominan proteínas de 
choque térmico. Sin embargo se ha demostrado que la expresión de las 
mismas puede verse también inducida por otros estímulos estresantes 
como hipoxia, la presencia de metales pesados, radicales de oxígeno, 
radiación, cambios osmóticos, agentes físicos y químicos o cualquier 
otro factor que produzca un estrés celular (Veldhuizen-Tsoerkan et al., 
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1991). Las proteínas HSP están codificadas por una familia de genes 
conservados en la evolución, presentes tanto en organismos eucariotas 
como procariotas. Se clasifican en subfamilias dependiendo de su peso 
molecular que puede variar entre 15 y 110 kDa; aquellas con un peso 
molecular entre 12 y 43 kDa se conocen como pequeñas HSPs (small 
Heat Shock Proteins, sHSPs) (Hightower & Hendershot, 1997; Jaya et 
al., 2009).  

Se ha llevado a cabo la caracterización molecular de algunas 
formas de HSP así como de una proteína emparentada con ellas que, 
debido a su semejanza, se la conoce como proteína cognada de choque 
térmico o HSC. Son varias las especies de moluscos donde se han 
caracterizado parcial o totalmente alguna de estas proteínas; en el caso 
de la ostra C. gigas se han identificado la HSC72 y 70 así como la 
HSP70 (Boutet et al., 2003b; Gourdon et al., 2000). En C. virginica se 
ha clonado y analizado una secuencia de HSP70 (Rathinam et al., 
2000), la expresión de varios HSPs (HSP60, HSP69, HSP72-77 y 
HSP90) se han estudiado en la misma especie como respuesta al estrés 
térmico y a la exposición a metales (Ivanina et al., 2009). En O. edulis 
se caracterizaron las formas genómicas y de cDNA de la HSC y 
HSP70, la expresión de esta última es un signo temprano de estrés 
termal, además de indicar exposición a metales pesados (Boutet et al., 
2003a; Piano et al., 2004, 2002). En las vieiras A. irradians y C. 
farreri, se caracterizaron la HSP70 y 90 respectivamente (Gao et al., 
2007; Song et al., 2006a), ambas proteínas también fueron detectadas 
en la oreja de mar, Haliotis tuberculata (Farcy et al., 2007). En M. 
galloprovincialis se identificó la unidad transcripcional del gen hsp70 
y varias formas expresadas en el citoplasma (Kourtidis et al., 2006; 
Kourtidis & Scouras, 2005). En C. hongkongensis se observó una 
inducción de HSP70 como respuesta al cobre y otros contaminantes 
(Zhang & Zhang, 2012).  

A pesar de que tradicionalmente la expresión de las HSPs se ha 
utilizado como marcador en procesos de estrés y contaminación, su 
modulación también se ha relacionado con procesos inmunes ya que 
su expresión se ha visto incrementada tras la estimulación de 
hemocitos de bivalvos con Vibrio anguillarum (Cellura et al., 2007; 
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Song et al., 2006a). En el berberecho Cerastoderma edule la 
expresión de HSP70 y 90 se ve modificada como respuesta a 
neoplasia (Díaz et al., 2010). En la almeja Tegillarca granosa se 
observó una sobreexpresión de sHSPs después de su exposición a 
Vibrio parahaemolyticus y LPS, confiriéndoles un papel en la 
inmunidad contra bacterias (Bao et al., 2011). HSP90 se describió en 
C. honkongensis y su expresión se ve inducida en hemocitos 
expuestos a elevada salinidad y a distintas bacterias, lo que sugiere 
roles en la respuesta al estrés osmótico y a la invasión bacteriana (Fu 
et al., 2011). Se han identificado diferencias en la expresión de HSP70 
entre grupos de ostras de O. edulis y entre las especies O. edulis y C. 
gigas, sugiriendo que dichas diferencias puedan estar relacionadas con 
la susceptibilidad a estrés y a enfermedades como bonamiosis 
(Comesaña Lestayo, 2008). Se ha demostrado que una HSP90 de B. 
ostreae participa en la internalización del parásito en los hemocitos de 
O. edulis (Prado-Alvarez et al., 2013). Además se han encontrado 
varias ESTs con homología a HSP en varias librerías construidas tras 
una estimulación bacteriana o parasitaria (Gestal et al., 2007; Kang et 
al., 2006; Tanguy et al., 2004) apoyando la hipótesis del posible papel 
de HSPs en mecanismos de defensa. De manera que las HSPs podrían 
utilizarse como potentes biomarcadores de contaminación ambiental, 
además de servir como indicadores de salud en organismos bivalvos. 

 1.2.4.9 Péptidos bioactivos 

Los péptidos bioactivos son proteínas que se sintetizan en las 
células en forma de prepropéptidos de gran tamaño, los cuales se 
rompen y modifican para dar lugar a productos activos. Como 
moléculas de señalización, los péptidos bioactivos juegan importantes 
papeles en las funciones fisiológicas y en la patogénesis (Sharma et 
al., 2011). En hemocitos de bivalvos, se han identificado algunos 
receptores de péptidos bioactivos como la proopiomelanocortina 
(POMC), la β-endorfina, hormona adrenocorticotrófica (HTCA) y 
receptores de α-melanotropina (Ottaviani et al., 1998; Stefano et al., 
1989).  
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 1.2.4.10 Profenoloxidasa (proPO)  

La fenoloxidasa (PO) es una enzima dependiente de cobre, que 
cataliza la reacción mediante la que se convierten sustancias fenólicas 
a quinonas inestables como la dopaquinona. Dicha enzima se presenta 
inicialmente inactiva en su forma de pro-enzima (proPO), la cascada 
de proPO se desencadena tras la activación mediante una serie de 
estímulos, entre los que destacan moléculas derivadas de microbios, 
tales como los componentes de la pared celular de levaduras y 
bacterias como los β- glucanos, el LPS o los peptidoglicanos. Los 
PRRs se unen estas moléculas e inician el sistema proPO a través de 
una cascada proteolítica rápida. El paso del precursor proPO a la 
forma activa requiere una cascada de señales mediadas por proteasas 
serínicas (Cerenius et al., 2010). Finalmente, se produce una reacción 
proteolítica mediada por la enzima activadora de la proPO (ppA) que 
da lugar a la PO en su forma enzimáticamente funcional mediante un 
proceso muy similar a lo que ocurre en la cascada del complemento 
(Cerenius & Söderhäll, 2004). Entre las diferentes funciones de este 
sistema pro-PO se encuentra la de activar el proceso de fagocitosis y 
encapsulación (Söderhäll & Cerenius, 1998).  

La presencia de la PO se ha demostrado en varios bivalvos, entre 
otros en la ostra del pacífico C. gigas (Hellio et al., 2007). En la 
misma especie la estimulación de la actividad PO por diferentes 
inductores se ha detectado en estadíos muy tempranos en el desarrollo 
de la ostra (Thomas-Guyon et al., 2009). En R. philippinarum se 
observó que ciertos metales iónicos inhibían la actividad PO (Cong et 
al., 2005). Dicha enzima también se ha  identificado en M. 
galloprovincialis (Carballal et al., 1997b) y en R. decussatus (López 
et al., 1997c). En la ostra Saccostrea glomerata el proceso de 
fagocitosis estimula la actividad enzimática de la fenoloxidasa, lo que 
conlleva una mecanización importante de los fagosomas, tanto por 
estimulación con diversos inductores del sistema inmune (Aladaileh et 
al., 2007), como con el parásito Martelia sydneyi, siendo un sistema 
clave en la defensa contra dicho protozoo (Butt & Raftos, 2008). A 
pesar de que la actividad fenoloxidasa no mostró diferencias 
significativas entre ostras O. edulis libres de infección y ostras 
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infectadas por B. ostreae, se observó una tendencia constante de 
menor actividad fenoloxidasa en las ostras infectadas, sugiriendo una 
posible inhibición de esta actividad por el parásito o la propensión de 
ostras con baja actividad fenoloxidasa a adquirir la infección 
(Comesaña 2008). En todas estas especies, la presencia de la proPO se 
ha detectado tanto en la hemolinfa como en el interior de los 
hemocitos (Hellio et al., 2007). Además, la expresión de la proPO se 
puede modular por estímulos como bacterias o parásitos (Bezemer et 
al., 2006; Muñoz et al., 2006). 

 1.2.4.11 Proteínas plasmáticas principales 

Las proteínas plasmáticas principales son un grupo de proteínas 
que comparten alta homología en algunos bivalvos marinos, se cree 
que están implicadas en la defensa del huésped. Una de las principales 
proteínas plasmáticas llamada dominina, se ha purificada y 
caracterizada en la ostra C. virginica (Itoh et al., 2011). La secuencia 
de aminoácidos de dominina es similar a cavortina de la ostra C. gigas 
(Scotti et al., 2007); a pernina del mejillón Perna canaliculus (Scotti 
et al., 2001), y a una proteína marcada como la superóxido dismutasa 
extracelular de la ostra S. glomerata (Green et al., 2009). Se cree que 
dominina y sus homólogos son proteínas multifuncionales que 
posiblemente están implicados en antioxidación, reparación de 
heridas, transporte de metal y mineralización, además de en el sistema 
inmune. Aunque la expresión de genes dominina aumenta tras la 
exposición a P. marinus, su papel de defensa aún no está claro (Itoh et 
al., 2011). En las almejas Mya arenaria y Mercenaria mercenaria se 
han aislado proteínas similares (Abebe et al., 2007). 

 1.2.4.12 Histonas 

Las histonas contribuyen a la respuesta inmune innata ya que 
poseen actividad antimicrobiana, su expresión aumenta en la respuesta 
inmune y son capaces de unirse a LPS y otros PAMPs para eliminar 
diversos patógenos (Nikapitiya & Dorrington, 2013). Un estudio en C. 
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virginica indicó que la histona H4 podría estar implicada en la defensa 
de la ostra contra la actividad bacteriana (Dorrington et al., 2011). 

 1.2.4.13 Inhibidor de metaloproteinasa de tejidos (TIMP) 

Los componentes de la matriz extracelular de eucariotas controlan 
la diferenciación celular, el comportamiento y el destino celular, 
debido a que cambian e interaccionan constantemente. Las enzimas 
implicadas en este proceso son la familia de metaloproteinasas de 
matriz (MMPs) cuya actividad está controlada por los inhibidores de 
metaloproteinasas (TIMPs). Los componentes de la matriz 
extracelular sirven como lugares de acoplamiento para la invasión de 
patógenos. Proteasas de varios patógenos como bacterias o protozoos 
activan MMPs latentes o inactivan TIMPs, contribuyendo a daños en 
el tejido y destruyendo las barreras para una mejor expansión del 
patógeno. TIMP es un factor importante en la curación de heridas y 
otros mecanismos de defensa en la ostra C. gigas. La expresión del 
tránscrito en hemocitos aumenta como respuesta a sustancias 
secretadas/excretadas por bacterias, probablemente proteasas o MMPs 
(Montagnani et al., 2007). 

 1.2.4.14 Quitinasa 

El polímero de quitina es una repetición de N-acetil-ß -D-
glucosamina que se encuentra abundantemente en los intertegumentos 
de nematodos, moluscos, hongos y protozoos, entre otros. Las 
enzimas quitinasas poseen un papel importante en la regulación del 
crecimiento y remodelación de este polímero, y podrían tener un rol 
fundamental en la defensa y degradación de patógenos poseedores de 
quitina. En C. gigas el tránscrito de un homólogo de quitinasa está 
sobreexpresado en hemocitos como respuesta a estímulos bacterianos 
(Badariotti et al., 2007). 

Recientemente, se ha caracterizado un efector antimicrobiano con 
dominios de unión a quitina en Mytilus coruscus (Qin et al., 2014). Su 
expresión aumenta considerablemente en respuesta al enfrentamiento 
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bacteriano; en la región C-terminal presenta un precursor homólogo a 
quitinasa responsable de la actividad antimicrobiana. Se cree que hay 
una alta incidencia de dominios de unión a quitina en bivalvos; en el 
genoma de ostra se encontraron 76 proteínas con dicha característica 
(Gerdol & Venier, 2015). 

 1.2.4.15 Proteasas e inhibidores de proteasas 

Las proteasas son enzimas con funciones reguladoras en 
diferentes procesos fisiológicos, entre otros en la coagulación (Takada 
et al., 1994), la inflamación (Hiemstra, 2002) y la respuesta inmune 
(Gorman et al., 2000). Las proteasas no solo están presentes en 
bivalvos, sino también en organismos patógenos, que las utilizan 
como herramientas de protección contra los mecanismos defensivos 
del hospedador; siendo  capaces de modular la inmunidad del 
hospedador en diferentes niveles, desde el reconocimiento de los 
receptores a los efectores inmunes (Donnelly et al., 2011). Estas 
proteínas facilitan la invasión del patógeno entre los tejidos del 
hospedador y pueden llegar a reducir la actividad lisozima y 
aglutinante del hemocito (La Peyre et al., 1996), así como causar 
alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular (Paynter et 
al., 1995). Para contrarrestar estos efectos existen proteínas 
denominadas inhibidores de proteasas (PI) que se centran en la lucha 
contra los organismos patógenos para evitar su propagación 
(Armstrong, 2006). En bivalvos, se han detectado inhibidores de 
proteasas en las ostras C. gigas y C. virginica,  en la ostra perlífera P. 
fucata (La Peyre et al., 2010; Montagnani et al., 2001; Xue et al., 
2006; D. Zhang et al., 2013), algunos de ellos implicados en la 
defensa contra protozoos parásitos, y en las vieiras A. irradians y C. 
farreri (Wang et al., 2009b; Zhu et al., 2006). 

 1.2.4.16 Proteínas plasmáticas relacionadas con Fe+2 

Extracelularmente el Fe+2 se une a la transferrina, en el medio 
intracelular el hierro se une a la ferritina. La lactoferrina está 
relacionada con la transferrina y se encuentra en los lisosomas. La 



 Introducción General 

65 

competencia por el hierro entre el patógeno y la célula huésped influye 
en el desenlace de la infección. Se ha demostrado que la cavortina, 
proteína plasmática de ostras C. virginica, es capaz de secuestrar 
hierro limitando la disponibilidad de este metal esencial para los 
patógenos, lo que sugiere un posible papel en los mecanismos de 
defensa del hospedador (Itoh et al., 2011). Se ha observado que la 
presencia de transferrina y lactoferrina en los medios de cultivo del 
parásito P. marinus inhibe su crecimiento (Gauthier et al., 1995; 
Gauthier & Vasta, 1994). En la almeja M. mercenaria se observaron 
diferencias en el nivel de expresión de la ferritina dependiendo de la 
susceptibilidad o resistencia a bacterias (Perrigault & Allam, 2012). 

 1.2.4.17 Bactericidas o proteínas que aumentan la 
permeabilidad (BPIs) 

Bactericidas o proteínas que aumentan la permeabilidad (BPIs) 
son proteínas conservadas en la evolución y presentes en los moluscos 
capaces de unirse a LPS y causar la destrucción bacteriana por 
aumento de la permeabilidad de la membrana citoplasmática 
bacteriana. En bivalvos se han identificado proteínas bactericidas en 
C. gigas (Gonzalez et al., 2007b) y en Scapharca broughtonii (Mao et 
al., 2013). 

1.2.5 Procesos celulares con especial importancia en el sistema 
inmune 

Existen una serie de mecanismos celulares imprescindibles para el 
buen funcionamiento y la homeostasis de los seres vivos, dichos 
procesos también son de vital importancia en la respuesta inmune de 
bivalvos. 

 1.2.5.1 Muerte celular programada (PCD) 

La muerte celular programada (PCD: Programmed cell death) 
juega un papel importante en la eliminación de células dañadas o 
perjudiciales y en el funcionamiento normal del organismo, 
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incluyendo el desarrollo embrionario, la morfogénesis de los tejidos y 
los procesos patológicos (Vaux & Korsmeyer, 1999). El proceso más 
estudiado de PCD es la apotosis, aunque éste no es el único tipo de 
PCD en los organismos multicelulares; existen otras formas altamente 
conservadas de PCD como la necrosis o la autofagia (Edinger & 
Thompson, 2004; Walsh & Edinger, 2010). 

 1.2.5.2 Apoptosis 

Dentro de las diferentes funciones defensivas de las células 
inmunes de moluscos, la muerte celular programada apoptótica o 
apoptosis tiene una especial interés por su papel de gran importancia 
en la adecuada eliminación de células infectadas o dañadas (Terahara 
& Takahashi, 2008). Este proceso se describe como aquella forma de 
PCD que elimina células dañadas o superfluas de manera controlada, 
minimizando el daño y la disrupción a las células vecinas y que es 
vital para el desarrollo embrionario, sistema inmune y homeostasis de 
los tejidos (Repnik & Turk, 2010). Durante el proceso apoptótico no 
tienen lugar reacciones inflamatorias asociadas a la apoptosis 
propiamente dicha, ni tampoco durante la eliminación de las células 
apoptóticas, debido a que éstas no liberan los constituyentes celulares 
al tejido intersticial que la rodea, porque son fagocitadas rápidamente 
por las células circundantes previniendo así una necrosis secundaria. 
Además, las células ingeridas no producen citoquinas anti-
inflamatorias (Savill & Fadok, 2000). La apoptosis está definida por 
una serie de cambios morfológicos que afectan a una única célula o 
pequeños grupos celulares (Elmore, 2007) que son consecuencia de 
una serie de cambios moleculares y bioquímicos propios del proceso 
apoptótico.  

La apoptosis juega un papel clave en la defensa de moluscos 
contra parásitos protozoos, patógenos y en procesos de toxicidad 
ambiental causada por diferentes contaminantes y sustancias tóxicas 
(Kiss, 2010; Schaumburg et al., 2006; Sokolova, 2009). Al ser un 
proceso inmunológicamente silencioso, que no induce inflamación, se 
piensa que la apoptosis de las células infectadas puede amortiguar la 
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propagación del patógeno y proteger la integridad de los tejidos 
circundantes mediante la limitación de la inflamación potencialmente 
perjudicial (Birge & Ucker, 2008; Sokolova, 2009). 

Los hemocitos de C. gigas muestran una inducción de la 
apoptosis durante la fagocitosis de bacterias Planococcus citraeus. El 
proceso de apoptosis se relaciona con el estallido respiratorio de 
hemocitos, sugiriendo que la apoptosis puede estar inducida por el 
daño oxidativo sufrido en los hemocitos durante la eliminación de 
patógenos fagocitados (Terahara & Takahashi, 2008). Gervais et al. 
2016 sugieren que el contacto de los hemocitos de la ostra O. edulis 
con el parásito Bonamia ostreae induce una respuesta específica que 
activa la vía de apoptosis. En C. gigas se produce un incremento de la 
apoptosis como consecuencia de la infección por el parásito 
intracelular P. marinus, que posteriormente retorna a niveles basales, 
lo que podría deberse a una inhibición del proceso por parte del 
parásito (Foster et al., 2011; Sokolova, 2009). La infección por P. 
marinus resulta en una activación de la apoptosis más rápida en los 
hemocitos de ostras derivadas de cepas resistentes al parásito que en 
las ostras susceptibles, lo que sugiere que una rápida inducción de 
apoptosis podría ser un mecanismo defensivo efectivo contra el 
protozoo (Goedken et al., 2005). Morga et al. 2012, relatan la posible 
inhibición de la apoptosis por parte de B. ostreae en los hemocitos de 
O. edulis, mecanismo de gran importancia en la defensa del 
hospedador contra el parásito (Gervais et al., 2016). 

Sin embargo, la apoptosis no es el único tipo de la muerte celular 
programada en los organismos multicelulares, existen otras formas 
altamente conservadas de PCD como la necrosis o la autofagia 
(Edinger & Thompson, 2004; Walsh & Edinger, 2010). 

 1.2.5.3 Necrosis  

La necrosis se define como una forma de muerte celular pasiva, es 
el resultado de una catástrofe bioenergética que provoca la 
disminución del ATP hasta reducirse a niveles incompatibles con la 
supervivencia celular (Edinger & Thompson, 2004). Al contrario de la 
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apoptosis, proceso controlado y regulado, en la necrosis se producen 
una serie de eventos no controlados que provocan graves daños 
irreversibles. Se origina a partir de perturbaciones ambientales con 
liberación incontrolada de contenido celular inflamatorio al tejido 
circundante, en dicho proceso la célula sufre daños, resultando en una 
pérdida de la integridad de la membrana plasmática, vacuolización del 
citoplasma, hinchazón o inflamación y trastorno celular (Edinger & 
Thompson, 2004). 

 1.2.5.4 Autofagia 

La muerte celular por autofagia lleva asociada la degradación 
celular por lisozimas internas (Bursch, 2001). Existen importantes 
conexiones entre la muerte celular apoptótica y la autofágica dado que 
ocurren de manera simultánea en muchos procesos. Consiste en el 
paso por parte de las células, a un programa catabólico en el que tiene 
lugar la degradación de constituyentes celulares con el objetivo de 
producir energía como un mecanismo de supervivencia durante 
periodos de estrés nutricional (Edinger & Thompson, 2004). La célula 
puede secuestrar orgánulos dañados y proteínas de vida larga que son 
encapsulados en una vacuola bicapa autofágica denominada 
autofagosoma. Posteriormente, las moléculas son transportadas a los 
lisosomas donde tendrá lugar la degradación y reciclaje enzimático.  

1.2.6 Inmunomodulación neuroendocrina (NEI)  

La red reguladora NEI consiste en la existencia de una red de 
retroalimentación unificada entre los sistemas nervioso, endocrino e 
inmune. Recientemente se ha conocido el sistema NEI en ostras, capaz 
de modular la respuesta inmune a través del sistema "hemocito-
nervioso" mediado por una vía similar al eje inmunomodulador 
neuroendocrino (NIA) (Liu et al., 2016a, 2017), a la que pertenecen 
varias hormonas, neurotransmisores, enzimas clave y receptores 
identificados en dichos bivalvos. Además, se ha demostrado que los 
moluscos son los animales más primitivos con un sistema NEI 
completo (Liu et al., 2016a).  
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 1.2.6.1 Inmunomodulación catecolaminérgica 

El sistema neuroendocrino catecolaminérgico se compone 
principalmente de catecolaminas (CA), enzimas metabólicas de CA y 
receptores de CA (Kvetnansky et al., 2009). Las CA, familia a la que 
pertenecen la dopamina (DA), la norepinefrina (NE) y la epinefrina 
(EN), son uno de los primeros neurotransmisores aparecidos durante 
la ontogénesis de las larvas de ostra; y actúan como señal de 
regulación en proliferación celular, diferenciación y neurogénesis en 
etapas de desarrollo más tempranas (Z. Zhou et al., 2012). En ostras 
adultas, la síntesis y liberación de CA se ha estudiado en hemolinfa, 
manto y branquias (Lacoste et al., 2001b, 2002). Tres importantes 
enzimas metabólicas de catecolaminas, dopa decarboxilasa (DDC), 
fenilalanina hidroxilasa (PAH) y monoaminooxidasa (MAO), así 
como homólogos de los receptores adrenérgicos α1 y α2 se han 
identificado en ostras (Boutet et al., 2004c; Aladaileh et al., 2008; B. 
Yang et al., 2012; McDowell et al., 2014; Liu et al., 2016a). Estos 
resultados sugieren que la ostra posee un sistema neuroendocrino 
catecolaminérgico completo que es estructuralmente similar a los de 
organismos superiores. 

La regulación inmune bajo estrés biótico y abiótico es una de las 
actividades más importantes moduladas por las CA durante las etapas 
larvarias de la ostra (Liu et al., 2015b). NE presenta efectos negativos 
sobre la apoptosis de hemocitos y la fagocitosis a través de los 
receptores de hemocitos de ostra (Lacoste et al., 2001b; Liu et al., 
2016a, 2017). Por ejemplo, el tratamiento con NE disminuye el 
contenido total de proteínas y las actividades de PAH y fosfatasa ácida 
en la ostras S. glomerata (Aladaileh et al., 2008). NE se asocia con 
una mayor susceptibilidad a la infección bacteriana en la ostra adulta 
C. gigas (Adamo, 2008). NE modula la producción de especies 
reactivas de oxígeno en hemocito a través de receptores ß -
adrenérgicos en C. gigas (Lacoste et al., 2001b, 2002). Además, una 
red completa relacionada con el sistema inmune que comprende 
PRRs, receptores intracelulares, transductores de señalización y 
efectores inmunes está modulada por NeurimmiRs sensibles a NE 
(microARN que interactúan con el sistema NEI), indispensable para 
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que los hemocitos de ostra respondan al estrés y la infección (Chen et 
al., 2015). 

 1.2.6.2 Inmunomodulación colinérgica 

La acetilcolina (ACh) es un importante neurotransmisor del 
sistema nervioso colinérgico sintetizado por la colina acetiltransferasa 
(ChAT) e hidrolizado por la acetilcolinesterasa (AChE) (Deiana et al., 
2011). En los últimos años, el sistema nervioso colinérgico se ha 
identificado en bivalvos (Shi et al., 2012, 2014, 2015). Las actividades 
enzimáticas de AChE se han observado en la lisis hemocítica de C. 
gigas y en tejidos, incluidas branquias, manto, intestino y músculo de 
C. hongkongensis (Zha et al., 2013). Además, se ha identificado un 
homólogo del receptor de ACh muscarínico (CgmAChR) de C. gigas, 
y su ARNm está ampliamente distribuido en diversos tejidos (Liu et 
al., 2016a). Estas evidencias demuestran la existencia de la vía 
colinérgica antiinflamatoria en la ostra. El sistema neuroendocrino 
colinérgico se puede activar mediante estimulación inmune y tiende a 
regular negativamente la respuesta inmune a una escala de tiempo 
prolongado (Liu et al., 2016a). En C. gigas, ACh influye en la 
expresión del ARNm de: TNF, factores de transcripción AP-1 y NF-
κß, así como en la apoptosis y fagocitosis de hemocitos (Liu et al., 
2016b). CgmAChR, funciona en el sistema inmunitario 
neuroendocrino colinérgico y contribuye a la regulación de la 
expresión de TNF y al proceso de apoptosis (Liu et al., 2016c). ACh 
lleva a cabo una regulación sinérgica junto con neurotransmisores 
como encefalina (ENK) durante la respuesta inmune; CgmAChR se 
une rápidamente a ENK en una etapa temprana para la eliminación de 
patógenos invasores, pero luego se une a ACh en lugar de a ENK 
durante las últimas etapas para evitar la hiperinmunidad (Liu et al., 
2017). Además, se ha comprobado que un microARN (miARN) de C. 
gigas reprime la síntesis/liberación de Ach y la absorción de colina en 
hemocitos durante la etapa temprana de la infección por Vibrio (Chen 
et al., 2016). 
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 1.2.6.3 Inmunorregulación del sistema nítrico oxidasa 

El óxido nítrico (NO) es una importante molécula de señalización 
involucrada en una amplia gama de procesos fisiológicos, entre los 
que destaca la defensa inmune (Bogdan et al., 2000; Bogdan, 2001). 
En ostras, el parásito protozoario P. marinus podría activar la 
respuesta al NO tanto in vitro como in vivo, indicando que NO 
participa en la defensa de C. virginica ante la infección experimental 
con P. marinus (Villamil et al., 2007). NOS es el miembro más 
importante en el sistema NO por su papel exclusivo en la síntesis de 
novo de NO; en ostras C. gigas se ha identificado una isoforma NOS 
(CgNOS) que se encuentra en los hemocitos (Jiang et al., 2015). La 
coestimulación de LPS y TNF-α induce la translocación de CgNOS de 
la membrana al citoplasma de los hemocitos (Jiang et al., 2016). 
Además, la inducción y la activación de CgNOS se inician mediante la 
activación de CgNF-κß  y CgSTAT. Estos resultados sugieren que 
CgNOS es un antiguo NOS que ejerce todas las funciones asignadas a 
diversas las isoformas de NOS de mamíferos (Jiang et al., 2016). 

 1.2.6.4 Inmunorregulación de neuropéptidos  

Los neuropéptidos abarcan una clase diversa de moléculas de 
señalización celular que se producen y liberan a partir de neuronas a 
través de una vía secretora regulada (Stewart et al., 2014). En el 
genoma de C. gigas se han identificado 64 genes de neuropéptidos, 
además hoy 300 precursores de péptidos bioactivos, incluidos tres 
precursores de neuropéptidos identificados recientemente 
PFGx8amida, RxIamida y Wx3Yamida, la hormona liberadora de 
gonadotropina (GnRH) y dos hormonas ponedoras de huevos (ELH) 
(Zhang et al., 2012; Stewart et al., 2014). Dos péptidos relacionados 
con GnRH (CgGnRH-A y CgGnRH-G) se caracterizan por 
espectrometría de masas a partir de extractos de ganglios viscerales de 
C. gigas (Bigot et al., 2012). Además, se han detectado Leu-ENK y 
Met-ENK en hemocitos y hemolinfa de C. gigas (Liu et al., 2008). Al 
igual que en vertebrados, los neuropéptidos identificados en la ostra 
juegan un papel importante en la regulación inmune. Leu-ENK regula 
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la actividad CAT y el contenido de H2O2 a través de la unión con 
receptores de neuropéptidos en C. gigas (Liu et al., 2008). Durante la 
ontogénesis de la ostra, el sistema nervioso encefalinérgico regula las 
expresiones de factores inmunitarios, las actividades antibacterianas y 
de PO, así como la concentración de citoquinas a través del 
neurotransmisor Met-ENK (Liu et al., 2015b). El receptor específico 
para Met-ENK puede modular funciones fagocíticas y antibacterianas 
de los hemocitos a través de los segundos mensajeros Ca2þ y cAMP, 
imprescindible para la eliminación de patógenos y el mantenimiento 
de la homeostasis en ostras (Liu et al., 2015a). Existe una regulación 
sinérgica de ENK y ACh/NE; citoquinas y factores de transcripción 
como TNF, AP-1 y NF-κß desempeñan papeles importantes en la 
inmunomodulación de ENK/ACh/NE (Liu et al., 2016a). Se hipotetiza 
que los hemocitos, como células inmunes, constituyen el eje 
neuroendocrinoinmune (NIA) "hemocito-nervioso" con el sistema 
nervioso para mediar la inmunomodulación neural en ostras (Liu et 
al., 2017). 

 1.2.6.5 Inmunorregulación GABAérgica 

El sistema GABAérgico es un sistema neurotransmisor inhibitorio 
ubicuo que coopera con el sistema glutamatérgico excitatorio para 
ejercer un profundo efecto sobre el sistema nervioso y las células 
inmunes. Recientemente, se han identificado un homólogo de GAD 
(ácido glutámico descarboxilasa) (CgGAD) y GABA (ácido γ-
aminobutírico) en ostras C. gigas. CgGAD se encuentra 
principalmente en granulocitos, mientras que GABA existe 
principalmente en hemolinfa. Ambas responden dinámicamente a la 
estimulación de LPS. CgGAD es capaz de promover la producción de 
GABA, y GABA podría inhibir notablemente la respuesta inmune 
estimulada por LPS, la concentración de NOS, la fagocitosis y las 
tasas de apoptosis de inmunocitos (Li et al., 2016a, 2016b). Estos 
resultados demuestran en primer lugar que los neurotransmisores de 
aminoácidos existen en ostras y están implicados en la regulación 
inmune.  
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 Las ostras han desarrollado un sistema NEI primitivo en la 
estructura pero complicado en función, que es similar al de 
vertebrados. Este sistema NEI participa en muchos procesos 
fisiológicos, especialmente en la regulación inmune de la ostra. Sin 
embargo, la información sobre el sistema NEI es todavía limitada, el 
sistema neuroendocrino es una red extremadamente complicada, y 
cualquier cambio leve puede tener consecuencias totalmente 
diferentes. Las investigaciones más exhaustivas y ecológicas serán 
críticas para una mejor comprensión de los patrones de regulación del 
sistema NEI (Wang et al., 2018). 
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1.3 PROTEÓMICA 

1.3.1 Proteínas, proteoma y proteómica 

Las proteínas son moléculas orgánicas compuestas por 
aminoácidos unidos entre sí mediante enlaces peptídicos que 
adquieren una estructura tridimensional secundaria, terciaria y/o 
cuaternaria característica. Estas moléculas tienen un papel crucial en 
todos los organismos vivos, pudiendo actuar como enzimas 
catalizadoras de muchas reacciones químicas esenciales del 
metabolismo celular, o constituyendo el esqueleto o sistema de sostén 
de la célula y los tejidos, así como de diferentes estructuras 
subcelulares. También hay que resaltar el papel que juegan en el 
mantenimiento de la estructura del DNA y durante la transcripción y 
replicación del mismo. Además, las proteínas participan en motilidad, 
en señalización celular, actúan como hormonas en el sistema 
endocrino, como transportadoras en la sangre, como efectores en el 
sistema inmunitario, en mitosis y meiosis, entre otros. La importancia 
de las proteínas se ve resaltada por su participación en la mayoría de 
procesos y funciones celulares. Por tanto, las proteínas son esenciales 
para controlar las diversas funciones de los sistemas biológicos; no 
sólo a través de la ubicación y la cantidad, sino también a través de 
varias modificaciones posttraduccionales y de interacciones proteína-
proteína (Diz et al., 2012a). 

El término proteoma fue acuñado por Wilkins et al. (1996) y se 
define como la dotación completa de las proteínas expresadas por el 
genoma de un organismo, tejido o célula en un momento dado. La 
proteómica es el campo desarrollado para estudiar el proteoma 
(Williams & Hochstrasser, 1997), el estudio a gran escala de las 
proteínas pertenecientes a un sistema biológico (Pandey & Mann, 
2000), con el fin de obtener una visión global e integrada de los 
procesos celulares. La proteómica no sólo incluye la identificación y 
cuantificación de proteínas, sino también la determinación de sus 
localizaciones, modificaciones, interacciones, actividades y funciones 
(Fields, 2001; Schrimpf et al., 2009). 
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Los proteomas de células son extremadamente complejos, la 
mayoría de las actividades que ocurren en una célula son llevadas a 
cabo mediante proteínas, pudiendo llegar a contener varios miles de 
proteínas diferentes. Para caracterizar el proteoma de una célula, es 
importante tener en cuenta que el proteoma es dinámico siendo el 
reflejo del medio ambiente en el que es estudiado. Sus componentes 
varían entre organismos, tejidos, células u orgánulos y como respuesta 
a estímulos externos e internos pueden ser modificadas 
posttraduccionalmente, translocadas, sintetizadas o degradadas, por lo 
que obtener el proteoma de una célula es como tomar una fotografía 
de todas las proteínas en un momento determinado bajo una condición 
biológica determinada.  

Aunque la secuencia de aminoácidos de una proteína esté definida 
por un gen concreto, la información genética por sí sola no puede 
contener la información completa concerniente a la misma. Así, los 
transcritos de mRNA procedentes del DNA que codifica proteínas 
pueden ser procesados siguiendo sitios de corte y empalme 
alternativos (o splicing alternativo), por lo que no existe una 
correlación directa entre los niveles de expresión del ARN 
(transcripción) y la expresión de proteínas (Gygi et al., 1999). 
Además, las proteínas traducidas pueden ser modificadas 
químicamente en la célula según un procesado posttraduccional; se 
han documentado al menos unas 200 posibles modificaciones 
posttraduccionales diferentes, lo cual demuestra la existencia de un 
complejo entorno proteico dentro de la célula (Dziembowski & 
Seraphin, 2004). Las modificaciones posttraduccionales afectan a la 
estructura, ubicación, función, intercambio, activación, regulación, 
respuesta al medio ambiente y degradación de proteínas (Gygi et al., 
1999). Esta información esencial sólo se puede determinar mediante el 
estudio de proteínas y no de genes. La expresión de ARNm no revela 
la actividad de la proteína que codifica o sus posibles combinaciones o 
interacciones con otras proteínas que generan nuevas funciones 
(Abbott, 1999). Las modificaciones postraduccionales generan una 
diversidad tremenda, la complejidad y heterogeneidad del producto 
del gen y su determinación es uno de los principales retos en la 
investigación proteómica. Considerando lo cual, podríamos decir que 
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un genoma puede dar lugar a un número infinito de proteomas. La 
evolución reciente de los estudios basados en espectrometría de masas 
para la determinación sistemática, cualitativa y cuantitativa de 
proteínas modificadas promete aportar nuevas ideas sobre la dinámica 
y el control espacio-temporal de las actividades de proteínas por 
modificaciones posteriores a la traducción, revelando así su papel en 
diversos procesos biológicos (Jensen, 2004; Kucharova & Wiker, 
2014). La Figura 15 pretende ilustrar esquemáticamente la 
complejidad del proteoma celular. 

La publicación del genoma humano y el de otros organismos ha 
demostrado algunos avances metodológicos claves que han 
contribuido al desarrollo de muchas disciplinas como la taxonomía, 
filogenia, la ecología y la evolución (Vasemägi & Primmer, 2005). 
Sin embargo, a pesar de una enorme inversión en la genómica 
humana, todavía existe una gran brecha en la predicción del fenotipo a 
partir del genotipo (Makowsky et al., 2011). La necesidad de entender 
todos los pasos en la decodificación del mensaje del ADN explica el 
interés en la expresión génica y su regulación, por lo que ha habido un 
progreso paralelo a la revolución genómica, donde se ha incluido el 
análisis del transcriptoma (Ozsolak & Milos, 2011; Stapley et al., 
2010) y del proteoma (Diz et al., 2012a). La razón fundamental para 
ello es el hecho de que el patrón proteico de una muestra biológica es 
mucho más informativo sobre el estado fisiológico de un organismo 
que su genoma, lo que subraya el papel muy prometedor de la 
proteómica en el futuro, ya que para entender completamente los 
mecanismos biológicos implicados en diferentes situaciones es 
necesario realizar un análisis proteómico (Kaji et al., 2000; Diz et al., 
2012a). 

Actualmente, la investigación en proteómica segrega a esta 
disciplina en tres campos principales: la proteómica de expresión, la 
proteómica funcional y la proteómica estructural. 

La proteómica de expresión es el estudio cuantitativo de la 
expresión de proteínas, comparando muestras que difieren en alguna 
variable. La información obtenida puede permitir la identificación de 
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nuevas proteínas implicadas en transducción de señales, la 
identificación de proteínas específicas de una enfermedad etc. 

La proteómica funcional es el estudio de la función de las 
proteínas dentro de un sistema biológico y la regulación de su 
expresión dentro de ese sistema. Las modificaciones 

Figura 15. El proteoma es mucho más complejo que el genoma correspondiente. 
Esta figura pretende ilustrar el proteoma creado a partir de tres genes. En primer 
lugar los genes son transcritos a mRNA (Messenger-RNA) que puede ser cortado y 

empalmado en posiciones alternativas (o splicing alternativo). El mRNA resultante es 
traducido a proteínas que también pueden ser cortadas o procesadas según distintos 

tipos de modificaciones posttraduccionales. La localización de las proteínas y sus 
interacciones con otras proteínas o moléculas juega un importante papel en su 

funcionalidad. Las modificaciones posttraduccionales afectan, entre otras 
características, a la localización e interacción de las proteínas. (Imagen adaptada de 

Peng & Gygi 2001). 
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posttraduccionales sufridas  por las proteínas tras la traducción afectan 
tanto a la estructura como a la función. La proteómica funcional 
incluye también el estudio de la afinidad entre la interacción 
ligando‐receptor. 

La proteómica estructural involucra la determinación y el 
análisis de estructuras tridimensionales de proteínas, las cuales 
contribuyen a su función y su identidad molecular con otras proteínas. 
La información acerca de la estructura 3D de una proteína es central 
para el diseño de pequeños compuestos que se unan a grupos 
funcionales, generando por ejemplo cambios en el sitio activo de una 
proteína. Actualmente, la industria es quien empuja al desarrollo de la 
proteómica estructural centrada en el descubrimiento de nuevas dianas 
de drogas. 

1.3.2 Técnicas proteómicas  

Hay una gran variedad de métodos, reactivos, instrumentación y 
herramientas informáticas disponibles para el diseño, la realización y 
el análisis de datos de experimentos proteómicos (Pandey & Mann, 
2000; Stults & Arnott, 2005). En general, dichos experimentos suelen 
consistir en cuatro etapas básicas: 1) preparación de la muestra, 2) 
separación de las proteínas presentes, 3) análisis por MS y 4) análisis 
informático de los datos.  

Podemos clasificar las técnicas de proteómica en: 

 Técnicas de Separación: 
- Electroforesis unidimensional (1DE) 
- Electroforesis bidimensional (2DE) 
- Cromatografía líquida (LC) 
- Cromatografía de afinidad (TAP) (Tandem affinity 
purification) 

Técnicas de Tinción: 
- Marcación posterior a la separación proteica: Plata, Sypro 

Ruby, Coomassie, Blue Coloidal. 
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- Marcación previa a la separación proteica: DIGE 
(Two‐dimensional difference gel electrophoresis), iTRAQ 
(isobaric tag for relative & absolute quantitation), SILAC 
(Stable isotope labeling with amino acids in cell culture), o 
ICAT (isotope‐code affinity tagging). 

Técnicas de Identificación: 
- Método de la huella peptídica con o sin datos de 

fragmentación de péptidos utilizando espectrometría de 
masas simple (MS) o en tándem (MS/MS o MSn). 

- Secuenciación de novo. 

 1.3.3 Herramientas de separación en proteómica 

En una visión global, dos estrategias principales se utilizan para 
separación proteica: 

- Convencional: esta estrategia implica la separación de todas las 
proteínas presentes en una muestra por electroforesis 
bidimensional (2-DE), por lo general se continua con la 
identificación de proteínas de interés mediante espectrometría de 
masas (MS). 

- Proteómica Shotgun: Se trata de la secuenciación de una mezcla 
compleja de péptidos utilizando cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas (LC-MS/MS). El uso de la proteómica 
Shotgun permite la identificación de un mayor número de 
proteínas rápidamente a partir de una sola muestra, 
proporcionando una imagen metabólica más completa de la 
función celular y la fisiología (Schiffman et al., 2013). 

 1.3.3.1 Electroforesis bidimensional 2-DE 

La electroforesis bidimensional de alta resolución (2-DE), 
descrita por primera vez por Klose y O’Farrell (1975), es la técnica 
central en los estudios proteómicos y la base sobre la cual la 
proteómica se ha desarrollado, ya que ha demostrado ser la técnica 
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más poderosa para separar mezclas de proteínas de muy diverso 
origen biológico (Rabilloud, 2002). Este método abrió la puerta al 
estudio de un nuevo mundo de conocimiento: el funcionamiento 
detallado de las máquinas celulares (Anderson & Anderson, 1998). La 
electroforesis bidimensional permite la separación de cientos e incluso 
miles de proteínas en un único gel, dando lugar a un patrón nítido de 
marcas proteicas. Su elevado poder de resolución se basa en que la 
separación de las proteínas ocurre en base a dos parámetros 
fisicoquímicos independientes; el punto isoeléctrico (pI) y el peso 
molecular (PM). 

1.3.3.1.1 Primera dimensión o Isoelectroenfoque (IEF) 

En la primera dimensión se aplica una corriente eléctrica gracias a 
la cual las proteínas migran según su carga eléctrica en un gradiente 
de pH hasta alcanzar la posición en la que su carga neta es cero, es 
decir, su punto isoeléctrico (pI). En el isoelectroenfoque se establece 
un gradiente de pH formado por la distribución de anfolitos, 
moléculas anfotéricas pequeñas, solubles, con una alta capacidad 
buffer cerca de su pI. Estos anfolitos se encuentran co‐polimerizados 
con una matriz de acrilamida inmovilizada en una tira con un 
gradiente de pH (IPGs, Immobilized pH gradients), estas tiras fueron 
desarrolladas por Bjellqvist et al. (1982), y permiten alta resolución y 
reproducibilidad de los geles.  

El IEF es muy sensible a muchos compuestos presentes en 
muestras biológicas que pueden interferir en el proceso; por tanto, la 
preparación debe ser adaptada a cada tipo de muestra y es una de las 
variables más importantes dentro de la técnica de 2-DE (Rabilloud et 
al., 2010). El proceso comienza con el cultivo o lisado de células, 
homogenizando tejidos para la extracción de las proteínas presentes, 
que deben estar completamente desagregadas y solubilizadas en la 
muestra con el fin de lograr una separación en la primera dimensión 
bien enfocada. Impurezas no proteicas pueden interferir en la 
separación y posterior visualización de los resultados 2-DE. Las sales, 
nucleótidos, fosfolípidos, polisacáridos, lípidos, compuestos fenólicos 
y material insoluble son los principales problemas para una correcta 
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visualización. En muestras marinas las sales deben eliminarse o 
mantenerse a una concentración tan baja como sea posible para evitar 
arrastre o problemas en el enfoque (Berkelman & Stenstedt, 2002). 
Las proteínas pueden ser desnaturalizadas por calor o a través de 
agentes químicos como la urea o distintos detergentes (Görg et al., 
2004; Molloy, 2000). Sin embargo, los detergentes generan un ruido 
de fondo que puede llegar a enmascarar señales específicas de origen 
peptídico, por lo que la cantidad de detergente presente en la muestra 
debe ser mantenida al mínimo o, alternativamente, ser diluida o 
eliminada de la muestra antes de su digestión enzimática y análisis por 
MS. En los últimos años los detergentes convencionales se han 
sustituido por CHAPS (3 - [(3-Colamidopropil) - dimetilamonio] - 
propanosulfonato), un detergente zwitteriónico que permite una mejor 
solubilización (Berkelman & Stenstedt, 2002). La urea se utiliza 
ampliamente como desnaturalizante; el uso de tiourea en adición a 
urea mejora la solubilización de la muestra, en particular de proteínas 
de membrana (Rabilloud, 1998). Una vez desnaturalizadas, las 
proteínas son además reducidas y alquiladas para prevenir su 
agregación a través de la formación de enlaces o puentes disulfuro 
entre los grupos tiol de dos cisteínas. El reductor más comúnmente 
utilizado es ditiotreitol (DTT). Anfolitos portadores o tampón IPG se 
pueden incluir en la solución de muestra para mejorar la solubilidad 
de proteínas, reduciendo al mínimo la agregación de proteínas debido 
a las interacciones carga-carga (Berkelman & Stenstedt, 2002). 

1.3.3.1.2 Segunda dimensión o SDS-PAGE 
(electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS)  

En la segunda dimensión la corriente eléctrica hace que las 
proteínas migren según su peso molecular (PM) mediante la técnica 
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (dodecil 
sulfato de sodio), Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacrilamide Gel 
Electrophoresis). La tira utilizada en el isoelectroenfoque o primera 
dimensión, es aplicada en forma transversal sobre el gel, que puede 
presentar distintos porcentajes de acrilamida, y la electroforesis se 
realiza sobre la muestra que fue previamente separada por punto 
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isoeléctrico. El SDS es un detergente aniónico que enmascara la carga 
propia de las proteínas, formando complejos aniónicos con una carga 
negativa estable por unidad de masa. El SDS también contribuye a la 
ruptura de uniones puente de hidrógeno y bloquea interacciones 
hidrofóbicas, ayudando así al desplegado de las proteínas, 
minimizando las diferencias en la forma molecular mediante la 
eliminación de las estructuras terciarias y secundarias (Berkelman & 
Stenstedt, 2002). Además del SDS, las proteínas son sometidas a la 
acción de un agente desnaturalizante, por ejemplo urea, y de un agente 
reductor como el DTT. De esta manera los péptidos se solubilizan en 
estado desnaturalizado. En la Figura 16 se representan 
esquemáticamente los pasos involucrados en la electroforesis 
bidimensional. 

1.3.3.1.3 Procedimientos de tinción 

Una vez finalizada la electroforesis se deben revelar las manchas 
correspondientes a las proteínas separadas. La elección del 
procedimiento de tinción es crítica. Existen varios métodos que 
difieren  principalmente en la sensibilidad (límite de detección), el 
rango dinámico para la cuantificación, la compatibilidad con el 
posterior procesamiento para la identificación por espectrometría de 
masas y el coste.  

Se han desarrollado varios métodos de tinción para visualizar las 
marcas proteicas o "spots" en los geles producidos por SDS-PAGE; 
los procedimientos más utilizados son: tinción de plata, azul de 
Commassie y fluorescencia Sypro Ruby, todos presentan alta 
sensibilidad, pero sólo los 2 últimos permiten un análisis cuantitativo 
(con ellos, la intensidad de coloración es proporcional a la 
concentración de proteínas en la marca proteica) (Patton, 2000).  

La tinción de plata, a pesar de ser la técnica con mayor 
sensibilidad en la detección proteica, con un límite de detección de 0,1 
ng de proteína por marca proteica, tiene algunas desventajas tales 
como la mala reproducibilidad, rango dinámico limitado, y que al no 
ser una tinción lineal, no permite un análisis cuantitativo de la 
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concentración proteica en cada marca proteica, debido a la compleja 
naturaleza de la etapa de desarrollo de color y a la diferente 
sensibilidad a la plata entre las distintas proteínas (Gorg et al., 2000; 
Steinberg, 2009), por lo tanto, con este tipo de tinción sólo es posible 
un análisis cualitativo. 

La tinción de Coomassie es compatible con análisis cuantitativo, 
muy reproducible y de excelente compatibilidad con la espectrometría 
de masas (MS), pero es 50 veces menos sensible que la tinción de 
plata. Tras algunas modificaciones en esta tinción se ha desarrollado 
el azul de Coomassie G-250, con una sensibilidad más próxima a la 
tinción de plata, de hasta 1 ng de proteína por cada marca proteica 
(Candiano et al., 2004). 

La tinción con colorante fluorescente como el Sypro Ruby tienen 
un mayor rango dinámico, buena sensibilidad (0,5-1 ng por marca 
proteica) y compatibilidad con MS, pero la extracción de las marcas 
proteicas diferenciales es dificultosa y el escáner necesario para su 
lectura es costoso (Candiano et al., 2004; Gorg et al., 2000).  

Aun teniendo en cuenta los distintos parámetros que definen a 
cada una de estas tinciones, todas comparten la desventaja de que es 
necesario realizar un gel independiente para cada muestra en estudio 
(control vs. tratamiento). Esto genera una menor reproducibilidad gel 
a gel debido a variaciones técnicas que puedan ocurrir durante las dos 
dimensiones (diferencias de polimerización en geles de 
poliacrilamida, fluctuaciones térmicas, concentración de sales, 
variaciones de pH o campo eléctrico, variaciones en la tinción), lo cual 
hace muy dificultosa la posterior comparación entre geles en la 
búsqueda de proteínas expresadas diferencialmente. 
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Figura 16. Esquema general de la 2-DE y un gel representativo del 
resultado real teñido con plata. 1D: Primera dimensión. 2D: 

Segunda dimensión. pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en 
kiloDaltons.      kDa: kiloDaltons. 
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Las imágenes de gel pueden compararse con diferentes softwares 
comerciales, tales como PD Quest (BioRad Laboratories), 
Proteamweaver (BioRad Laboratories), DeCyder (GE Healthcare), 
SameSpots (Dinámica no lineal), Melanie (Bioinformática de 
Ginebra) o servicios específicos como Ludesi 
(http://www.ludesi.com). 

Para completar el estudio proteómico, las marcas proteicas de 
interés pueden ser escindidas de los geles con el fin de identificar las 
proteínas mediante espectrometría de masas (MS) y búsqueda en 
bases de datos (Godovac-Zimmermann & Brown, 2001; López, 2007). 

La 2-DE presenta diversas ventajas que explican su popularidad 
en los estudios proteómicos. Entre otras destaca el hecho de que 
permite realizar una visualización directa del mapa de proteínas del 
proteoma estudiado en determinadas condiciones, a diferencia de los 
métodos de fraccionamiento cromatográfico. Ello permite la fácil 
identificación de isoformas proteicas y sus modificaciones 
posttraduccionales, así como la comparación con otros mapas 
proteicos existentes en las bases de datos. La resolución de los geles 
2-DE es suficiente para detectar unas 2.000 proteínas de manera 
rutinaria, pero el uso de geles de electroforesis de gran tamaño, así 
como la múltiple superposición de distintos gradientes de pH 
inmovilizados (IPGs), permiten la identificación de entre 5.000 y 
10.000 proteínas (Görg et al., 2004; Wittmann-Liebold et al., 2006). 
El desarrollo de los IPGs eliminó gran parte de las limitaciones que 
presentaban los geles 2-DE basados en anfolitos portadores, tales 
como la baja reproducibilidad o la dificultad de detección de proteínas 
muy ácidas, básicas o de baja abundancia (Bjellqvist et al., 1982; 
Görg et al., 2004). A pesar de ser una técnica poderosa con grandes 
ventajas presenta algunas limitaciones como la difícil visualización  
de proteínas con pI extremos (con pH por debajo de 3 y por encima de 
10), y proteínas prácticamente indetectables como las hidrófobas de 
membrana y las que se encuentran en menos de 1000 copias por célula 
(Gorg et al., 2000; Wilkins & Appel, 2007). 
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 1.3.3.2 Gel de electroforesis de dos dimensiones diferencial 
(2D-DIGE) 

El gran aporte de la tecnología DIGE (Difference gel 
electrophoresis) en el área de la proteómica en comparación con las 
técnicas de tinción post-electroforesis, radica en la capacidad de la 
técnica de separar 2 muestras en un mismo gel eliminando de esta 
manera la variabilidad experimental inter-gel. Por otro lado, se pueden 
detectar diferencias en la abundancia de las proteínas en un rango 
mucho más amplio dado que la detección basada en fluorescencia 
tiene un mayor rango dinámico (Tonge et al., 2001). Las proteínas 
pertenecientes a cada muestra biológica comparadas mediante 2D-
DIGE son premarcadas con colorantes fluorescentes de la familia de la 
cianina (Cy3, Cy2, Cy5); de acuerdo a un diseño experimental 
adecuado. Las muestras problema (control vs. tratamiento) se marcan 
con Cy3 o Cy5, mientras que el colorante Cy2 es utilizado para 
marcar el estándar interno, pool que consiste en la mezcla de las dos 
muestras problema y asegura que todas las proteínas presentes en el 
experimento estén representadas permitiendo una comparación intra- 
y/o inter-gel a posteriori. A continuación se realiza una electroforesis 
bidimensional de las muestras en un mismo gel y se escanea en 3 
longitudes de onda distintas, obteniendo así una imagen para cada 
muestra y otra para el estándar interno (Figura 17). La técnica permite 
la comparación de las muestras con la ventaja de evitar la variación 
entre geles pero comparte limitaciones clásicas con la técnica 2-DE 
con respecto a los extremos de pI, rango de PM y proteínas de 
membrana hidrófobas (Kussmann et al., 2006; Lilley & Friedman, 
2004). 
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Figura 17. Esquema general del flujo de trabajo en la técnica DIGE. 

 1.3.3.3 Shotgun 

Shotgun es una estrategia conceptualmente distinta que implica 
utilizar mezclas complejas de proteínas o de hecho todo un proteoma, 
y digerir todas las proteínas a péptidos con endoproteinasas de 
especificidad conocida. La mezcla resultante de péptidos se analiza a 
continuación, utilizando cromatografía líquida y espectrometría de 
masas en tándem (LC-MS/MS). Los datos de los fragmentos 
peptídicos se comparan con bases de datos de secuencias para 
determinar las proteínas presentes en la muestra (Wilkins & Appel, 
2007). 

Shotgun es una estrategia muy dinámica; diferentes diseños son 
posibles dependiendo de las necesidades del investigador y 
propiedades de la muestra, que básicamente se pueden dividir en 
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técnicas shotgun con o sin marcaje. La elección de la opción más 
apropiada es un paso crítico a la hora de realizar un experimento. 

- Con marcaje: ICAT (isotope‐code affinity tagging) e iTRAQ 
(isobaric tag for relative & absolute quantitation) son técnicas 
donde las muestras se etiquetan con diferentes marcajes y se 
agrupan para ser analizadas por LC-MS/MS (Silberring & 
Ciborowski, 2010). SILAC (Stable isotope labeling with 
amino acids in cell culture) es una técnica basada en 
espectrometría de masas que detecta diferencias en la 
abundancia de proteínas entre muestras utilizando marcaje 
isotópico no radiactivo (Everley et al., 2004). 

- Sin marcaje: se utiliza para estudiar todo el proteoma de una 
muestra o especie. Todas las proteínas se secuencian por LC-
MS/MS que permite el estudio de varias réplicas sin el costo 
adicional del etiquetado (Schiffman et al., 2013). 

La creciente popularidad del fraccionamiento basado en la 
cromatografía es consecuencia de su capacidad para superar algunas 
de las limitaciones de los métodos basados en la 2-DE, permitiendo de 
este modo el estudio de ciertas proteínas difíciles de abordar mediante 
2-DE, incluyendo las de membrana o las de baja abundancia (Peng & 
Gygi, 2001; Washburn et al., 2001). La razón reside en que en la 2-
DE las proteínas se separan para ser posteriormente digeridas, 
mientras que en la cromatografía multidimensional son primero 
digeridas a péptidos y después fraccionadas. Además, la cromatografía 
multidimensional permite el análisis automatizado y simultáneo de un 
mayor número de muestras que la 2-DE. La resolución de la 
cromatografía multidimensional es tan buena como la de la 2-DE, 
permitiendo la identificación de más de 1.000 proteínas.  

Tanto el fraccionamiento basado en la 2-DE como en la 
cromatografía presentan ventajas y desventajas y el método tiene que 
ser seleccionado cuidadosamente para cada tipo de muestra y estudio. 
Además, estos métodos pueden ser utilizados paralelamente, 
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obteniéndose resultados complementarios (Amelina et al., 2007; Kim 
et al., 2006; Kubota et al., 2003; Schmidt et al., 2006, 2004). 

1.3.4 Espectrometría de Masas (MS) 

En los estudios de proteómica de expresión la identificación de 
proteínas es esencial dado que es el primer paso para estudios 
posteriores que suponen en última instancia la caracterización 
funcional. Debido a su rapidez, elevada sensibilidad y gran variedad 
de aplicaciones, la espectrometría de masas se ha convertido en el 
método de elección para la identificación de proteínas a gran escala. 
Además permite la caracterización de modificaciones 
posttraduccionales que presentan relevancia fisiológica como la 
glicosilación y fosforilación. En el campo de la proteómica, los 
espectrómetros de masas son utilizados en tres áreas mayoritarias: 1) 
para identificar proteínas, 2) para detectar sus modificaciones 
covalentes, incluyendo las modificaciones posttraduccionales y 3) 
para caracterizar y como control de calidad de las proteínas 
recombinantes (Mann et al., 2001). 

La espectrometría de masas es un método analítico basado en la 
producción de iones en fase gaseosa de una mezcla de biomoléculas y 
la separación de los mismos en un analizador de acuerdo a su relación 
masa/carga (m/z). Los iones así separados son detectados en función 
de su abundancia (de Hoffmann & Stroobant, 2007). Por tanto un 
espectrómetro de masas siempre debe realizar los siguientes procesos: 
I) producir iones de la muestra en la fuente de ionización; II) separar 
estos iones en función de su relación masa/carga (m/z) en el 
analizador de masas; III) fragmentar los iones seleccionados y analizar 
los fragmentos en un segundo analizador; IV) detectar los iones que 
salen del último analizador y medir su abundancia con el detector que 
convierte los iones en señales eléctricas; V) procesar las señales del 
detector que se transmiten al ordenador (de Hoffmann & Stroobant, 
2007). Para lograr la formación, separación y detección de estos iones, 
los espectrómetros de masas deben poseer al menos tres elementos: 
fuente de ionización, analizador de masas y detector. 
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 1.3.4.1 Fuente de ionización  

Convierte al analito presente en fase líquida o sólida a iones en 
fase gaseosa para permitir el análisis, la fragmentación y la detección 
(Wilm, 2011). Dependiendo del tipo de ionización se obtienen iones 
con carga positiva o negativa y con una única carga o múltiples 
cargas. Existen varios métodos de ionización, pero los métodos más 
comúnmente utilizados en proteómica son 
Desorción/ionización mediante láser asistida por matriz (MALDI) y 
de ionización por electrospray (ESI) (Hernández et al., 2007). 

1.3.4.1.1 Desorción / ionización mediante  láser asistida 
por matriz (MALDI):  

Los iones son generados por excitación con un láser pulsante 
(Karas & Hillenkamp, 1988). La muestra se cocristaliza con un exceso 
de un compuesto orgánico denominado matriz, que contiene grupos 
químicos con alta capacidad de absorber luz UV. La matriz absorbe 
fotones emitidos por el láser y pasa a un estado electrónicamente 
excitado desde el que transfiere energía a las biomoléculas, las cuales 
se ionizan con una carga simple y pasan a la fase gaseosa (Hernández 
et al., 2007). 

1.3.4.1.2 Ionización por electrospray (ESI):  

En una fuente ESI, la muestra se presenta al espectrómetro de 
masas en una forma líquida a presión atmosférica, donde se le aplica 
un potencial eléctrico que conduce a una pulverización fina de gotitas 
altamente cargadas debido a la repulsión electrostática que se dirige a 
través de un flujo en contracorriente de gas caliente, incrementando la 
concentración de carga en la superficie de las gotitas. A medida que la 
carga eléctrica alcanza un estado crítico, las pequeñas gotas explotan 
en partículas más pequeñas y con carga inferior. Este proceso de 
reducción y explosión se repite hasta que no quedan moléculas de 
analito cargadas individualmente. Generalmente, se genera una mezcla 
de iones de una y múltiples cargas. Dado que la muestra se introduce 
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en un estado líquido a presión atmosférica, las fuentes ESI pueden ser 
fácilmente asociados con técnicas de separación en fase líquida en 
línea, tales como la cromatografía líquida (Hernández et al., 2007). 

 1.3.4.2 Analizador de masas 

Su función es separar los iones en fase gaseosa de acuerdo a su 
relación individual m/z (March, 2009). Los analizadores de masas más 
comúnmente utilizados son el cuadrupolo (Quadrupole), el de tiempo 
de vuelo (TOF, Time-Of-Flight), de trampa iónica (IT, Ion Tramp), de 
resonancia ciclotrónica de iones con Transformada de Fourier 
(FTICR, Fourier transform ion cyclotron resonance) o de trampa 
orbitral (Orbitrap), y pueden emplearse tanto de manera individual 
como en tándem. Entre ellos, uno de los más utilizados en 
combinación con la ionización tipo MALDI es el denominado tiempo 
de vuelo o TOF, que consiste en un tubo de una longitud fija sometido 
a una diferencia de voltaje tal que los iones vuelan a través de él según 
su relación m/z. A mayor m /z los iones vuelan más rápido y llegan 
antes al detector (Hernández et al., 2007). En la modalidad en tándem 
(MS/MS) se pueden llevar a cabo múltiples pasos de análisis mediante 
distintos analizadores individuales separados en el espacio o en el 
tiempo. En la MS/MS separada en el espacio, los analizadores están 
físicamente separados, pero estrechamente conectados con el fin de 
mantener el vacío a lo largo de todo el recorrido de los iones. Este tipo 
de configuraciones se observa en instrumentos como el Q-TOF, TOF-
TOF, QqQ (o triple cuadrupolo), etc. Por otra parte, la MS/MS 
separada en el tiempo puede llevarse a cabo con iones atrapados en 
una misma cámara con distintas etapas de análisis a lo largo del 
tiempo. Este tipo de procesos se pueden llevar a cabo con analizadores 
tipo IT, FTICR u Orbitrap.  

 1.3.4.3 Fragmentación 

El paso de la fragmentación de un ión precursor es un punto clave 
ya que permite el análisis de la espectrometría de masas en tándem 
(MS/MS), donde se producen dos o más separaciones secuenciales de 
iones generalmente con el acoplamiento de dos o más analizadores de 
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masas (El-Aneed et al., 2009; Glish & Vachet, 2003). Los métodos de 
fragmentación más comunes utilizados en proteómica son: la 
disociación inducida por colisión (CID) (Haddon & McLafferty, 
1968), la disociación de captura de electrones (ECD) (Zubarev et al., 
1998) y la disociación de transferencia de electrones (ETD) (Syka et 
al., 2004). 

 1.3.4.4 Detector 

Es el encargado de detectar los iones que salen del último 
analizador y medir su abundancia al convertir los iones en señales 
eléctricas, la magnitud de la corriente producida es proporcional a su 
abundancia y al valor m/z del ión (de Hoffmann & Stroobant, 2007).  

 1.3.4.5 Procesador 

Registra los resultados. El espectro de masas resultante es un 
gráfico de la abundancia de cada ion vs. su relación m/z. 

1.3.5 Preparación de la muestra para MS 

La facilidad con la que pueden introducirse contaminantes en la 
muestra, así como la de que parte del contenido proteico pueda 
malograrse durante su manipulación, subraya la importancia de la 
primera etapa de todo experimento proteómico. Así pues, la muestra 
debe ser manejada con el máximo cuidado, prestando especial 
atención a evitar cualquier contaminación. La habitual presencia de 
queratina humana, proteína contaminante que con mayor frecuencia se 
encuentra en los análisis proteómicos, enfatiza la importancia de un 
manejo cuidadoso de la muestra durante su preparación. Además, 
muchos de los agentes químicos utilizados en biología celular deben 
ser cuidadosamente eliminados de la muestra antes de su análisis por 
MS, dado que la presencia de los mismos también influye 
negativamente en los resultados finales obtenidos (de Hoffmann & 
Stroobant, 2007). 
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El último paso en la preparación de la muestra es la digestión de 
las proteínas hasta sus péptidos resultantes. La tripsina es la enzima 
más comúnmente utilizada para llevar a cabo la digestión proteolítica 
dada su alta especificidad para escindir enlaces peptídicos entre 
residuos de lisina o arginina y cualquier siguiente aminoácido (Olsen 
et al., 2004). Tras la digestión tríptica, los péptidos resultantes tienen 
carga positiva, lo cual favorece su ionización en el posterior análisis 
de MS. Además, la tripsina es rentable por bajo coste y alta eficiencia 
(de Hoffmann & Stroobant, 2007). 

1.3.6 Identificación de proteínas 

La identificación de proteínas a partir de la huella peptídica 
(PMF, Peptide Mass Fingerprintig), obtenida por MS o a partir de los 
espectros de fragmentación y secuenciación de péptidos mediante 
MS/MS, son las aproximaciones basadas en la espectrometría de 
masas más utilizadas para la identificación de proteínas en los estudios 
proteómicos.   

 1.3.6.1 Huella peptídica (PMF) 

La identificación de las proteínas por huella peptídica (PMF) es 
una técnica analítica para la identificación proteica donde las proteínas 
se digieren usando una enzima proteolítica que corta específicamente 
en un punto concreto, de esta manera se obtiene un mapa de masas 
peptídicas único para cada proteína denominado "huella peptídica". 
Las masas de los péptidos resultantes se determinan por espectometría 
de masas (Hernandez et al., 2006; Standing, 2003). 

 1.3.6.2 Espectometría de masas en tándem 

Una configuración especial de la espectrometría de masas es la 
espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Esta consiste en acoplar 
dos analizadores sucesivos separados por una cámara de 
fragmentación. En el primer analizador se selecciona un ion precursor 
de acuerdo a su masa (generalmente el más abundante) y ese ion es 
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luego fragmentado en la cámara de fragmentación por distintas 
metodologías. Los m/z son analizados en el segundo analizador. Uno 
de los equipamientos más comúnmente utilizados para este tipo de 
análisis y que fue utilizado en nuestros estudios de proteómica de 
expresión es el MALDI-TOF/TOF, donde el segundo analizador TOF 
analiza los iones resultantes tras la fragmentación del péptido. La 
fragmentación más común ocurre en las uniones peptídicas, resultando 
en fragmentos de longitud decreciente (por pérdida sucesiva de un 
aminoácido) que conservan el extremo amino‐ o el carboxilo terminal 
del péptido, denominados b o y respectivamente. Analizando los 
tamaños de los iones resultantes, es posible determinar la secuencia de 
aminoácidos de un péptido (secuenciación de novo), ya que al solapar 
la serie de iones y con los de la serie b se obtiene información 
redundante que es altamente específica de un péptido individual 
(Steen & Mann, 2004). 

En la Figura 18 se esquematiza un diagrama de un espectrómetro 
de masas MALDI-TOF/TOF. En general, estos aparatos se 
caracterizan por un arreglo colineal de dos analizadores de masas tipo 
TOF, en el TOF 1 los iones analito son separados, después una cámara 
de fragmentación selecciona y fragmenta los iones precursores 
elegidos para fragmentar. Los fragmentos pasan al TOF 2 donde son 
también acelerados y analizados. Mediante la aplicación de esta 
metodología de identificación de proteínas se logra identificar más del 
80% de las marcas proteicas diferenciales seleccionadas de un gel 2D; 
esto se debe a la mayor información obtenida cuando se acoplan los 
espectros de huella peptídica más los de fragmentación de iones. 
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La secuenciación por MS/MS puede llevarse a cabo tanto por 

secuenciación de novo,  como por comparación con la información 
presente en las bases de datos (PFF, Peptide Fragment 
Fingerprinting).  

1.3.6.2.1 Identificación mediante huella de fragmentos 
peptídicos (PFF)  

La identificación de las proteínas por huella de fragmentos 
peptídicos (PFF) es un método utilizado normalmente para la 
identificación de proteínas presentes en mezclas complejas, cuando 
hay disponibilidad de acceso a la información genómica del 
organismo estudiado. En los análisis de MS/MS automatizados, el 
espectrómetro de masas selecciona los picos del primer espectro MS 
obtenido (iones precursores o parentales), para su fragmentación y 
posterior análisis de los espectros de fragmentación resultantes (o 
espectros de MS/MS). Estos análisis generan cientos de espectros por 
hora, lo que requiere del uso de eficientes programas con los que 
llevar a cabo el análisis de los datos. 

Figura 18. Diagrama esquemático de un espectrómetro de masas MALDI 
TOF/TOF. (Adaptado de Suckau et al. 2003). 
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1.3.6.2.2 Secuenciación de novo 

Si la secuencia del genoma de un organismo es aún desconocido o 
la identificación a través de PMF, o PFF no funciona, se requiere la 
caracterización completa de la estructura primaria de la proteína o la 
secuenciación de novo (Aebersold & Mann, 2003; Mann et al., 2001). 
La secuenciación de novo requiere espectrometría de masas en tándem 
(MS/MS) con el fin de determinar el orden de las secuencias de 
aminoácidos en un péptido. Los valores de m/z para los iones de los 
espectros de fragmentación resultantes (o espectros de MS/MS) se 
miden en un segundo espectrómetro de masas. La ventaja del enfoque 
de secuenciación de novo sobre el método de búsqueda de bases de 
datos es que permite la identificación de péptidos cuya secuencia 
exacta no está presente en la base de datos (Liska & Shevchenko, 
2003).  

1.3.7 Electroforesis bidimensional y espectrometría de masas  

Las proteínas separadas en un gel bidimensional suelen 
identificarse a partir de su huella peptídica obtenida por MALDI-TOF. 
En este proceso, la banda de gel que contiene una única proteína 
aislada se digiere enzimáticamente con tripsina u otra proteasa para 
obtener una mezcla de péptidos que es detectada por el espectrómetro 
de masas. Este nos ofrece un espectro de masas que caracteriza a esa 
proteína y en el que los ratios m/z obtenidos para cada péptido son 
utilizados para realizar una búsqueda en las bases de datos y obtener 
su identificación (Figura 19). Si con el espectro de masas obtenido o 
huella peptídica, no es suficiente para obtener una identificación con 
confianza, puede ser usado un espectrómetro de masas en tándem 
(MALDI-TOF/TOF), puesto que este instrumento ofrece de manera 
directa la secuencia de uno o varios de los péptidos que identifican de 
manera inequívoca a la proteína (Thiede et al., 2005). 
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Figura 19. Secuencia de pasos en un experimento típico de proteómica basada en 
2DE. Una muestra compleja de proteínas se aplica a un gel con un gradiente de pH 

inmobilizado en el que las proteínas se separan de acuerdo a sus puntos 
isoeléctricos (pI). Una vez resueltas, el gel se deposita sobre un gel de 

poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) en el que las proteínas se separan por 
peso molecular (PM) en una segunda dimensión perpendicular a la anterior. Tras la 

tinción del gel, las bandas proteicas de interés se extraen y se digieren; los 
péptidos resultantes permiten identificar la proteína correspondiente a partir de 
su huella peptídica por MALDI-TOF MS y subsiguiente búsqueda en bases de datos. 

(Imagen adaptada de Tambor et al. 2010). 
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1.3.8 Shotgun y espectrometría de masas  

La combinación de la cromatografía líquida (LC, liquid 
chromatography) y la MS/MS es una aproximación multidimensional 
que permite la identificación de las proteínas que componen un 
proteoma de una manera más profunda y con un mayor rango 
dinámico y precisión en las cuantificaciones realizadas que cuando se 
utilizan técnicas de perfiles unidimensionales que registran todos los 
iones en un solo espectro de masas. Típicamente, en este tipo de 
aproximaciones una mezcla compleja de proteínas se digiere con 
tripsina u otra proteasa y la mezcla de péptidos obtenida se fracciona 
mediante HPLC (Cromatografía líquida de alta eficacia) antes de ser 
analizada en el espectrómetro de masas en tándem. Estos dos sistemas 
pueden estar conectados en línea de manera que los fluidos del capilar 
del HPLC fluyen directamente dentro de la fuente de ESI o, por el 
contrario, no estarlo, haciéndose uso de un colector de fracciones que 
va recuperando los fluidos de péptidos de una manera tiempo 
dependiente para ser sometidos manualmente al análisis de MS. El 
espectrómetro de masas en tándem adquiere primero un espectro de 
masas de la mezcla de péptidos, de la que ciertos candidatos se 
seleccionan para su fragmentación. En concreto, aquellos que 
presentan ciertos requerimientos en lo que a intensidad y carga se 
refiere se aíslan del resto para ser utilizados como precursores; 
después se fragmentan, obteniéndose un espectro de fragmentación (o 
espectro de MS/MS). La información procedente tanto del primer 
espectro MS como del de fragmentación o MS/MS puede ser usada 
para identificar a las proteínas presentes en la mezcla (Nesvizhskii, 
2007). La Figura 20 esquematiza la secuencia de pasos seguida en un 
experimento típico de LC-MS/MS. 
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Figura 20. Secuencia de pasos seguida en un experimento típico de LC-MS/MS. 
Una mezcla compleja de proteínas se digiere enzimáticamente hasta sus péptidos 

correspondientes. La mezcla de péptidos puede ser fraccionada mediante 
cromatografía de alta resolución (HPLC) y cada fracción puede ir siendo inyectada 
directamente (on-line) en un espectrómetro de masas en tándem a medida que 
van eluyendo los péptidos. Opcionalmente, cada fracción puede ser recogida por 

separado mediante un colector de fracciones y cada una ser inyectada 
manualmente (off-line) en el espectrómetro de masas. En primer lugar, se 

adquieren espectros de MS desde los que ciertos péptidos son seleccionados para 
ser fragmentados. Los espectros de fragmentación resultantes (o espectros de 

MS/MS) se usan para llevar a cabo la identificación de la secuencia peptídica. La 
lista de péptidos secuenciados se utiliza con el fin de identificar, mediante su 

búsqueda en bases de datos, los componentes proteicos individuales de la muestra 
original. (Imagen adaptada de Tambor et al. 2010). 
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1.3.9 Búsqueda en bases de datos 

Las búsqueda en base de datos es un elemento esencial en 
proteómica. Existen diferentes bases de datos, entre ellas las más 
comúnmente utilizadas son: la base de datos de proteínas del Centro 
Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), la base de datos 
NCBI Referencia de Secuencia (RefSeq), que proporciona un 
conjunto no redundante de secuencias que representan datos 
genómicos, transcripciones y proteínas (Pruitt et al., 2005), y la fuente 
universal de proteínas (UniProt) (formada por Swiss-Prot, base de 
datos anotada manualmente y posteriormente revisada y el suplemento 
TrEMBL, anotada automáticamente y no revisada) (Nesvizhskii, 
2007). 

La herramienta central para la comparación de secuencias en 
biología molecular es el alineamiento de secuencias; se trata de una 
manera de disponer las secuencias primarias de ADN, ARN o 
proteínas para identificar regiones de similitud que puede ser una 
consecuencia de relaciones funcionales, estructurales o evolutivas 
(Lesk, 2002). En la mayoría de los casos se requiere la alineación de 
secuencias largas, muy variables y/o extremadamente numerosas que 
no pueden ser alineados manualmente. De manera que se aplica el uso 
de algoritmos para conseguir una alta calidad en el alineamiento de 
secuencias. Una gran cantidad de algoritmos computacionales, tales 
como la herramienta básica de búsqueda de alineamiento local "Basic 
Local Alignment Search Tool" (BLAST) y el alineamiento rápida 
"Fast Alignment" (FASTA) se han aplicado al alineamiento de 
secuencias problema, incluyendo métodos lentos pero optimizados 
como la programación dinámica o métodos probabilísticos diseñados 
para las búsquedas en bases de datos a gran escala. Debido a la alta 
velocidad, sensibilidad y disponibilidad actual, BLAST es el programa 
informático más utilizado para las búsquedas en bases de datos; por el 
contrario, FASTA tiene menores cualidades (Henikoff & Henikoff, 
1992), pero es más adecuado para búsquedas de secuencias de ácidos 
nucleicos (Oladele et al., 2009). 
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Los análisis proteómicos a gran escala se han visto beneficiados 
por el desarrollo de múltiples paquetes informáticos que permiten el 
análisis de los datos presentes en los espectros de MS/MS. Algunos de 
estos son Sequest (Eng et al., 1994), Mascot (Perkins et al., 1999), 
ProbID (Zhang et al., 2002), Phenyx (Colinge et al., 2003), X!Tandem 
(Craig & Beavis, 2004), GutenTag (Tabb et al., 2003b), NoDupe 
(Tabb et al., 2003a) y Sonar MS/MS (Field et al., 2002). Muchas de 
estas herramientas (como Mascot y Sequest, por ejemplo), se basan en 
el ión precursor, utilizando la masa de este ión como principal criterio 
de búsqueda (Clauser et al., 1999), aunque teniendo en consideración 
tanto el espectro de MS como el de MS/MS.  

Los programas informáticos comparan el valor m/z de cada 
péptido del espectro MS experimental con los valores teóricos 
derivados de bases de datos como la del UniProt o la del NCBI. Los 
valores m/z teóricos se obtienen a partir de la traducción in silico de 
las secuencias de DNA de los genes presentes en las bases de datos 
hasta sus proteínas correspondientes, para las que las masas peptídicas 
de una proteólisis también teórica, son computadas. Si no hay 
posibilidad de acceder al genoma del organismo estudiado, las 
proteínas pueden ser identificadas por secuenciación de novo 
(Hernandez et al., 2006; Standing, 2003). 

En caso de concordancia entre los valores experimentales y 
teóricos, una proteína es asignada al espectro de masas experimental 
con cierta probabilidad de acuerdo al algoritmo utilizado. Esta 
puntuación, valor probabilístico o score estadístico indica lo bien 
correlacionados que se encuentran entre sí los valores experimentales 
y teóricos. A la hora de asignar un score se tienen en cuenta diferentes 
factores que influyen en la identificación de proteínas. Estos factores 
son, entre otros, la precisión con la que se corresponden los picos 
peptídicos comparados; la intensidad de estos picos; los picos 
peptídicos que, teóricamente pertenecientes a la proteína, no estén 
presentes en el espectro experimental; aminoácidos modificados; la 
aparición de errores o puntos de corte obviados o no específicos 
durante la digestión proteica; mutaciones no anotadas y variantes 
posttraduccionales de las proteínas, precisión en la masa del péptido 
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precursor; errores presentes en las secuencias peptídicas descritas en 
las bases de datos; la calibración del instrumento y picos originados a 
partir de otros péptidos o moléculas contaminantes que constituyen el 
ruido de fondo (Hernandez et al., 2006; Palagi et al., 2006). Las 
capacidades de algunos de estos paquetes informáticos, así como de 
los algoritmos implementados, se han comparado, observándose que 
los distintos programas producen identificaciones proteicas solapadas, 
especialmente para las proteínas de alta abundancia, pero también 
identificaciones únicas de proteínas para cada uno de los paquetes 
informáticos de manera independiente, lo que pone de manifiesto la 
complementariedad en sus métodos de análisis (Chamrad et al., 2004; 
Kapp et al., 2005; Moulder et al., 2005). 

Los tipos principales de bases de datos de secuencias adecuados 
para la búsqueda de datos de espectrometría de masas son: base de 
datos de proteínas no redundantes (nrdB), contienen el conjunto 
conocido de secuencias de proteínas de gran longuitud, extraído de los 
principales repositorios de secuencia y purgado de duplicados. El nrdb 
mantenido en el Instituto Europeo de Bioinformática (EBI) permite 
consultar más de un centenar de bases de datos diferentes y tienen 
varias herramientas de análisis de información biológica como 
BLAST y FASTA. Las bases de datos de proteínas más populares son 
SwissProt y Uniprot junto con TrEMBL; accesibles en la página web 
del Instituto Europeo de Bioinformática (www.ebi.ac.uk 
/Tools/sss/ncbiblast/) o en Uniprot (www.uniprot.org). El servidor 
principal de SwissProt y TrEMBL es Expasy (www.expasy.ch), 
especializado en proteínas y ofrece un gran número de herramientas 
para el análisis de la secuencia, estructura y función. La base de datos 
de etiquetas de secuencias expresadas (ESTs), tales como dbEST en el 
Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), contienen 
millones de secuencias de un solo pase corto de la secuenciación 
aleatoria de bibliotecas de ADNc. Estos se pueden buscar con el 
software adecuado, por lo general mediante la traducción en los 
marcos de lectura abiertos. Las bases de datos del genoma también se 
pueden buscar con MS datos. Las ventajas de buscar bases de datos de 
genomas completamente secuenciados son que cada péptido debe 
estar presente, por definición, y que a menudo los datos de MS puede 
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ayudar a definir la estructura del gen, tales como la estructura de 
arranque y parada y de intrón-exón (Mann et al., 2001). 

1.3.10 Aplicaciones de estudios proteómicas en moluscos 

El desarrollo de técnicas para el estudio de sistemas biológicos, 
incluyendo la genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica, 
ha ofrecido un gran potencial en desentrañar problemas biológicos y 
se ha empleado con éxito en múltiples áreas como estudios 
medioambientales, descubrimiento de fármacos e inmunología (Fu et 
al., 2013; Santos et al., 2010). Entre estos enfoques, la proteómica 
puede presentar todas las proteínas codificadas por el genoma de un 
organismo (Anderson & Anderson, 1998). Los cambios en el fenotipo 
celular solo pueden ser apreciados completamente cuando los 
transcriptomas se traducen a proteínas (Feder & Walser, 2005). El 
campo de la proteómica ha avanzado en gran medida debido al 
desarrollo de métodos de bajo coste y alto rendimiento para la 
separación e identificación de proteínas, tales como electroforesis de 
dos dimensiones (2-DE) y cromatografía líquida multidimensional 
combinada con espectrometría de masas (LC-MS) (Dowd, 2012; 
Gómez-Chiarri et al., 2015). La proteómica basada en electroforesis 
bidimensional (2-DE) sigue siendo ampliamente útil para caracterizar 
complejas redes de proteínas biológicamente funcionales (Kingtong et 
al., 2013), ya que no sólo puede describir el proteoma de un orgánulo, 
célula o tejidos sino que además puede comparar proteomas y así 
detectar diferencias proteómicas causadas por factores de estrés 
bióticos o abióticos (Lemos et al., 2010). Sin embargo las técnicas 
basadas en la producción de geles presentan algunas limitaciones en la 
cobertura del proteoma completo, por lo que técnicas libres de geles 
como LC-MS se consideran una buena alternativa (Lambert et al., 
2005). Por otro lado, la aplicación a gran escala de estudios 
proteómicos en bivalvos permanece obstaculizada por la relativa 
escasez de datos genómicos en bases de datos públicos, necesarios 
para la identificación automatizada de proteínas (Campos et al., 2012; 
Suárez-Ulloa et al., 2013; Tomanek, 2011).  
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El análisis proteómico podría proporcionar una "instantánea" 
integrada de las proteínas funcionales en un momento concreto bajo 
una condición biológica determinada. Por tanto, una de las 
aplicaciones más utilizada es el estudio de proteómica de expresión, 
estudio de la expresión de proteínas entre muestras que difieren en 
alguna variable, dentro de las cuales destacan variaciones en procesos 
biológicos, sometidas a contaminación, a estrés, cambios en el 
medioambiente, en distintas etapas del desarrollo o bajo la infección 
por diferentes patógenos (Amelina et al., 2007; G. Chen et al., 2011). 

Un pequeño número de estudios en bivalvos están dedicados a la 
caracterización de funciones específicas, tales como la formación de la 
concha (Marie et al., 2012, 2011; G. Zhang et al., 2012), la 
reproducción y el desarrollo (Corporeau et al., 2012; Huan et al., 
2012; Diz et al., 2012b, 2013; Kingtong et al., 2013), la especiación 
(Martínez-Fernández et al., 2008) y la búsqueda de biomarcadores 
tumorales (Alvarez-Chaver et al., 2011). 

El biomonitoreo del medio acuático y la evaluación de la salud 
del ecosistema juegan un papel esencial en el desarrollo de estrategias 
efectivas para la protección del medio ambiente, la salud y el 
desarrollo sostenible. El creciente interés en la aplicación de 
tecnologías proteómicas para solventar problemas toxicológicos y su 
relevancia en la búsqueda de proteínas implicadas en respuestas 
toxicológicas como biomarcadores hacen de la proteómica una 
herramienta altamente generalizada (Campos et al., 2012; Lemos et 
al., 2010; Monsinjon & Knigge, 2007). Se han encontrado variaciones 
importantes en la expresión proteica de distintos bivalvos como 
consecuencia de la exposición a diferentes contaminantes, entre ellos 
metales pesados como el Cobre, el Mercurio o el Cadmio, es el caso 
de mejillones (Apraiz et al., 2006; Gomes et al., 2014; Leung et al., 
2011; Riva et al., 2011; Shepard & Bradley, 2000), almejas (Chora et 
al., 2009; Dowling et al., 2006; H. Wu et al., 2013b) y ostras (Luo et 
al., 2014; Muralidharan et al., 2012; Q. H. Zhang et al., 2013). 

Los efectos de moléculas tóxicas producidas por dinoflagelados y 
otras microalgas en invertebrados marinos pueden ser evaluados por 
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enfoques proteómicos. Durante estaciones de afloramiento de algas 
nocivas muchos invertebrados filtradores pueden acumular ficotoxinas 
en niveles extremadamente altos que representan una grave amenaza 
para la salud humana. El análisis proteómico se puede utilizar para la 
detección e identificación de biomarcadores de contaminación por 
biotoxinas y componentes que participan en la respuesta de los tejidos 
a la contaminación exógena (Manfrin et al., 2012; Ronzitti et al., 
2008). 

Además, la investigación del proteoma se está utilizando 
actualmente para estudiar la expresión diferencial de proteínas de 
bivalvos bajo diferentes tipos de estrés (tanto biótico como abiótico), 
en respuesta a diferentes condiciones ambientales (Fuentes et al., 
2002; López et al., 2001, 2005; Mosquera et al., 2003; Mi et al., 2007; 
Campalans & Lohrmann, 2009; Tomanek, 2011, 2014; Fields et al., 
2012; Zhang et al., 2015;Campos et al., 2016), entre ellos el estudio 
de los posibles cambios proteómicos ocurridos en invertebrados 
marinos en respuesta a la acidificación de los océanos como 
consecuencia de la actividad antropogénica (Timmins-Schiffman et 
al., 2014; Tomanek et al., 2011; Tomanek & Zuzow, 2010). 

Una de las aplicaciones más utilizadas en los estudios 
proteómicos de moluscos se centra en las interacciones patológicas, 
para ello es necesario el conocimiento del sistema inmune (Guo et al., 
2015; Peng, 2013; Z. Sun et al., 2014a). La proteómica se ha utilizado 
para detectar proteínas expresadas bajo la infección por diferentes 
patógenos (G. Chen et al., 2011; Huan et al., 2011; Ji et al., 2013; Y. 
Wang et al., 2012), en la interacción hospedor-parásito (Biron et al., 
2005; Nelson et al., 2008; Simonian et al., 2009; Castellanos-Martínez 
et al., 2014; Fernández-Boo et al., 2016), y para llegar a encontrar 
marcadores de resistencia/susceptibilidad frente a la enfermedad 
(Vergote et al., 2005; Bouchut et al., 2006b; Cao et al., 2009; 
Simonian et al., 2009; Thompson et al., 2015). 
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 1.3.11 Genómica funcional y proteómica 

Para entender todos los pasos en la decodificación del mensaje del 
ADN  es necesario un estudio de la expresión génica y su regulación, 
así como un análisis del transcriptoma (Ozsolak & Milos, 2011; 
Stapley et al., 2010) y del proteoma (Diz et al., 2012a). La proteómica 
complementa los enfoques de la genómica funcional (Gerlai, 2002; 
Hannon, 2002; Kuruvilla et al., 2002; Shoemaker & Linsley, 2002). 
Lo ideal sería que las anotaciones del genoma pudieran ser 
completamente impulsadas por la proteómica; de hecho, los datos 
proteómicos a gran escala fueron reconocidos como una fuente 
potencialmente rica para la validación y reevaluación de las 
anotaciones del genoma (Mann & Pandey, 2001).  

Para comprender mejor los procesos ocurridos en las 
enfermedades de bivalvos es necesario un gran esfuerzo centrado en la 
caracterización del efecto de diferentes patologías en los cambios de la 
expresión proteica del animal utilizando nuevos enfoques proteómicos 
(es decir shotgun y/o cromatografía líquida unido a espectrometría de 
masas en tándem, LC-MS/MS), lo que se facilitará ahora que algunas 
bases de datos transcriptómicas y secuencias de genomas están 
disponibles (Gómez-Chiarri et al., 2015). 
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2 JUSTIFICACIÓN Y 
OBJETIVOS  

La ostra plana europea es un recurso de gran importancia a nivel 
ecológico, se considera una especie clave que proporciona importantes 
servicios al ecosistema por tratarse de animales filtradores y 
formadores de arrecifes (Guo et al., 2015). Por otro lado las 
propiedades organolépticas de la ostra plana la convierten en un 
producto irreemplazable para la nutrición humana, por lo que el sector 
de la ostricultura aporta gran cantidad de beneficios económicos. El 
protozoo parásito Bonamia ostreae ha causado mortalidades masivas 
en los cultivos de Ostrea edulis, disminuyendo tremendamente la 
producción del sector; la especie co-genérica B. exitiosa detectada más 
recientemente en Europa, podría estar contribuyendo en el declive de 
la ostra plana europea. Todo ello unido a la sobreexplotación del 
recurso ha llevado a que los bancos de ostras O. edulis sean uno de los 
hábitats marinos más amenazados de Europa (Airoldi & Beck, 2007). 
Aumentar los bivalvos filtradores nativos, a través de la conservación 
tiene potencial para restablecer todas las funciones servidas por los 
hábitats biogénicos que crean, mejorar la calidad del agua y controlar 
los sistemas donde las poblaciones naturales se han agotado (Jackson 
et al., 2001). 

Una de las medidas tomadas para recuperar las poblaciones de la 
ostra plana europea es la selección de variedades menos susceptibles o 
tolerantes a B. ostreae. Se han realizado intentos en Francia, Irlanda y 
España con resultados satisfactorios en términos de mortalidad y 
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prevalencia de la enfermedad (Villalba & Figueras, 2011; Lynch et 
al., 2014). 

Sin embargo, las causas últimas que generan esta menor 
susceptibilidad a bonamiosis en estas variedades de ostras se 
desconocen y sería de gran ayuda descubrirlas ya que así podría 
realizarse una búsqueda más eficaz de una variedad tolerante o incluso 
resistente a bonamiosis. Además, la identificación de las claves de la 
susceptibilidad de O. edulis a B. ostreae podría tener un potencial 
efecto en otras enfermedades causadas por parásitos del género 
Bonamia spp. que afectan a otras especies de ostras distribuidas en 
diferentes zonas del mundo.  

Existen muchos estudios sobre la interacción de O. edulis y 
Bonamia spp., sin embargo, todavía quedan muchas preguntas por 
resolver. Puesto que B. ostreae es un parásito intracelular, que se 
multiplica dentro de los hemocitos de la ostra y precisamente estas 
células están implicadas directamente en el sistema inmune del 
hospedador, diferencias en el sistema de defensa podrían ser la clave 
que explique las diferencias de susceptibilidad encontradas entre 
estirpes de O. edulis. Morfológicamente se pueden distinguir dos tipos 
celulares básicos dentro de los hemocitos de bivalvos, hialinocitos y 
granulocitos; sin embargo, las diferencias funcionales y habilidades 
específicas son poco conocidas: mientras que se cree que los 
granulocitos son más eficientes en defensa y en la eliminación de 
microorganismos (Wang et al., 2017), los hialinocitos parecen estar 
más especializados en coagulación y cicatrización (Suzuki et al., 
1991). 

Profundizar en las diferencias funcionales de cada tipo 
hemocitario y comprender mejor los mecanismos defensivos del 
bivalvo, podría ayudar a combatir las enfermedades de las ostras. 

Para entender mejor la relación parásito-hospedador y las bases de 
la tolerancia a la bonamiosis es necesario profundizar en el estudio del 
sistema inmunitario de la ostra y de los mecanismos específicos 
implicados en su interacción y en la lucha contra el parásito. Mientras 
que se han identificado varios genes clave en la respuesta inmune de 
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O. edulis en respuesta al parásito a través de enfoques genómicos 
(Martín-Gómez et al., 2012; Morga et al., 2010, 2011a, 2011b, 2012; 
Pardo et al., 2016), poco se sabe sobre las proteínas involucradas en 
dicho proceso. Las diferencias en la expresión proteica pueden ayudar 
a entender mejor los procesos biológicos ocurridos en esta interacción. 
De manera que ampliar el conocimiento en este campo podría dar las 
claves para conseguir una selección de individuos con mayor 
resistencia o tolerancia a la enfermedad desarrollando así estirpes de 
ostras menos susceptibles a bonamiosis, lo que supondría una mejora 
para la conservación de las poblaciones naturales de Ostrea edulis.  

Por ello, el objetivo general es el estudio del sistema de defensa 
de la ostra plana europea mediante un enfoque proteómico y 
relacionarlo con la resistencia o tolerancia a la bonamiosis. Para 
ellos se plantearon los siguientes objetivos específicos:  

1. Comparar los patrones proteicos de la hemolinfa de Ostrea edulis 
infectadas por Bonamia spp. y ostras no infectadas.  

2. Comparar los patrones proteicos de la hemolinfa de diferentes 
stocks de ostras Ostrea edulis con diferente susceptibilidad a 
bonamiosis.  

3. Identificar proteínas clave en la interacción Ostrea edulis - 
Bonamia spp., que puedan ser reconocidas como biomarcadores 
de resistencia/tolerancia a la enfermedad. 

4. Estudiar el proteoma completo de los distintos tipos hemocitarios 
de Ostrea edulis, mediante eletroforesis bidimensional y 
"shotgun", identificando proteínas exclusivas de cada tipo 
hemocitario, hialinocitos y granulocitos, que permitan determinar 
funciones diferentes de cada tipo celular en el marco general de la 
respuesta inmune. 

5. Realizar un análisis proteómico de granulocitos e hialinocitos 
enfrentados a los inductores de respuesta inmunitaria LPS, Poly 
I:C y Zymosan, para determinar si hay diferencias en la respuesta 
entre los tipos hemocitarios.  
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3 COMPARACIÓN DEL 
PROTEOMA DE LA 

HEMOLINFA ENTRE OSTRAS 
(Ostrea edulis) AFECTADAS POR 

BONAMIOSIS Y OSTRAS NO 
AFECTADAS 

3.1 INTRODUCCIÓN 

3.1.1 Bonamiosis  

 Ostrea edulis es altamente susceptible a la infección por los 
protozoos parásitos Bonamia ostreae (Pichot et al., 1980) y Bonamia 
exitiosa (Hine et al., 2001), agentes responsables de causar 
bonamiosis en Europa. Esta enfermedad causada por las especies del 
género Bonamia spp. (Tabla 1) en diferentes partes del mundo (Figura 
1), tiene un efecto patógeno severo en su huésped y es la principal 
causa de muerte en las poblaciones de la ostra plana europea, llegando 
a provocar un 90% de mortalidad entre las ostras que parasita 
(Cranfield et al., 2005; Doonan et al., 1994; McArdle et al., 1991).  

 Las infecciones por B. ostreae y B. exitiosa se incluyen dentro de 
las enfermedades de declaración obligatoria establecida por la 
Organización Mundial de la Salud Animal, por ser responsable de 
ocasionar mortandades importantes en los moluscos bivalvos que 
infecta (http://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/enfermeda 
des-de-la-lista-de-la-oie-2018/). 
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Tabla 1. Especies del género Bonamia, rangos de hospedador y de distribución 
geográfica y primera cita bibliográfica. 

Género Bonamia 

Especie Hospedador Localización Referencia 

B. ostreae 
Ostrea edulis 

Ostrea chilensis 

Francia, España, 
Holanda, Irlanda, Reino 

Unido, Italia, 
Dinamarca, California y 

Maine (EE. UU.), 
Canadá, Marruecos, 

Nueva Zelanda 

Pichot et al. 
1980 

B. exitiosa 

Ostrea chilensis 
Ostrea angasi 
Ostrea edulis 

Ostrea puelchana 
Ostrea stentina 

Saccostrea glomerata 
Crassostrea ariakensis 
Crassostrea virginica** 

Nueva Zelanda, 
Australia, 

España, Italia, Francia, 
Reino Unido, Argentina, 
Chile, Túnez, Portugal, 

Carolina del Norte y 
Florida (EE. UU.) 

Hine et al. 
2001 

B. 
roughleyi* 

Saccostrea 
commercialis 

Nueva Gales del Sur 
(Australia) 

Farley et al. 
1988 

ºB. 
perspora 

Ostreola equestris 
Carolina del Norte 

(EEUU) 
Carnegie et 

al. 2006 

* Nomem dubium (Carnegie et al., 2014) 
** Casos positivos por PCR no confirmados por histología 

   

La Unión Europea también incluyó a ambas especies en la 
Directiva 2006/88/EC relativa a “los requisitos zoosanitarios de los 
animales y de los productos de la acuicultura y a la prevención y el 
control de determinadas enfermedades de los animales acuáticos”, 
actualmente en vigor.  Un aspecto importante en relación a la 
bonamiosis es que una vez que el parásito se ha introducido en un área 
determinada, no es posible erradicar la enfermedad (van Banning 
1985; van Banning 1987), por tanto, los esfuerzos para prevenir y 
controlar la bonamiosis son realmente necesarios. 
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3.1.2 Taxonomía 

 El género Bonamia pertenece al grupo Haplosporida dentro del 
Supergrupo Rizharia, primer rango Cercozoa, segundo rango 
Ascetosporea (Adl et al., 2012). Dicho grupo contiene protozoos 
parásitos de invertebrados marinos y de agua dulce, entre los que se 
incluyen algunos de los patógenos más importantes de Moluscos 
(Burreson & Ford, 2004; Arzul & Carnegie, 2015). Una característica 
de los Haplosporidios es la presencia de una fase de esporas 
unicelulares, típicamente uninucleadas, en su ciclo de vida (Burreson 
& Ford, 2004). Dentro de su hospedador, estos protozoos existen 
como células uni o multinucleadas y contienen unos orgánulos 
citoplasmáticos particulares, también observados en otros protistas 
Asctosporea, denominados haplosporosomas (Perkins, 1989). La 
existencia de esporas se ha observado en Bonamia perspora (Carnegie 
et al., 2006); sin embargo, no hay registros de esporas en B. ostrea y 
B. exitiosa; a pesar de este hecho, ambas especies pertenecen al grupo 
taxonómico Haplosporidia (Carnegie & Cochennec-Laureau, 2004) 
por presentar haplosporosomas y en base a análisis moleculares 
(Carnegie et al., 2000; Cochennec-Laureau et al., 2003b). Las 

Figura 1. Abundancia de los protozoos parásitos del género Bonamia spp., en los 
distintos continentes. Imagen adaptada de Fernández Robledo et al. 2014. 
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especies de Bonamia spp. forman un clado monofilético dentro de los 
taxones del grupo Haplosporidia (Reece et al., 2004; Arzul & 
Carnegie, 2015; Azevedo & Hine, 2017) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 Bonamia ostreae 

 Bonamia ostreae (Pichot et al., 1980) es un parásito 
intrahemocitario de la ostra plana europea O. edulis (Comps et al., 
1980). Este protozoo fue incluido por Farley et al. (1988) en el gupo 
de las “microcélulas”, término que había empleado J.G. Mackin para 

Figura 2. Cladograma del Orden Haplosporidia mostrando la posición taxonómica 
de las distintas especies de Bonamia spp. (Imagen de Arzul & Carnegie, 2015). 
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referirse al agente causente de una enfermedad de la ostra del Pacífico 
en la Isla de Denman (Columbia Británica, Canadá), posteriormente 
identificado como Mikrocytos mackini (Farley et al. 1988), debido al 
reducido tamaño de este parásito. El parásito B. ostreae, por tanto, 
también se caracteriza por su pequeño tamaño (1-3 µ m de diámetro) y 
presenta un núcleo en posición periférica (Abollo et al., 2008) (Figura 
3). La forma más común en la que se puede observar es en estadíos 
uni o binucleados que se pueden encontrar tanto dentro de los 
hemocitos del molusco, como en el interior de células del epitelio 
branquial (Montes et al., 1994), o extracelularmente en los espacios 
tisulares. Esporádicamente se encuentran estadíos plasmodiales en 
ostras moribundas o postmortem (Brehélin et al., 1982). 

 3.1.3.1 Distribución geográfica de Bonamia ostreae 

 La infección de O. edulis por B. ostreae fue registrada por 
primera vez en la costa oeste (California) de EE.UU. (Katkansky et 
al., 1969) aunque entonces no se identificó el agente etiológico. En 
Europa se detectó por primera vez en Francia en 1979 (Comps et al., 

Figura 3. Micrografía, obtenida con microscopio electrónico de transmisión, de un 
corte ultrafino que muestra una microcélula uninucleada de Bonamia ostreae en 
cuyo citoplasma aparecen múltiples haplosporosomas (marcados con flechas). N: 

nucleo m: mitocondria (Imagen obtenida de Abollo & Villalba 2012). 
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1980; Grizel & Tige, 1982) y estudiando la enfermedad en Francia se 
identificó y describió el parásito causante como la nueva especie B. 
ostreae (Pichot et al., 1980). Con el tiempo se comprobó que el 
parásito detectado en California (Elston et al., 1986; Friedman et al., 
1989) y posteriormente en la costa este de EE.UU. (en Maine) (Barber 
& Davis, 1994; Friedman & Perkins, 1994) mostraban una morfología 
similar a la de B. ostreae. Además, el uso de anticuerpos 
monoclonales no demostró diferencias antigénicas entre las células de 
Bonamia aisladas en Europa y en los EE.UU. (Mialhe et al., 1988), 
estos resultados y los registros comerciales históricos condujeron a 
formular la hipótesis que responsabiliza la propagación del parásito, 
dentro de EE.UU. y a Europa, al transporte comercial de ostras planas 
infectadas con B. ostreae a zonas exentas de la enfermedad, 
considerando que el foco inicial de la propagación se encontraba en 
California (Cigarria & Elston, 1997; Elston et al., 1986). En la 
actualidad tanto la Legislación de la Unión Europea en materia de 
Sanidad Animal, como la Organización Mundial de Sanidad Animal, 
incluyen medidas para impedir la introducción del parásito en zonas 
no afectadas. (https://www.ecolex.org/es/details/legislation/ley-no-
82003-ley-de-sanidad-animal-lex-faoc054176/) 
(http://www.oie.int/index.php?id=171&L=2&htmfile=titre_1.11.htm) 

 En el continente Europeo, tras su aparición en Francia, B. ostreae 
se propagó rápidamente, detectándose en España en 1980 (Figueras, 
1991; Montes & Melendez, 1987; Polanco et al., 1984), Holanda en 
1980 (van Banning 1985), Inglaterra en 1982 (Bannister & Key, 
1982), e Irlanda en 1987 (McArdle et al., 1991). En los últimos años 
B. ostreae también se ha encontrado en Canadá en 2004 (Marty et al., 
2006), en Marruecos en 2005 (OIE 2005), en Escocia en 2006 (Bruno 
et al., 2007), en Italia en 2009 (Narcisi et al., 2010), y por último en 
Dinamarca en 2015 (Madsen et al., 2015). Recientemente, B. ostreae 
se ha detectado en Nueva Zelanda como causante de mortandades 
masivas de la ostra plana nativa de la zona, Ostrea chilensis (Lane et 
al., 2016, 2018) (Figura 4). 
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 3.1.3.2 Rango de hospedador de Bonamia ostreae 

 Además de su hospedador tipo Ostrea edulis, Carnegie & 
Cochennec-Laureau (2004) demostraron que, al menos 
experimentalmente, existen más especies de ostra susceptibles a la 
infección por Bonamia ostreae como son: Ostrea angasi, Ostrea 
chilensis, (= Tiostrea chilensis, =T. lutaria, =Ostrea lutaria), Ostrea 
puelchana, Ostrea denselamellosa, Crassostrea ariakensis (= C. 
rivularis) y Crassostrea angulata. 

 Otros trabajos sugieren que la ostra japonesa Crassostrea gigas, 
las almejas Ruditapes decussatus y R. philippinarum, los mejillones 
Mytilus edulis y M. galloprovincialis y el berberecho Cerastoderma 
edule no son susceptibles a este parásito (van Banning 1987; Figueras 
& Robledo 1994; Renault et al. 1995; Culloty et al. 1999), ya que 
dichos bivalvos no pudieron ser infectados en experimentos realizados 
en el campo y en el laboratorio, empleando tanto infecciones naturales 
como experimentales. Todos los estudios se realizaron empleando 
como técnicas diagnósticas la citología y la histología, ya que las 
técnicas de diagnóstico moleculares basadas en reconocimiento de 
ADN no se habían desarrollado. Sin embargo Lynch et al. 2010, 
empleando técnicas de PCR e hibridación in situ, detectaron células de 
B. ostreae en el interior de hemocitos de Crassostrea gigas, lo que 
sugiere la idea de que la ostra del Pacífico pudo (y puede) contribuir a 
la expansión del parásito.  

3.1.4 Bonamia exitiosa 

 Bonamia exitiosa (Hine et al., 2001), es también un parásito 
intrahemocitario, pero en este caso el tamaño de la microcélula es algo 
mayor, presenta un diámetro de 2 a 5 µ m y un núcleo en posición 
central o subcentral (Abollo et al., 2008). Al igual que B. ostreae, B. 
exitiosa normalmente se puede observar en estadíos uni o binucleados, 
tanto dentro de los hemocitos como extracelularmente; en alguna 
ocasión se han detectado plasmodios con 4 núcleos (Hine, 1992).  
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 3.1.4.1 Distribución geográfica y rango de hospedador de B. 
exitiosa 

 Este protozoo es originario del Hemisferio Sur donde es 
responsable de provocar mortandades masivas en ostras O. chilensis 
de Nueva Zelanda (Doonan et al., 1994; Hine et al., 2001). B. exitiosa 
también se ha detectado en Australia en ostras Ostrea angasi (Corbeil 
et al., 2006) y Saccostrea glomerata (Carnegie et al., 2014). Parásitos 
del género Bonamia se han descrito en varias especies de ostras, O. 
chilensis en Chile (Kern, 1993), O. puelchana en Argentina (Kroeck 
& Montes, 2005) y Crassostrea ariakensis en Carolina del Norte 
(Burreson et al., 2004); en la actualidad el laboratorio de referencia de 
la OIE para la bonamiosis ha incluido todos estos registros de 
Bonamia spp. de localidades tan dispares en la misma especie, B. 
exitiosa (López-Flores et al., 2007).  

 Ostrea stentina de Nueva Zelanda y de Túnez fueron infectadas 
con un tipo Bonamia spp. estrechamente relacionada con Bonamia 
exitiosa y B. roughleyi basado en las secuencias genéticas de ADNr de 
la subunidad pequeña (SSU) y del espacio interno transcrito (ITS) 
(Hill et al., 2010). Parásitos identificados previamente como Bonamia 
roughleyi en Australia parecen ser en realidad B. exitiosa (Carnegie et 
al., 2014). Bonamia perspora (similar a B. exitiosa) se detectó en 
Ostreola equestris (=Ostrea stentina) de Carolina del Norte (Carnegie 
et al., 2006). Mediante PCR se han detectado positivos para B, 
exitiosa en ostras Crassostrea ariakensis & C. virginica de Florida, 
confirmándose la infección mediante histología sólo en ostras C. 
ariakensis (Dungan et al., 2012). Estudios filogenéticos confirman 
que las secuencias de Bonamia spp. encontradas en Crassostrea 
ariakensis en Florida y  Carolina del Norte, O. stentina en Carolina 
del Norte y del Sur, Argentina, Túnez y Nueva Zelanda, O. puelchana 
en Argentina, O. lurida en California, O. angasi y Saccostrea 
glomerata en Australia, y O. chilensis en Nueva Zelanda pertenecen a 
B. exitiosa (Hill et al., 2014).  

 En las costas europeas B. exitiosa se ha descubierto afectando a 
O. edulis; primero en la costa oeste de España (Océano Atlántico) 
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(Abollo et al., 2008), y más tarde en Francia en 2008 (Arzul et al., 
2010), en Italia (Mar Adriático) en 2008 (Narcisi et al., 2010), en la 
costa este de España (Mar Mediterráneo) en 2011(Carrasco et al., 
2012),  en Inglaterra en 2011 (Longshaw et al., 2013) y en el sur de 
Portugal (Batista et al., 2016). Por lo que Bonamia exitiosa es una 
especie con amplia distribución geográfica y gran variedad de 
hospedadores (Figura 4).  

Se ha detectado la presencia de ADN de B. exitiosa en la ostra del 
pacífico Crassostrea gigas mediante PCR, por lo que existe la 
posibilidad de que esta ostra rizada sea portadora del parásito (Lynch 

Figura 4. Distribución mundial de los protozoos parásitos Bonamia ostreae y 
Bonamia exitiosa. 
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et al., 2010). 

3.1.5 Ciclo de vida y transmisión de Bonamia spp. 

 Se sabe que las esporas no son imprescindibles en la propagación 
de bonamiosis (Reece et al., 2004), puesto que se puede transmitir 
directamente de una ostra a otra por cohabitación (Culloty et al., 1999; 
Elston et al., 1986; Hine et al., 2002), o por inoculación del parásito 
purificado (Mialhe et al., 1988). Esto sugiere que presenta un ciclo de 
vida directo y permite entender la rápida propagación de la 
enfermedad. Sin embargo, existen otros factores que hacen pensar que 
el ciclo de vida del parásito debe incluir algún tipo de vector o de 
reservorio. La espora es un estadío característico del Grupo 
Haplosporidia al que pertenece Bonamia spp. (Burreson & Ford, 
2004). Además, cuando una zona infectada por el parásito se limpia 
completamente de ostras y, al cabo de varios años, se reintroduce el 
cultivo en el área, la enfermad vuelve a desarrollarse rápidamente, 
reafirmando la idea de la existencia de algún tipo de reservorio donde 
el protozoo sobrevive (van Banning 1988). Otros estudios enfocados a 
encontrar posibles hospedadores reservorios o vectores, demostraron 
la presencia de ADN de B. ostreae en 8 invertebrados bentónicos y 19 
muestras de zooplancton, utilizando PCR como técnica diagnóstica 
(Lynch et al., 2007). Al estudiar qué especies podrían actuar como 
reservorio del parásito y provocar una posible infección en O. edulis, 
estos autores observaron que ostras sanas adquirían la infección 
cohabitando con ejemplares del equinodermo Ophiothrix fragilis 
recogidos en bancos de ostra afectados por el parásito. No está claro si 
el equinodermo estaba infectado por B. ostreae o simplemente 
transportaba células del parásito sin que éste le provocase infección. 
Posteriormente Lynch et al. (2010) detectaron mediante PCR ostras C. 
gigas infectadas por B. ostreae y B. exitiosa, tanto en individuos 
recogidos en la naturaleza como inoculados experimentalmente en el 
laboratorio; incluso llegaron a detectar microcélulas de B. ostreae en 
los tejidos de C. gigas mediante histología convencional y también 
con hibridación in situ. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que 
C. gigas actúe como reservorio o vector de ambas especies de 
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Bonamia, lo que pone de manifiesto la transcendencia que podrían 
suponer los movimientos de ostras rizadas C. gigas de áreas 
endémicas a áreas libres de la infección, tanto pasados como futuros, 
en la supervivencia y conservación de O. edulis. A pesar de todos los 
estudios realizados, el ciclo de vida completo de Bonamia spp. todavía 
no se conoce. 

3.1.6 Interacción parásito - hospedador 

 La vía de entrada más probable de Bonamia en el bivalvo es 
mediante la filtración de agua de mar (Bucke, 1988; Montes et al., 
1994). Dentro del organismo, tras atravesar el epitelio branquial, el 
parásito es fagocitado por los hemocitos, quedando incluido dentro de 
un fagolisosoma, donde es capaz de multiplicarse por fisión binaria 
(Figs. 5 y 6). Todos los tipos hemocitarios son capaces de fagocitar a 
Bonamia spp. mediante un proceso de fagocitosis activa (Chagot et 
al., 1992); además, B. ostreae parece participar activamente en su 
propia internalización (Chagot et al., 1992). Se ha demostrado que una 
HSP90 de B. ostreae participa en la internalización del parásito en los 
hemocitos de O. edulis (Prado-Alvarez et al., 2013). A pesar de 
fagocitar al parásito, los hemocitos de la ostra plana no son capaces de 
destruirlo (Montes et al., 1994), Bonamia spp. parece tener algún 
mecanismo que bloquea la capacidad destructiva del metabolismo del 
hemocito, de manera que el parásito es capaz de sobrevivir y proliferar 
en su interior sin degradarse, llegando a provocar la ruptura del 
hemocito (Fig. 6).   

 Se han propuesto diversos mecanismos para explicar cómo los 
patógenos logran evadir el sistema defensivo de los organismos 
invertebrados que parasitan (Yoshino & Vasta, 1996). Existen 
mecanismos pasivos, por los cuales el parásito intenta no activar el 
sistema defensivo del hospedador, como son el parasitismo 
intracelular, el mimetismo y el enmascaramiento con moléculas del 
propio hospedador y mecanismos de evasión activos por los cuales el 
parásito sintetiza enzimas que inhiben o los protegen de la acción de 
las especies reactivas de oxígeno producidas por el hospedador, o 
causa la supresión o interferencia con otros procesos de respuesta 
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inmune. Algunas de las estrategias específicas de supervivencia de 
parásitos obligados de células de defensa en vertebrados son: evadir la 
activación de la fagocitosis (McLeod et al., 1991), contrarrestar el 
estallido respiratorio con enzimas antioxidantes (Kwok et al., 2004; 
Müller, 2004), escapar del fagosoma, inhibir la fusión del fagosoma 
con lisosomas (Gruenberg & van der Goot, 2006), o sobrevivir dentro 
del fagolisosoma (Dermine & Desjardins, 1999).  

 En el caso de Bonamia spp. se ha documentado la posible 
capacidad del parásito para inhibir la producción hemocitaria de ROS 
(Comesaña et al., 2012; Hervio et al., 1991; Morga et al., 2009). La 
presencia de actividad fosfatasa ácida, enzima relacionada con el 
bloqueo de la producción de anión superóxido en neutrófilos de 
vertebrados (Remaley et al., 1984), se ha detectado en las células de 
Bonamia ostreae (Hervio et al., 1991) así como en otros parásitos de 
moluscos (Le Gall et al., 1991; Volety & Chu, 1995) y podría estar 
relacionada con el mecanismo de evasión de estos microorganismos 
para combatir el sistema de defensa del hospedador. En el caso de 
Ostrea chilensis, las células de Bonamia exitiosa fagocitadas por los 
hemocitos liberan vesículas que se insertan en la membrana del 
fagosoma, modificando la membrana de la vacuola parasitófora, 
pudiendo evitar la fusión fagosoma-lisosoma o favorecer el transporte 
de nutrientes del hospedador al parásito (Hine & Wesney, 1994a). 
Estas vesículas podrían derivarse de los cuerpos lipídicos que 
realizarían varias funciones: liberar fosfatasa ácida (Hervio et al., 
1991) que se uniría a la superficie del parásito para bloquear la 
producción de anión superóxido, regular el tráfico de membrana a 
través de lípidos insaturados o intervenir en las funciones de nutrición 
del parásito a través de enzimas como la β-glicerofosfatasa.  
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 Además al comparar la hemolinfa de ostras infectadas y ostras no 
infectadas se han observado diferencias en niveles de varias enzimas 
(Xue et al. 2000; da Silva et al. 2008b), así como cambios en la 
concentración y expresión proteica (Cao et al., 2009; Cronin et al., 
2001). Morga et al. (2012), apuntaron la posibilidad de que B. ostreae 
inhiba la apoptosis de los hemocitos de la ostra, mecanismo de gran 
importancia en la defensa del hospedador contra el parásito (Gervais 
et al., 2016). Existen varios trabajos enfocados a encontrar diferencias 
en la expresión de distintos genes hemocitarios que presentan un 
especial interés por estar implicados en diversas vías metabólicas 
relacionadas con el sistema inmune del molusco (Martín-Gómez et al., 
2012; Morga et al., 2010, 2011a, 2011b, 2012, 2017). Aquellos genes 
cuya expresión varía como consecuencia de la infección por B. ostreae 
son cruciales para descifrar cuáles son las modificaciones que produce 
el parásito en los mecanismos de defensa de O. edulis permitiéndole 

Figura 5. Hemocitos de Ostrea edulis parasitados por Bonamia ostreae 
(flechas). Imagen obtenida mediante citocentrifugación de una muestra de 

hemolinfa de una ostra infectada. Algunas células del parásito son binucleadas 
(flechas dobles) por encontrarse en proceso de división. 
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sobrevivir en su interior. A pesar del amplio número de trabajos 
realizados sobre esta  interacción, todavía no se conoce al completo 
cuál es la estrategia que permite a Bonamia evitar los mecanismos de 
destrucción de los hemocitos de la ostra.  

Los estadíos de B. ostreae y B. exitiosa que se observan 
rutinariamente infectando a las ostras son células uni o binucleadas 
tanto intra como extracelulares (Figura 5), y más esporádicamente 
estadíos plasmodiales multinucleados. Se pueden ha llegar llegado a 
observar diez oincluso más de 20 parásitos en el interior de un 
hemocito infectado. Esta multiplicación celular conduce a la ruptura 
de la célula hospedadora, dejando a los parásitos libres por la 
hemolinfa para infectar otras células (Balouet et al., 1983), reiniciando 
el ciclo infectivo y propagando así la infección por todo el animal 
(Figura 6). La ruptura de los hemocitos conlleva una infiltración 
hemocitaria intensa en el tejido conjuntivo de varios órganos (Comps, 
1983). 

 Cuando el patógeno penetra en el hospedador, antes del desarrollo 
de la infección, existe un periodo de latencia en el que no es posible la 
observación de B. ostreae por técnicas histológicas (Culloty & 
Mulcahy, 1996; Grizel et al., 1988; Montes et al., 1991). Este periodo 
normalmente tiene una duración de 3-4 meses (Tigé & Grizel, 1984), 
pero los eventos ocurridos en él se desconocen. 

 Las ostras infectadas pueden presentar alteraciones 
macroscópicas, aunque la enfermedad no siempre es fácil de observar. 
Las lesiones más evidentes son hendiduras en el borde de las láminas 
branquiales, que llegan a ser profundas en los casos más avanzados de 
la enfermedad y perforaciones ulcerosas asociadas con decoloraciones 
amarillentas, principalmente en las branquias; en el manto y en la 
glándula digestiva también se pueden observar dichas decoloraciones. 
Microscópicamente se pueden observar lesiones en el tejido 
conjuntivo de branquias, manto y masa visceral, con infiltración 
intensa de hemocitos, lo que ocasiona una destrucción de la 
arquitectura normal de tejidos y órganos; en estado avanzado la 
infección llega a ser sistémica (Balouet et al., 1983; Cochennec-
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Laureau et al., 2003a). Los síntomas se complementan con una falta 
de crecimiento e incremento de la mortalidad; aunque existen 
discrepancias sobre cómo afecta la infección al crecimiento y al índice 
de condición de las ostras. Se ha demostrado que en las etapas 
avanzadas, la infección altera el desarrollo gonadal de la ostra 
afectando a su fecundidad (da Silva et al. 2009). 

 

Figura 6. Posible ciclo de infección del parásito Bonamia ostreae en los 
hemocitos de la ostra plana Ostrea edulis. La célula libre del protozoo (1) se 

adhiere a la superficie del hemocito (2), que lo engloba en un fagolisosoma donde 
desarrolla una fase proliferativa (3). Conforme las células del parásito aumentan 
de tamaño, se produce una destrucción del fagolisosoma y posteriormente del 
hemocito (4), liberando las células de B. ostreae al líquido intersticial (5), que 

inician nuevamente el ciclo. (Imagen obtenida de Montes et al. 1994). 
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 La liberación de Bonamia ostreae y B. exitiosa del interior del 
hospedador al exterior se puede producir a través del digestivo, con las 
heces, por procesos de diapédesis a través de diferentes epitelios o 
cuando las ostras mueren. El parásito libre en el agua de mar es capaz 
de infectar otras ostras. La longevidad de las formas libres (fuera del 
hospedador) de Bonamia spp. no se conoce. 

 La transmisión de B. ostreae puede ocurrir durante todo el año 
(Culloty & Mulcahy, 1996), propagándose dentro de un amplio rango 
de temperaturas del agua, pero la prevalencia e intensidad de infección 
tienden a incrementarse en las épocas cálidas, concretamente a finales 
de la primavera y durante el verano (Culloty & Mulcahy, 1996; da 
Silva et al., 2005; Tigé et al., 1982). En general, las temperaturas altas 
promueven la expansión de la enfermedad mientras que las bajas 
ralentizan su transmisión (Grizel et al., 1988). El efecto de la salinidad 
en el desarrollo de la enfermedad también se ha estudiado, detectando 
una mayor supervivencia del parásito a salinidades altas; se han 
observado infecciones en tanques con salinidades de hasta un 39‰ 
(Grizel et al., 1988; Arzul et al., 2009). La mortalidad del hospedador 
puede ser más o menos rápida en función de las condiciones 
ambientales. 

 Ostrea edulis es susceptible a B. ostreae en todas las etapas de su 
vida, pudiendo llegar a desarrollar una intensidad de infección alta 
incluso en edades tempranas (Lynch et al., 2005), los estadios 
larvarios también pueden ser afectados por el parásito (Arzul et al., 
2011). Sin embargo, las ostras de aproximadamente 2 años son más 
susceptibles a la enfermedad (Culloty & Mulcahy, 1996; Robert et al., 
1991), siendo las últimas etapas del crecimiento una época crítica en 
el desarrollo, cuando las ostras alcanzan el tamaño comercial (Baud et 
al., 1997; da Silva et al., 2005). A esta edad la enfermedad se 
disemina más rápidamente y la prevalencia e intensidad de la 
infección, así como la mortalidad se incrementan notablemente. Por 
tanto, la talla y la edad del hospedador parecen ser factores intrínsecos 
importantes en el desarrollo de la bonamiosis (Cáceres-Martínez et al., 
1995; Culloty & Mulcahy, 1996; Figueras, 1991; Tigé et al., 1982). 
También están relacionados otros factores importantes como la 
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maduración gonadal (da Silva et al., 2009), factores estresantes 
(Cranfield et al., 2005), entre ellos el estrés postpuesta, aumentando la 
infección en las hembras tras la puesta (Culloty & Mulcahy, 1996; 
Hine, 2002; Hine et al., 2002) y la falta de alimento (Culloty & 
Mulcahy, 1996). 

3.1.7 Técnicas de diagnóstico de Bonamia spp. 

 La gestión de la bonamiosis en poblaciones de O. edulis, tanto 
silvestres como cultivadas, depende de técnicas de diagnóstico de 
Bonamia spp. sensibles y fiables; de manera que se pueda llevar un 
control de la población y de la prevalencia de la enfermedad, 
detectando la presencia del parásito desde una infección temprana. 
Además, conocer con certeza cuáles son las zonas libres de Bonamia 
spp. para evitar la introducción de moluscos portadores del parásito es 
fundamental para el control de la enfermedad. Para el correcto 
diagnóstico de una enfermedad, la O.I.E. recoge en su "Manual de 
pruebas de diagnóstico para animales acuáticos" una serie de técnicas 
de detección para cada patógeno de la lista. En el caso de la 
bonamiosis estas técnicas son el análisis histopatológico, el análisis 
citológico y la técnica de PCR (O.I.E., 2006). Por su parte, la 
legislación europea recomienda una serie de procedimientos para el 
diagnóstico de B. ostreae recogidos en la Decisión de la Comisión 
2015/1554 (https://www.boe.es/doue/2015/247/L00001-00062.pdf), 
entre los que se incluyen: improntas de corazón o branquias, 
histopatología, hibridación in situ, PCR y secuenciación. 

 El diagnóstico convencional de la infección por Bonamia spp. se 
realiza generalmente mediante técnicas de histología y citología; 
observando bajo microscopio óptico cortes histológicos y frotis de la 
hemolinfa y los órganos más afectados por la infección (corazón, 
branquia o glándula digestiva). Dentro de estas técnicas, el frotis de 
corazón y de hemolinfa son considerados los métodos más sensibles 
de detección de Bonamia spp. (da Silva & Villalba, 2004). Las 
técnicas tradicionales (histología y citología), requieren mucho 
tiempo, personal altamente capacitado y tienen baja sensibilidad 
(Corbeil et al., 2006; da Silva & Villalba, 2004), por lo que 
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infecciones débiles podrían no ser detectadas, ya que el pequeño 
tamaño del parásito hace que sea difícil reconocer las infecciones 
subclínicas en secciones delgadas (Bucke, 1988; Carnegie et al., 2000; 
Corbeil et al., 2006; da Silva & Villalba, 2004; McArdle et al., 1991). 
A pesar de presentar limitaciones importantes que hicieron necesario 
el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico más sensibles, estas 
técnicas son útiles para observar el estado general de la salud del 
molusco.  

 En un primer intento de mejora, se desarrollaron inmunoensayos 
para la detección de la infección por Bonamia spp. (Boulo et al., 1989; 
Cochennec et al., 1992; Mialhe et al., 1988), pero dicho ensayos no 
mostraron una sensibilidad mayor respecto a técnicas histológicas. 
Además, los anticuerpos monoclonales diseñados para Bonamia 
ostreae de Europa apenas reaccionaron con B. ostreae de poblaciones 
de fuera de Europa (Carnegie et al., 2000), por lo que se sugirió que 
las diferencias serológicas entre cepas podrían limitar la utilidad de las 
técnicas basadas en anticuerpos (Carnegie & Cochennec-Laureau, 
2004). 

 Posteriormente, la aplicación de técnicas moleculares basadas en 
la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) han permitido la 
detección de Bonamia spp. a partir de cantidades mínimas del ADN 
del parásito en ostras infectadas, amplificando fragmentos de la 
subunidad pequeña del ADN ribosómico del protozoo (Carnegie et al., 
2000; Cochennec et al., 2000) (protocolos recomendados por OIE) 
con mayor rapidez e sensibilidad que el diagnóstico histológico o 
citológico (Carnegie et al., 2000; Lynch et al., 2005). Tanto dichos 
protocolos de PCR convencionales como los de PCRs en tiempo real 
(Q-PCR) (Corbeil et al., 2006; Marty et al., 2006), no permiten 
realizar una identificación específica del agente causal de la 
enfermedad. Recientemente, Ramilo et al. (2013) han publicado 
nuevos ensayos de PCR específicos para realizar un diagnóstico 
diferencial de Bonamia ostreae y de B. exitiosa, desarrollando ensayos 
por PCR convencional, Q-PCR y PCR multiplex. Es importante tener 
en cuenta que un resultado positivo de PCR no verifica la existencia 
de una infección, pudiendo tratarse de ingestión o trasporte del 
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protozoo por parte de la ostra y no de parasitismo; de la misma 
manera, un resultado negativo de PCR no asegura la ausencia del 
parasito, ya que esta técnica analiza una cantidad ínfima de tejido en 
relación con el cuerpo de la ostra, lo que podría llevar a obtener falsos 
negativos. Recientemente se ha publicado un estudio donde se evalua 
el uso de técnicas de PCR para el diagnóstico de B. ostreae en 
muestras de tejido de varios grupos de ostras Ostrea chilensis, 
considerando viable el uso de muestras de 5 ostras (Lane et al., 2017). 

 Otra técnica molecular para el diagnóstico de Bonamia spp. es la 
Hibridación in situ (ISH). Los protocolos de ISH para la detección de 
B. ostreae (Carnegie et al., 2003; Cochennec et al., 2000) no son 
específicos y se ha comprobado que pueden hibridar con otros 
organismos. Hill et al. (2010) desarrollaron oligosondas específicas 
para el clado B. exitiosa-B. roughleyi, pero no evalúan la especificidad 
ni la sensibilidad de las mismas. Ramilo et al. (2014) han desarrollado 
una oligosonda para la detección específica de B. exitiosa mediante 
ISH, evaluando tanto la especificidad como la sensibilidad de la 
misma.  

 Para asegurar los resultados obtenidos en el diagnóstico de la 
bonamiosis, es recomendable una combinación de la técnica 
molecular de PCR con técnicas de observación microscópica de 
tejidos o células, como histología o hibridación in situ, evitando así 
posibles errores debidos a las limitaciones de cada técnica por 
separado (Burreson, 2008). 

3.1.8 Control de la bonamiosis 

 La Organización Internacional de Sanidad Animal, también 
conocida como Oficina Internacional de Epizootias (O.I.E.) es el 
organismo internacional encargado de diseñar la política de control de 
las distintas enfermedades animales, intentando limitar su dispersión y 
evitar el origen de severas pérdidas ecológicas, económicas y/u 
ocasionar peligro para el ser humano. Como parte de su estrategia de 
control, se elabora una lista donde se incluyen las principales 
enfermedades de animales, las denominadas enfermedades de 
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declaración obligatoria (entre las que se encuentran las infecciones por 
B. ostreae y B. exitiosa), lo que obliga a un estado a notificar las 
detecciones que eventualmente se puedan producir de tales 
enfermedades en su territorio y a establecer un sistema de separación 
entre zonas libres y no libres de la enfermedad (O.I.E., 2007). 

 Debido a que las ostras se encuentran principalmente en áreas 
abiertas, y a que, como el resto de moluscos, carecen de anticuerpos, 
ningún tratamiento, incluida la posibilidad de desarrollar vacunas, 
puede ser utilizado para combatir esta enfermedad. El control de la 
bonamiosis se basa en la gestión de las zonas afectadas y en la 
restricción de la transferencia de ostras, por tanto, es fundamental 
limitar las introducciones o movimientos comerciales de individuos 
potencialmente portadores del patógeno desde zonas afectadas por la 
enfermedad hacia áreas libres de la misma, tal como se recoge en la 
Directiva 2006/88/EC.  

 A pesar de que no existe un tratamiento aplicable a ostras 
infectadas por Bonamia spp., diferentes estrategias se han llevado a 
cabo con el objetivo de erradicar o minimizar el efecto de esta 
enfermedad y recuperar los bancos naturales de ostras planas europeas 
(O.I.E., 2006). En Holanda, en un infructuoso intento de erradicar la 
enfermedad, las ostras se eliminaron minuciosamente y se prohibió el 
cultivo de ostras en las zonas afectadas (van Banning 1988; Van 
Banning 1991). En Francia, se llevó a cabo un plan que combinaba 
medidas profilácticas zootécnicas junto con intentos de erradicación 
(Grizel et al., 1986), el  efecto fue limitado y la industria de ostras 
francesa, optó por sustituir el cultivo de O. edulis (siendo los mayores 
productores de este molusco a nivel mundial) por otra especie de ostra 
no susceptible a bonamiosis, la ostra rizada C. gigas. En Galicia, la 
industria ostrícola se vio obligada a pasar a una estrategia de 
producción de engorde, que implica la introducción de semilla de 
ostra de otros países para crecimiento durante un período corto (menos 
de 1 año), y una cosecha anticipada, justo cuando se supera el tamaño 
mínimo comercial para evitar el máximo de mortalidad por 
bonamiosis (Montes et al., 2003).  
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 Estudios más recientes están relacionados con el desarrollo de 
líneas de O. edulis seleccionadas para la resistencia a Bonamia spp. 
(Carnegie & Cochennec-Laureau, 2004). Las poblaciones de O. edulis 
que han estado sometidas a una importante presión selectiva por parte 
del parásito desde los años 80 han conseguido desarrollar un cierto 
grado de resistencia a la infección por Bonamia ostreae, por lo que se 
considera la selección genética de esas ostras con mayor nivel de 
tolerancia a la enfermedad, como el mecanismo más importante de 
control de la enfermedad (Baud et al., 1997; Culloty et al., 2004; da 
Silva et al., 2005; Naciri-Graven et al., 1999; Lynch et al., 2014). 

 El desarrollo de estirpes resistentes mediante cruzamientos 
programados ha tenido resultados alentadores con otras enfermedades 
de ostra, es el caso de enfermedades causadas por Haplosporidium 
nelsoni (Calvo et al., 2003; Ford & Haskin, 1988; Frank-Lawale et al., 
2014) y Perkinsus marinus (Calvo et al., 2003; Abbe et al., 2010), la 
"enfermedad de la ostra juvenil'' en C. virginica (Davis & Barber, 
1999), la "mortalidad de verano'' en C. gigas (Beattie et al., 1988), las 
causadas por Marteilia sydneyi y Mykrocytos roughleyi en Saccostrea 
glomerata (Nell et al., 2000; Dove et al., 2013a, 2013b) y la infección 
por la microvariante del virus herpes tipo 1 de ostreidos (OsHV-1 
µ Var) en C. gigas (Dégremont et al., 2015b, 2015c). Estos resultados, 
junto con los informes de una población natural de O. edulis en 
California con mayor grado de resistencia a bonamiosis en términos 
de supervivencia (Elston et al., 1987), debido a la selección natural 
operada después de la exposición a la enfermedad de generaciones 
sucesivas de ostras; apoyaron la realización de programas de selección 
genética basados en cruzamientos controlados para paliar la infección 
por Bonamia ostreae en Irlanda (Culloty et al., 2001, 2004; Lynch et 
al., 2014), Francia (Baud et al., 1997; Lallias et al., 2008; Naciri-
Graven et al., 1999, 1998) y España (da Silva et al., 2005; Villalba et 
al., 2007). Los programas de selección han mostrado que la tolerancia 
a la bonamiosis es claramente heredable (Carnegie & Cochennec-
Laureau, 2004). Los resultados obtenidos en estos programas son muy 
alentadores y, en mayor o menor medida, se ha conseguido aumentar 
la tolerancia, con disminución de la prevalencia e intensidad de la 
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enfermedad y de la mortalidad de las estirpes seleccionadas (Villalba 
& Figueras, 2011). 

La selección de ostras menos susceptibles, tolerantes o resistentes 
a enfermedades no es un proceso complejo y constituye una de las 
estrategias más seguidas para luchar contra patologías de moluscos 
(Calvo et al., 2003; Dégremont et al., 2015a). Sin embargo, los 
programas de selección entrañan algunos inconvenientes. Por un lado, 
el desarrollo de una variedad tolerante o resistente a la enfermedad 
precisa un lapso de tiempo de varias generaciones para alcanzar un 
grado de tolerancia o resistencia trascendente. Por otro lado, las 
diferencias interanuales en la intensidad de infección, debidas a 
cambios de factores ambientales (temperatura, salinidad o 
disponibilidad de alimento) (Gaffney & Bushek, 1996), generan 
variaciones en la presión selectiva de la infección; así, una mayor 
supervivencia en un año podría deberse a condiciones ambientales 
adversas para el progreso de la infección y no al desarrollo de una 
mayor tolerancia. Una dificultad añadida para diseñar un programa de 
selección surge al intentar determinar las características idóneas de las 
variedades tolerantes. A veces, la selección de resistencia a una 
enfermedad conlleva el aumento de susceptibilidad a otros patógenos 
presentes en la zona o que llegan al cabo del tiempo, lo que supone la 
necesidad de desarrollar programas de selección de resistencia frente a 
varios patógenos (Frank-Lawale et al., 2014; Azéma et al., 2015, 
2017; Proestou et al., 2016). Aunque en los últimos años se han 
realizado numerosos trabajos destinados a conocer marcadores de O. 
edulis genéticos, bioquímicos, fisiológicos o inmunológicos; 
indicadores de tolerancia frente a B. ostreae, que permiten a las ostras 
luchar con mayor eficacia frente a la bonamiosis (Xue et al., 2000; 
Cronin et al., 2001; Cao et al., 2009; Comesaña et al., 2012; da Silva 
et al., 2008b; Martín-Gómez et al., 2012; Morga et al., 2010, 2011a, 
2011b, 2012, 2017; Gervais et al., 2016; Pardo et al., 2016) todavía 
quedan muchas preguntas sin resolver. 

 Para lograr entender en detalle la relación parásito-hospedador y 
las bases de la tolerancia del hospedador, es imprescindible el estudio 
del sistema inmune y los mecanismos específicos implicados en la 
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interacción y la lucha contra el parásito. Las diferencias en 
susceptibilidad a bonamiosis entre distintas estirpes de O. edulis 
podrían estar relacionadas con variaciones en sus sistemas de defensa 
(Cochennec et al., 1995; Naciri-Graven et al., 1998; Cochennec-
Laureau et al., 2003;Pardo et al., 2016; Morga et al., 2017). De 
manera que un mayor conocimiento de la interacción entre el sistema 
inmune de la ostra y el patógeno deberá ayudar a diseñar estrategias 
para minimizar el impacto de la enfermedad. 

 La primera prueba del uso de la electroforesis bidimensional en el 
ámbito del estudio de la interacción de B. ostreae con el sistema 
inmunitario de la ostra plana O. edulis ha demostrado su utilidad en 
este ámbito (Cao et al., 2009). 

Este capítulo recoge un estudio por el que, a través de un enfoque 
proteómico, se analizaron las diferencias en la expresión proteica de la 
hemolinfa entre ostras infectadas por B. ostreae o B. exitiosa y ostras 
no infectadas; para ello se utilizaron tres estirpes de ostras con 
diferente susceptibilidad a la bonamiosis: estirpes de ostras irlandesas 
y gallegas, ambas seleccionadas para la resistencia a la bonamiosis, y 
la estirpe de ostras gallegas no seleccionadas. Las ostras utilizadas en 
el estudio se cultivaron en áreas afectadas por bonamiosis en Galicia e 
Irlanda; las ostras de los dos estirpes gallegos compartieron las 
mismas condiciones ambientales a lo largo de toda su vida. Además, 
se comparó el perfil proteómico de la hemolinfa entre ostras no 
infectadas de los dos estirpes gallegos, tratando de identificar 
proteínas asociadas a la resistencia a la bonamiosis. Las proteínas de 
hemolinfa se separaron mediante electroforesis bidimensional (2-DE); 
a continuación se utilizó espectrometría de masas (MS) para 
identificar proteínas con expresión diferencial. Se identificaron treinta 
y cuatro proteínas implicadas en la interacción parásito-hospedador, 
de las cuales 7 podrían considerarse candidatos a marcadores de 
resistencia, para confirmarlo es necesario un estudio adicional. 
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3.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

3.2.1 Estirpes de ostra utilizadas  

 Para realizar este estudio se utilizaron ostras procedentes de tres 
estirpes de ostras Ostrea edulis con diferente susceptibilidad a 
bonamiosis. Una de ellas, la estirpe gallega seleccionada (EGS), 
incluyó ostras que derivaban de un programa de selección genética 
dirigida a aumentar la resistencia de la ostra plana a la bonamiosis 
desarrollado en el Centro de Investigacións Mariñas (CIMA) (da Silva 
et al., 2005; Villalba et al., 2007) y formaban parte de la 3ª generación 
de selección de uno de los lotes que derivaban del banco natural de 
Coroso (Ribeira, Ría de Arousa, SO Galicia, España) (Figura 7). Otra 
estirpe, la estirpe gallega no seleccionada (EGNS), derivó de ostras 
de ostras recogidas en un banco natural próximo a la Isla de Tambo, 
en la Ría de Pontevedra (Galicia, NO España) (Figura 7). La semilla 
de las dos estirpes gallegas fue producida simultaneamente en las 
instalaciones de criadero de moluscos del CIMA, en el verano de 
2009, y posteriormente llevada a una batea del polígono de cultivos 
marinos de Cambados (Ría de Arousa) para continuar con su 
crecimiento. El polígono de engorde de ostra plana de Cambados es 
una zona afectada por los parásitos B. ostreae y B. exitiosa (Abollo et 
al., 2008; Ramilo et al., 2014). Por tanto, las ostras de ambas estirpes 
gallegas usadas en este estudio compartieron las mismas condiciones 
ambientales a lo largo de toda su vida, en criadero y batea. Por 
desgracia, ambas estirpes sufrieron mortalidad masiva causada por 
una infección por virus herpes inmediatamente después de ser 
transferidas del criadero a la batea (Villalba et al., 2010), lo que 
interfirió en el plan de comparar el rendimiento en el engorde de 
ambas estirpes y desaconsejó extraer conclusiones sobre diferencias 
en la susceptibilidad a la bonamiosis entre las estirpes. 

La tercera estirpe que se utilizó en la comparación fue la estirpe 
rossmore seleccionada (ERS), que incluía ostras derivadas de un 
programa irlandés de selección genética, llevado a cabo por  Atlantic 
Shellfish Ltd. desde 1988 (Culloty et al., 2004, 2001). Como en el 
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caso del programa de selección del CIMA, se trata de un programa 
cuyo objetivo es aumentar la resistencia de la ostra europea a la 
bonamiosis. Inicialmente estas ostras procedían de un banco natural de 
Rossmore, bahía de Cork (SE Irlanda) (Figura 7), zona afectada por el 
parásito B. ostreae. En ambos programas gallego e irlandés de 
selección genética, aquellos individuos supervivientes a bonamiosis 
fueron utilizados como progenitores de la siguiente generación, 
repitiendo el proceso a lo largo de generaciones sucesivas. 

 

 

 

 

Figura 7. Localización de los bancos de las poblaciones de Ostrea edulis de los 
que provienen las estirpes de ostra plana utilizadas. Mapa de Galicia (NO 

España), donde se indica la ubicación de la Ría de Arousa y la Ría de Pontevedra 
(A). Mapa de Irlanda donde se muestra la ubicación de la Bahía de Cork (B). 

  A   B 
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3.2.2 Obtención de muestras de hemolinfa 

 En mayo-junio de 2011, se tomaron 89 ostras EGS y 91 EGNS (2 
años) de una batea en la ría de Arousa, y 100 ostras ERS (4 años) del 
banco de Rossmore, y se transportaron al laboratorio, donde se 
mantuvieron en tanques con flujo abierto de agua de mar de la ría de 
Arousa. Las ostras se analizaron tras una semana de aclimatación. La 
razón de la diferencia de edad entre las ostras gallegas e irlandesas 
utilizadas en el estudio es que el crecimiento de la ostra plana es más 
rápido en Galicia y la mortalidad alta por bonamiosis ocurre 
generalmente a una edad más joven que en Irlanda (Culloty & 
Mulcahy, 1996; da Silva et al., 2005). Se extrajo hemolinfa de todas 
las ostras de cada estirpe.  La extracción de hemolinfa se realizó 
mediante punción directa en el músculo aductor con agujas de calibre 
21 (3G) (40 x 0,8 mm) acopladas a jeringuillas de 1 ml de volumen. 
Para ello se abrieron las valvas de la ostra lo mínimo posible con 
cuidado para no desgarrar el músculo aductor, y se mantuvieron 
abiertas con una punta de pipeta durante la extracción permitiendo la 
observación de la punción en el músculo (Figura 8). La hemolinfa 
extraída se depositó individualmente en viales de fondo cónico de 1,5 
ml rodeados de un baño de hielo picado para evitar la agregación de 
los hemocitos. A continuación se evaluó el grado de limpieza de la 
hemolinfa extraída mediante observación de una gota con microscopio 
óptico para asegurar la calidad de las muestras. Aquellas muestras de 
hemolinfa en que se observaron gametos, espiroquetas, ciliados, 
bacterias u otros elementos ajenos a la hemolinfa fueron desechadas. 
Además se evaluó la viabilidad celular con azul de tripano, para tener 
certeza de que los hemocitos estuvieran vivos. Las muestras de 
hemolinfa no contaminada se congelaron a -80°C.  
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3.2.3 Diagnóstico por PCR 

 De cada una de las ostras de la que se extrajo hemolinfa con éxito, 
se conservó un fragmento de branquia y otro de gónada en etanol al 
96% para su posterior diagnóstico. Como método de diagnóstico de 
Bonamia ostreae y B. exitiosa se utilizó el procedimiento de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, siguiendo los 
protocolos descritos por Ramilo et al. (2013), utilizando el par de 
cebadores BOSTRE-F/R para B. ostreae y el par BEXIT-F/R para B. 
exitiosa. Los ensayos de PCR se realizaron en un volumen total de 25 
µ l que contenía 1 µ l de ADN genómico (200 ng), tampón de PCR a 
una concentración 1x, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM nucleótidos (Roche 
Applied Science), 0,3 µ M de cada cebador específico para B. ostreae 
(BOSTRE-F / R) o B. exitiosa (BEXIT-F / R) y 0.025 U.µ l-1 Taq ADN 
polimerasa (Roche Applied Science). En cada ensayo de PCR se 
usaron un control positivo para B. ostreae o B. exitiosa (ADN de una 
ostra infectada con B. ostreae o B. exitiosa) y un control negativo (sin 

Figura 8. Separación de las valvas de un ejemplar de Ostrea 
edulis para extraer hemolinfa del músculo aductor (tejido 

blanquecino entre las dos valvas) con una jeringa de insulina. 
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ADN). Los ensayos de PCR se realizaron en un termociclador de 
gradiente T (Biometra), bajo los siguientes parámetros de reacción: 
94ºC durante 2 minutos, 35 ciclos a una temperatura de fusión de 94ºC 
durante 30 segundos, una temperatura de 55ºC para B. ostreae y 58ºC 
para B. exitiosa durante 45 segundos, una temperatura de extensión de 
72ºC durante 1 minuto, seguida de un período de extensión final de 
72ºC durante 1 minuto. Después de la PCR, se analizaron alícuotas de 
10 µ l de ADN amplificado por electroforesis en geles de agarosa al 
2%, en  tampón EDTA de acetato de Tris al 1x, se tiñeron con 
bromuro de etidio y se escanearon en un sistema de documentación 
GelDoc XR (BioRad). 

De acuerdo con las experiencias previas se desechó el análisis de 
muestras individuales de hemolinfa porque la cantidad total de 
proteína en la hemolinfa obtenida de algunas ostras habría sido 
inferior al mínimo requerido para una separación correcta de proteínas 
mediante electrophoresis bidimensional. En lugar del analisis 
individualizado se optó por agrupar muestras. Es cierto que al agrupar 
muestras de varios individuos se enmascara la variación individual 
pero fue el único planteamiento viable, lo que ocurre con frecuencia 
cuando se usa electrophoresis bidimensional (Monsinjon & Knigge, 
2007). En base al diagnóstico de Bonamia spp. mediante PCR, las 
distintas muestras individuales de hemolinfa se mezclaron dando lugar 
a grupos con diagnóstico negativo y otros con diagnóstico positvo en 
cada estirpe, como se muestra en la Tabla 2. En todos los casos se 
seleccionaron las mejores muestras de hemolinfa en relación al 
volumen y a la densidad hemocitaria. En el caso de las ostras EGS, el 
número de casos positivos para B. ostreae (3 ostras) y para B. exitiosa 
(2 oysters) fueron mucho menores que en las ostras EGNS (8 ostras 
positivas para B. ostreae, 17 para B. exitiosa, y 3 para ambos 
parásitos); por ello, en el caso de ostras EGNS se prepararon grupos 
separados con hemolinfa de ostras positivas para cada especie de 
Bonamia (las 3 ostras positivas para ambos parásitos no se usaron), 
mientras que se prepare un solo grupo con hemolinfa de ostras ESS 
positivas para una especie u otra de Bonamia. En el caso de ostras 
ERS, no se detectó ningún caso positive para B. exitiosa y se 
prepararon 3 grupos de hemolinfa diiferentes: ostras negativas para 
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Bonamia spp., ostras con una señal positiva débil (una banda tenue en 
la electrophoresis con los amplicones de la PCR) para B. ostreae y 
ostras con señal positiva intensa (una banda intensa) para B. ostreae 
(Tabla 2). 

Tabla 2. Grupos de las diferentes estirpes de O. edulis según los resultados 
obtenidos mediante PCR y número de individuos de los que consta cada grupo. 
(Cuando no se específica la especie de Bonamia, el grupo está compuesto por 

ambas (B. ostreae y B. exitiosa)). 

Estirpe Grupo 
Número de 

individuos por 
grupo (n) 

Estirpe gallega 
seleccionada (EGS) 

Ostras Bonamia-negativo 7 

Ostras Bonamia-positivo 5 

 
Estirpe gallega no 

seleccionada (EGNS) 

Ostras Bonamia -negativo 7 

Ostras Bonamia ostreae -positivo 7 

Ostras Bonamia exitiosa-positivo 7 

 
Estirpe Rossmore 

Seleccionada (ERS) 

Ostras Bonamia-negativo 7 

Ostras B. ostreae con señal 
positiva débil 

5 

Ostras B. ostreae con señal 
positiva intensa 

7 

3.2.4 Extracción proteica  

 Las muestras congeladas a -80°C se liofilizaron y se mantuvieron 
a esta temperatura hasta realizar la solubilización de las proteínas. 
Para llevar a cabo la extracción de proteínas globales, el liofilizado de 
hemolinfa se disolvió en tampón de lisis (7.6 M urea, 2 M tiourea, 4% 
CHAPS, trazas de azul de bromofenol, 0.2% anfolito, pH 3-10 y 100 
mM DTT) y PMSF (inhibidor de proteasas) durante 2 horas y 30 
minutos a 4°C con agitación. Pasado ese tiempo, el homogenado 
resultante se centrifugó a 16.000xg durante 30 minutos a 4°C para 
eliminar residuos. Se recogió el sobrenadante, donde se encontraban 
las proteínas extraídas, y se detrminó el contenido total de proteínas 
usando el kit RC DC Protein Assay (BioRad), basado en el protocolo 
de Lowry (Lowry et al., 1951). La muestra se purificó con un kit 
comercial ReadyPrepTM 2-DCleanup (BioRad), para eliminar sales y 
albúmina y, finalmente, un volumen de muestra con 500 µ g de 
proteína se resuspendió en 400 l de solución de rehidratación (7 M 
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urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, trazas de azul de bromofenol, 0.3% 
DTT y 0.5% IPG (gradiente de pH inmovilizado). Alicuotas de las 
muestras de proteínas se congelaron a -80ºC hasta su utilización. 

3.2.5 Electroforesis bidimensional 2-DE  

 Las diferentes proteínas presentes en las muestras se separaron 
por electroforesis bidimensional (2DE). La mayor parte de las 
oproteínas de la hemolinfa de O. edulis tienen un punto isoeléctrico 
(pI) entre 5,0 y 8,0 (Cao et al., 2009), por lo que se utilizaron tiras de 
pH de 5-8. En la primera dimensión o Isoelectroenfoque (IEF) se 
cargaron 500 g de proteína resuspendida en 400 l de solución de 
rehidratación en tiras de inmovilinas de gradientes de pH (IPGs) de 17 
cm y pH 5-8. Las tiras de IPGs se colocaron con la matriz del gel en 
contacto con la muestra evitando la formación de burbujas y se cubrió 
con aceite mineral para evitar evaporaciones y prevenir la 
cristalización de la urea. El isoelectroenfoque se realizó en un aparato 
horizontal ProteanIEF de BioRad a 20°C.  La rehidratación se llevó 
a cabo durante 12 horas, aplicando un voltaje de 50 V para favorecer 
la entrada en el gel de proteínas de alto peso molecular (Gorg et al., 
1999). Inmediatamente después de la rehidratación se inició el 
isoelectroenfoque con 500 V durante 1 hora y 30 minutos, seguidos de 
1000 V durante 1 hora 30 min, 2000 V y 4000 V también durante 1 
hora y 30 minutos y finalmente 8000 V hasta alcanzar un voltaje 
acumulado total de 52000 Vh. La corriente en ningún momento 
excedió los 50 A por tira. Una vez finalizado el isoelectroenfoque, se 
procedió al equilibrado de las tiras. En un primer paso se incubaron 
durante 15 minutos en una solución de DTT al 1% en tampón de 
equilibrado (6 M urea, 50 mM Tris, 2% SDS, 30% glicerol) para 
reducir las proteínas y, en un segundo paso, se incubaron otros 15 
minutos en una solución de iodoacetamida al 2,5% en el mismo 
tampón. La iodoacetamina elimina el exceso de DTT evitando el 
veteado en los patrones electroforéticos. Entre la primera y la segunda 
dimensión las tiras se pueden conservar congeladas a -80°C, tanto 
antes como después del proceso de equilibrado. 
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 La segunda dimensión, electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE), se llevó a cabo en geles al 12,5% de 
poliacrilamida (composición del gel: 30% acrilamida/bis 37.5:1, Tris-
HCl 1,5M pH 8’8, 10%SDS, 10% APS, TEMED y agua milli Q). La 
tira de IPG, una vez equilibrada, se colocó sobre la superficie del gel, 
donde también se añadieron marcadores de peso molecular conocido 
(Precision Plus ProteinTM Standards de BioRad) y se selló con una 
solución de agarosa al 1% en tampón de electroforesis (electrolito: 
25mM Tris base, 192 mM glicina, 0,1% SDS) y trazas de azul de 
bromofenol. Esta solución de sellado nos permitió visualizar el frente 
de la electroforesis. La segunda dimensión se realizó a una 
temperatura constante de 15°C, en una cubeta vertical ProteanPlus 
Dodeca Cell de BioRad, en la cual es posible la electroforesis de 12 
geles simultáneamente manteniendo las mismas condiciones en todos 
ellos, por lo que la variabilidad entre las muestras es mucho menor. 
Las condiciones eléctricas de migración fueron  2,5 W por gel durante 
30 minutos seguidos de 12,5 W por gel de 4 a 6 horas, hasta que el 
azul de bromofenol alcanzase el final del gel. Una vez finalizada la 
segunda dimensión se procedió a la tinción de los geles con una 
tinción de nitrato de plata compatible con espectrometría de 
masas(etanol al 50% [v/v], ácido acético al 1,2% [v/v] y formaldehído 
al 0,05% [v/v] durante 1 hora o durante la noche; etanol al 50% [v/v] 
durante 20 minutos [×3]; tiosulfato sódico al 0,02% [p/v] durante 1 
minuto; paso de lavado con H2O milli-Q durante 20 segundos [×3]; 
nitrato de plata al 0,01% [w/v] durante 30 minutos; lavado con H2O 
milli-Q durante 1 minuto [×3]; formaldehído al 0.05% [v/v], 
carbonato de sodio al 3% [p/v], tiosulfato de sodio al  0.02% [p/v] 
hasta la completa aparición de las marcas proteicas, y finalmente, 
EDTA al 1,5% [p/v] durante 10 minutos para detener la tinción). Se 
realizaron al menos 6 réplicas de cada grupo de hemolinfa; todas las 
réplicas de un mismo grupo se realizaron a la vez para asegurar 
condiciones idénticas. Los geles se digitalizaron en un Scanner GS-
800 Calibrated Densiometer (BioRad) con una resolución de 
63.5×63.5 µ m. Los geles originales se conservaron plastificados a 
4°C.   



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

142 

3.2.6 Análisis de imagen y comparativa entre geles 

 El análisis de las imágenes digitalizadas de los geles se realizó de 
manera cualitativa con el programa informático PDQuest 8.0.1 
(BioRad) en varios pasos: tras una detección de marcas proteicas 
automática, las imágenes fueron editadas manualmente eliminando las 
marcas proteicas erróneas (mal definidas, o presentes en los márgenes 
del gel donde hay una mayor inestabilidad del pH) y añadiendo 
aquellos que de manera automática no se habían detectado. De entre 
todas las réplicas realizadas para cada grupo se seleccionaron las 4 con 
mayor calidad, con las marcas proteicas mejor definidas y con el 
menor arrastre posible. Dentro de éstas, el mejor gel fue seleccionado 
como patrón para realizar un mapa sintético de proteínas o “master” 
donde se representan aquellas marcas proteicas comunes a todos los 
geles del mismo grupo. Para la elaboración de este mapa proteico se 
siguió una estrategia conservadora, descartando aquellas zonas que no 
estuvieran bien resueltas, marcas proteicas poco nítidas y zonas de 
solapamiento. Una vez realizada la detección manual de marcas 
proteicas se hizo una revisión detallada y se comprobó marca a marca 
que el emparejamiento en los distintos geles fuese correcto. Se 
constató una reproducibilidad alta entre las replicas de cada grupo de 
hemolinfa. 

  La Figura 9 muestra cómo se llevaron a cabo las comparaciones 
entre grupos de hemolinfa para cada estirpe. Una vez producido el 
mapa sintético representativo de cada grupo de hemolinfa, que incluía 
sólo las marcas proteicas comunes a todas las réplicas del grupo, se 
creó un gel sintético final para cada estirpe comparando los mapas 
sintéticos de cada grupo dentro de esa estirpe, discriminando las 
marcas exclusivas de cada grupo de hemolinfa y las marcas proteicas 
compartidas por todos los grupos de hemolinfa de la estirpe. Esta 
discriminación también se realizó con una estrategia conservadora, 
considerando como compartidas o exclusivas únicamente aquellas 
marcas que inequívocamente lo eran, eludiendo calificar las marcas 
proteicas sobre las que había alguna duda. Estas comparaciones 
permitieron evaluar diferencias en la expresión proteica entre los 
grupos de hemolinfa con diagnóstico diferente dentro de cada grupo. 
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Las marcas caracterizadas como exclusivas de cada grupo de 
hemolinfa se consideraron como representativas del grupo y se 
seleccionaron y procesaron para su secuenciación e identificación tal 
como se describe en el apartado 3.2.7. 

Además, se prestó una atención especial a las ostras de las dos 
estirpes gallegas en las que no se detectó Bonamia spp. a pesar de la 
presencia de B. ostreae and B. exitiosa en el área de cultivo donde 
permanecieron durante casi dos años. En concretó se comparó el 
mapas sintético representativo del grupo de hemolinfa de ostras EGS 
no infectadas con el mapa sintético representative del grupo de 
hemolinfa de las ostras EGNS no infectadas; así se identificaron 
marcas proteicas compartidas por ambos grupos de hemolinfa y 
marcas proteicas exclusivas de cada uno de esos dos grupos de 
hemolinfa. Dado que las ostras de las dos estirpes gallegas 
compartieron las mismas condiciones ambientales durante toda su 
vida, las diferencias en expression proteica entre las ostras no 
infectadas de EGS en comparación con las no infectadas de EGNS 
debían deberse en gran medida a diferencias genotípicas. Las ostras 
ERS no infectadas no se incluyeron en esta comparación porque 
crecieron en un ambiente muy distinto al de las ostras de las estirpes 
gallegas y, por tanto, discriminar la influencia de la estirpe y la 
infección de la influencia de las condiciones ambientales sobre los 
perfiles proteicos habría sido inviable. Debido a limitaciones 
presupuestarias, las marcas proteicas caracterizadas como exclusivas 
de cada grupo de hemolinfa en esta última comparación no se 
pudieron procesar para su secuenciación e identificación.  
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Las diferencias entre estirpes en la distribución del número de 

marcas proteicas en función del diagnóstico se nalaizaron mediante 
comparaciones por pares usando tablas de contingencia 2 x 2 y el test 
de Fisher con la corrección de Bonferroni, en que el diagnóstico por 
PCR (positivo or negativo) se organizó en filas y las estirpes en 
columnas. El paquete informático IBM SPSS 20 se utilizó en el 
análisis estadístico.   

Figura 9. Esquema ilustrativo del análisis y la comparativa de geles de geles. A: 
Análisis de las réplicas de los geles de cada grupo de hemolinfa para producir un 
mapa sintético (“master”) representativo de grupo incluyendo sólo las marcas 
proteicas compartidas por las 4 réplicas del grupo. B: Comparación entre los 

mapas sintéticos representativos de grupos de hemolinfa dentro de cada estirpe. 
C: Mapa sintético final de cada estirpe en el que se discriminan las marcas 

proteicas compartidas por todos los mapas sintéticos representativos de grupos 
de hemolinfa y las marcas exclusivas del mapa sintético de cada grupo de 

hemolinfa de esa estirpe. D: Mapa sintético final resultante de la comparación 
entre el mapa sintético representativo del grupo de hemolinfa de las ostras EGS 
no infectadas y el mapa sintético del grupo de hemolinfa de las ostras EGNS no 

infectadas. EGS: estirpe gallega seleccionada. EGNS: estirpe gallega no 

seleccionada. ERS: estirpe Rossmore seleccionada. 
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3.2.7  Espectrometría de masas y búsqueda en bases de datos 

 Las marcas proteicas seleccionadas en las comparaciones de geles 
se cortaron de los geles de origen de manera manual, en una campana 
de flujo laminar para evitar la contaminación de los mismos, y se 
enviaron al Centro Nacional de Biotecnología en Madrid, donde la 
identificación de proteínas se realizó automáticamente mediante el 
sistema GPS (Global Protein Server) acoplado a los datos del 
MALDI-TOF/TOF, combinando ambos tipos de espectros (MS-
MS/MS) obtenidos para cada muestra y usando como motor de 
búsqueda MASCOT sobre bases de datos públicas de secuencias de 
proteínas (Blastp, NCBI) (Iglesias et al., 2013). Después de este 
primer intento, se volvieron a picar de otros geles las marcas proteicas 
que no se consiguieron identificar y se enviaron al Servicio de 
Proteómica de la Fundación Ramón Domínguez (Complejo 
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela) para realizar la 
secuenciación de los mismos. Para la identificación proteica se utilizó 
un enfoque de espectrometría láser de deserción/ionización por 
espectrometría de masas en tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) y 
MALDI-TOF/TOF digiriendo las marcas proteicas con tripsina 
(Shevchenko et al., 1996). Los resultados de espectrometría de masas 
se obtuvieron en bucle automatizado usando el analizador 4800 
MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems). Los datos de los espectros 
de masas de huella peptídica (PMF) y huella de fragmentos peptídicos 
(PFF) de cada muestra fueron combinados a través de GPS Explorer 
Software v3.6 (Applied Biosystems) usando Mascot software v2.1. 
(Matrix Science, Londres, Reino Unido) para realizar una búsqueda en 
las bases de datos no-redundantes de los taxones Mollusca, Alveolata 
y Rhizaria, integradas en el National Center for Biotechnology 
Information (NCBI, Maryland, EE. UU.). Las bases de datos de 
Alveolata y Rhizaria (grupos de protozoos, de los que el último 
incluye al género Bonamia) se incluyeron en la búsqueda para 
aumentar la probabilidad de identificación en caso de que algunas de 
las marcas proteicas seleccionadas en los geles correspondiese a 
Bonamia. Debido a la pobre cobertura de secuencias de proteínas y de 
ADN de Ostrea edulis en la base de datos, la mayoría de las proteínas 
fueron identificadas por secuenciación de novo y búsqueda de 
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similitud en BLAST siguiendo el procedimiento descrito por Liska y 
Shevchenko (2003). Todos los espectros MS/MS de una muestra se 
secuenciaron de novo utilizando Pro BLAST 1.4 software (Applied 
Biosystems) (Altschul et al., 1997), las seis mejores secuencias de 
cada MS/MS se combina en un único formato de búsqueda de texto. A 
continuación, la cadena de búsqueda se presentó a MS BLAST 
búsqueda de similitud de secuencias, utilizando una versión del 
servidor BLAST Paracel software (Paracel, Pasadena, CA, EE.UU.). 
La relevancia de la identificación de proteínas se juzga mediante el 
algoritmo de puntuación MS BLAST; se aceptaron como correctas las 
identificaciones con puntuación ≥50 aunque los casos con puntuación 
menor pero con una coincidencia del 100% de la secuencia del 
fragmento peptídico obtenido también se acepteron como correctos. 
Además, los patrones de fragmentación calculados a partir de las 
secuencias de péptidos asignados fueron emparejados contra datos 
MS/MS utilizando los enlaces proporcionados por Pro BLAST 
software. Sólo las proteínas emparejadas con un mínimo de tres 
secuencias de péptidos con al menos 20 residuos de aminoácidos 
idénticos se incluyeron en la lista de resultados, proporcionando 
criterios más rigurosos para la identificación de acuerdo con el 
protocolo de Jorge et al. (2005). 

 Asimismo se realizó una búsqueda similar utilizando la base de 
datos genómica y aminoacídica específica para Ostrea edulis creada 
por el Grupo Acuigen (Departamento de Genética, Facultad de 
Veterinaria, Campus de Lugo, Universidad de Santiago de 
Compostela), como parte del proyecto Oysterecover (Pardo et al., 
2016). Finalmente, se llevo a cabo una comprobación manual de cada 
proteína, asegurando así una identificación correcta. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Comparación entre los grupos de hemolinfa de cada 
estirpe 

 3.3.1.1 Estirpe gallega seleccionada 

 Se prepararon dos grupos de hemolinfa a partir de ostras de la 
estirpe gallega seleccionada (EGS). Uno de ellos correspondía a ostras 
con PCR negativa para ambas especies de Bonamia, con una media de 
804 marcas proteicas por gel, de las que 495 eran comunes a todas las 
réplicas. El otro grupo de hemolinfa correspondía a ostras con PCR 
positiva para una u otra especie de Bonamia, con 707 marcas proteicas 
de media por gel, de las que 381 eran comunes a todas las réplicas 
(Figura 10A, 11 y 12). Al comparar los 2 grupos de esta estirpe se 
pudieron detectar 302 marcas proteicas compartidas por los dos 
grupos, 43 marcas exclusivas de la hemolinfa del grupo PCR negativo 
y 8 marcas exclusivas del grupo PCR positivo (Figuras 10A y 11). 
Estos resultados se resumen en la tabla 3. 
 
  
 

Tabla 3. Resumen del análisis de geles 2-D de la estirpe EGS, donde se incluye el 
diagnóstico por PCR de Bonamia spp., el número medio de marcas proteicas en los 
4 geles de cada grupo de hemolinfa, el número de marcas comunes a las 4 réplicas 

de cada grupo y el número de marcas comunes y específicas en la comparación 
entre el grupo de hemolinfa positivo por PCR a una u otra especie de Bonamia y el 

grupo de hemolinfa negativo. 
 
 

Diagnóstico 
de Bonamia 

spp. 

Nº medio 
de marcas 
en los 4 

geles 

Nº de marcas 
comunes a las 4 
réplicas de cada 

grupo 

Comparación entre 
grupos 

Nº marcas 
comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

Negativo 804 495 

302 

43 

Positivo para 
Bonamia spp. 

707 381 8 
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Figura 10: Diagramas de Venn que resumen las comparaciones de los patrones 
de marcas proteicas entre los mapas sintéticos representativos de los diferentes 

grupos de hemolinfa, mostrando el número de marcas proteicas exclusivas de 
cada grupo y el número de marcas proteicas compartidas por todos los grupos 
en cada comparación. A: Comparación entre el grupo de hemolinfa negativo 

para Bonamia spp. de la estirpe gallega seleccionada (EGS-) y el grupo positivo 
para una u otra especie de Bonamia de esta misma estirpe (EGS+). B: 

Comparación entre el grupo de hemolinfa negativo para Bonamia spp. de la 
estirpe gallega no seleccionada (EGNS-), el grupo positivo para Bonamia ostreae 
de esta misma estirpe (EGNS Bo+) y el grupo positivo para Bonamia exitiosa de 
esta misma estirpe (EGNS Be+). C: Comparación entre el grupo de hemolinfa 
negativo para Bonamia spp. de la estirpe Rossmore seleccionada (ERS-), el 

grupo con señal positiva débil para B. ostreae de esta misma estirpe (ERS Bo+d) 
y el grupo con señal positiva intensa para B. exitiosa de esta misma estirpe (ERS 
Bo+i) D: Comparación entre los grupos negativos para Bonamia spp. de las dos 

estirpes gallegas (EGS- y EGNS-); en este caso los números en gris corresponden 
a la distribución de las 43 marcas proteicas consideradas exclusivas de EGS- en 
la comparación A (círculo gris a) y la de las 10 marcas consideradas exclusivas 

de EGNS- en la comparación B (círculo gris b). NA: no analizado. 
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Figura 12. Mapas sintéticos con las marcas proteicas comunes a los cuatro geles 
réplica de cada grupo de hemolinfa de Ostrea edulis de la estirpe EGS. A: Grupo 

negativo por PCR a Bonamia spp. B: Grupo positivo por PCR a una de las dos 
especies de Bonamia spp. El peso molecular (PM) y el  punto isoeléctrico (pI) se 

indican en los ejes vertical y horizontal respectivamente. 

A
A 

B 

B A 

Figura 11. Geles bidimensionales representativos de las proteínas de los grupos 
de hemolinfa de Ostrea edulis de la estirpe EGS. La imagen A corresponde al 
grupo no infectado y la B corresponde al grupo positivo por PCR a una u otra 

especie de Bonamia. Los círculos rojos indican aquellas marcas proteicas 
exclusivas de cada grupo. Losnúmeros sobre los geles corresponden al código de 

las proteínas identificadas (Tablas 8 y 9). pI: punto isoeléctrico. PM: peso 
molecular en Kilodaltons. 
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 3.3.1.2 Estirpe gallega no seleccionada 

Las muestras de la estirpe gallega no seleccionada (EGNS) se 
dividieron en tres grupos de hemolinfa. En el grupo con PCR negativa 
para ambas especies de Bonamia hubo una media de 434 marcas 
proteicas por gel (Figura 13A), con 272 compartidas por todas las 
réplicas (Figuras 10B y 14A). El grupo positivo por PCR para B. 
ostreae mostró una media de 505 marcas proteicas por gel (Figura 
13B), con 258 marcas compartidas por todas las réplicas (Figuras 10B 
y 14B). Por último, el grupo positivo para B. exitiosa presentó un 
número medio de marcas proteicas de 533 por gel (Figura 13C), con 
297 marcas comunpartidas por todas las réplicas (Figuras 10B y 14C). 
La comparación entre los mapas sintéticos representaivos de cada 
grupo mostró 143 marcas proteicas compartidas por los tres grupos, 
10 marcas exclusivas del grupo PCR negativo, 22 marcas exclusivas 
del grupo positivo para B. ostreae y 13 marcas exclusivas del gerupo 
positivo para B. exitiosa (Figuras 10B y 13). Estos resultados se 
resumen en la Tabla 4. 

 
Tabla 4. Resumen del análisis de geles 2-D de la estirpe EGNS, donde se 

incluye el diagnóstico por PCR de Bonamia spp., el número medio de marcas 
proteicas en los 4 geles de cada grupo de hemolinfa, el número de marcas comunes 
a las 4 réplicas de cada grupo y el número de marcas comunes y específicas en la 

comparación entre grupos PCR negativos y positivos para B. ostreae y para B. 
exitiosa. 

 
 
 
 

Diagnóstico de 
Bonamia spp. 

Nº medio de 
marcas en 
los 4 geles 

Nº de marcas 
comunes a las 
4 réplicas de 
cada grupo 

Comparación entre 
grupos 

Nº marcas 
comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

Negativo 434 272 

143 

10 

Positivo para B. 
ostreae 

505 258 22 

Positivo para B. 
exitiosa 

533 297 13 
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Figura 13. Geles bidimensionales representativos del patrón proteico de los grupos 
de hemolinfa de Ostrea edulis la estirpe EGNS. A: Grupo PCR negativo. B: Grupo 

positivo para Bonamia ostreaek.C: Grupo positivo para Bonamia exitiosa. Los 
círculos rojos indican aquellas marcas proteicas exclusivas de cada grupo. 

Losnúmeros sobre los geles corresponden al código de las proteínas identificadas 
(Tablas 10 y 11). pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 

 
C 

 C 

 B  A 
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Figura 14. Mapas sintéticos con las marcas proteicas comunes a los cuatro geles 
réplica de cada grupo de hemolinfa de Ostrea edulis de la estirpe EGNS. A: Grupo 
negativo por PCR para Bonamia spp. B: Grupo positivo para Bonamia ostreae. C: 

Grupo positivo para Bonamia exitiosa. El peso molecular (PM) y el punto 
isoeléctrico (pI) se indican en los ejes vertical y horizontal respectivamente. 

 C  

 A  B 
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 3.3.1.3 Estirpe Rossmore Seleccionada 

 En el caso de la estirpe Rossmore seleccionada (ERS) se 
prepararon tres grupos de hemolinfa. El grupo negativo por PCR  a 
ambas especies de Bonamia presentó una media de 321 marcas 
proteicas por gel (Figura 15A), con 150 marcas compartidas por las 4 
réplicas (Figuras 10C y 16A). En el grupo con señal positiva débil por 
PCR a B. ostreae se detectaron 622 marcas proteicas de media por gel 
(Figura 15B), con 365 marcas compartidas por todos los geles del 
grupo (Figuras 10C y 16B). El grupo con señal positiva intensa por 
PCR a B. ostreae mostró una media de 526 marcas por gel (Figura 
15C), con 203 marcas compartidas por la cuatro réplicas (Figuras 10C 
y 16C). La comparación entre los mapas sintéticos representativos de 
cada grupo de esta estirpe mostró 99 marcas proteicas comunes a los 
tres grupos, 2 marcas exclusivas del grupo negativo por PCR, 16 
marcas exclusivas del grupo con señal débil a B. ostreae y 4 marcas 
exclusivas del grupo con señal intensa a B. ostreae (Figuras 10C y 
15). Estos resultados se resumen en la Tabla 5. 

Tabla 5. Resumen del análisis de geles 2-D de la estirpe ERS, donde se incluye 
el diagnóstico por PCR de Bonamia spp., el número medio de marcas proteicas en 

los 4 geles de cada grupo de hemolinfa, el número de marcas comunes a las 4 
réplicas de cada grupo y el número de marcas comunes y específicas en la 

comparación entre los grupos de hemolinfa con distinto diagnóstico por PCR. 
 

 

 

Diagnóstico 
de Bonamia 

spp. 

Nº medio de 
marcas en 
los 4 geles 

Nº de marcas 
comunes a las 
4 réplicas de 
cada grupo 

Comparación entre grupos 

Nº marcas 
comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

Negativo 321 150 

99 

2 

Positivo débil 
para B. 
ostreae 

622 365 16 

Positivo 
intenso para 
B. ostreae 

526 203 4 
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Figura 15. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en 
los grupos de hemolinfa de Ostrea edulis de la estirpe a ERS. A: Grupo PCR 
negativo para Bonamia spp. B: Grupo con señal positiva débil para Bonamia 

ostreae. C:  Grupo con señal intensa para B. ostreae. Los círculos rojos indican 
aquellas marcas proteicas exclusivas de cada grupo. Los números sobre los geles 
corresponden al código de las proteínas identificadas (Tablas 12 y 13). pI: punto 

isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 

 
C 

 C 

 B  A 
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 A  B 

 C 

Figura 16. Mapas sintéticos con las marcas proteicas comunes a los cuatro geles 
réplica de cada grupo de hemolinfa de Ostrea edulis de la estirpe ERS. A: Grupo 

negativo por PCR para Bonamia spp. B: Grupo con señal débil para Bonamia 
ostreaeC: Grupo con señal intensa para B. ostreae. El peso molecular (PM) y el 

punto isoeléctrico (pI) se indican en los ejes vertical y horizontal 
respectivamente. 
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3.3.2. Comparación entre estirpes en la distribución del 
número de marcas proteicas dependiendo del diagnóstico por 
PCR 

Se detectaron diferencias significativas en la distribución del 
número de marcas proteicas dependiendo del diagnóstico por PCR 
(positivo o negativo) en las comparaciones EGS – EGNS (P = 0,002), 
EGS – ERS (P < 0,001) y EGNS – ERS (P < 0,001). Hay que resaltar 
que el grupo de hemolinfa negativo de la esrtirpe EGS mostró un 
número de marcas mayor quen los grupos positivos de dicha estirpe 
mientars que los gruposde hemolinfa negativos de las estirpes EGNS 
yERS mostraron un número de marcas menor que el de los grupos 
positivos de la estirpe respectiva.  

3.3.3 Comparación entre los grupos de ostras sin infección de 
las estirpes gallegas 

 Al comparar los grupos de hemolinfa de las ostras libres de 
infección de las dos estirpes gallegas se detectaron 158 marcas 
proteicas comunes a ambos grupos. En el caso de EGNS, 25 marcas 
fueron exclusivas de este grupo, mientras que en el caso de EGS, el 
número de marcas exclusivas fue sensiblemente mayor, 109. Las 
marcas exclusivas de ambos grupos se muestran en la Figura 17 y la 
Tabla 6 resume dicho análisis. Entre las 158 marcas proteicas 
compartidas por ambos grupos, 7 de ellas correspondían a marcas que 
se habían considerado exclusivas del grupo EGS negativo para 
Bonamia spp. al compararlo con el grupo EGS positivo para una u 
otra especie de Bonamia y otras 3 de ellas correspondían a marcas 
proteicas que se habían considerado exclusivas del grupo EGNS 
negativo para Bonamia spp. al compararlo con los grupos EGNS 
positivos. Entre las 109 marcas proteicas consideradas exclusivas del 
grupo EGS negativo para Bonamia spp. al compararlo con el grupo 
EGNS negativo, 13 de ellas correspondían a marcas que se habían 
considerado exclusivas del grupo EGS negativo al compararlo con el 
grupo EGS positivo. Por otro lado, entre las 25 marcas consideradas 
exclusivas del grupo EGNS negativo para Bonamia spp. al compararlo 
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con el grupo EGS negativo, 3 de ellas correspondían a marcas que se 
habían considerado exclusivas del grupo EGNS negativo al 
compararlo con los grupos EGNS positivos (Figura 10D). 

 

Tabla 6. Resumen de la comparción entre los mapas sintéticos representativos de 
los grupos de hemolinfa de ostras con PCR negativo para Bonamia spp. de las dos 

estirpes gallegas, EGS y EGNS. 

 

 

 

 

 

Estirpe 

Comparación entre grupos 

Nº marcas 
comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

EGS 
158 

109 

EGNS 25 

Figura 17. Geles bidimensionales representativos del patrón proteico de los grupos 
de hemolinfa de ostras Ostrea edulis de las estirpes EGS (A) y EGNS (B) con PCR 
negativa para Bonamia spp. Los círculos rojos indican aquellas marcas exclusivas 

de cada grupo. pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 

B A 
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3.3.4 Identificación proteica 

 Todas las marcas proteicas que se consideraron exclusivas de un 
grupo de hemolinfa en las comparaciones entre grupos de hemolinfa 
dentro de cada estirpe se procesaron para su secuenciación e 
identificación; en total fueron 118 marcas proteicas con variable peso 
molecular, pH e intensidad (Tabla 7). Lamentablemente no todas las 
marcas proteicas secuenciadas fueron identificadas pues parte de las 
secuencias de algunas de ellas no se correspondieron con ninguna 
secuencia de las proteínas incluidas en las bases de datos utilizadas 
(Tabla 7). Las Tablas 8-13 incluyen las proteínas identificadas 
correspondientes a cada grupo de hemolinfa. Lamentablemente no se 
consiguió la identificación de ninguna proteína exclusiva 
perteneciente a los grupos EGNS positivo para B. exitiosa y ERS con 
señal intensa para B. ostreae. La ubicación de las marcas proteicas 
correspondientes a las proteínas identificadas de los grupos de 
hemolinfa de EGS, EGNS y ERS se muestra en las Figuras 11, 13 y 
15, respectivamente. 
 
Tabla 7. Resumen de la comparción entre los mapas sintéticos representativos de 

los grupos de hemolinfa dentro de cada estirpe de ostras Ostrea edulis usadas en el 
estudio. Se incluye el número de marcas proteicas consideradas exclusivas de cada 
grupo de hemolinfa y el número y porcentaje (entre paréntesis) de estas marcas en 

las que se identificó una proteína. 
 

Estirpe 
Diagnóstico de Bonamia 

spp. 

Comparación entre grupos 

Nº 
marcas 

comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

Nº marcas 
identificadas 

(%) 

EGS 
Negativo 

302 
43 20 (47) 

Positivo para Bonamia spp. 8 3 (38) 

EGNS 

Negativo 

143 

10 4 (40) 

Positivo para B. ostreae 22 2 (9) 

Positivo para B. exitiosa 13 0 (0) 

ERS 

Negativo 

99 

2 1 (50) 

Positivo débil para B. 
ostreae 

16 4 (25) 

Positivo intenso para B. 
ostreae 

4 0 (0) 
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 Como se indicó en la sección 3.2.6. no se pudo abordar la 
identificación de las proteínas consideradas exclusivas de grupo al 
comparar los mapas sintéticos representativos de los grupos de 
hemolinfa de las ostras no infectadas de las dos estirpes gallegas. No 
obstante se constató que 7 de las 109 marcas proteicas exclusivas del 
grupo de ostras EGS no infectadas correspondían a las marcas 
proteicas en las que se identificaron las proteínas con los códigos 1, 3, 
5, 10, 12, 14 and 17 de la Tabla 8, mientras que 2 de las 25 marcas 
exclusivas de las ostras EGNS no infectadas correspondían a las 
marcas proteicas en las que se identificaron las proteínas con los 
códigos 24 y 26 de la Tabla 9. 
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3.4 DISCUSIÓN  

 Se detectaron diferencias en el perfil proteómico de la hemolinfa 
entre ostras infectadas con Bonamia spp. y ostras no infectadas dentro 
de cada estirpe. Considerando que las ostras infectadas y no infectadas 
de la misma estirpe compartieron las mismas condiciones ambientales 
a lo largo de su vida, las diferencias en el perfil proteómico sugieren 
que el patrón de expresión proteico cambia debido a la infección por 
Bonamia spp. Los parásitos se han asociado frecuentemente con 
alteraciones en la variedad y concentración de proteínas en la 
hemolinfa del hospedador. Previamente ya se había observado una 
reducción sustancial del número de proteínas en la hemolinfa de O. 
edulis asociado con la infección por B. ostreae (Cao et al., 2009). Se 
han observado niveles de proteína más bajos en Crassostrea virginica 
infectada con Perkinsus marinus (Chu et al., 1993) e infectada por 
Haplosporidium nelsoni (Barber et al., 1988). La disminución de los 
niveles proteicos puede deberse a la rápida utilización de los 
nutrientes del huésped por el parásito (Cronin et al., 2001). Las 
estirpes de ostras utilizadas en este estudio mostraron diferentes 
patrones proteicos entre las ostras positivas y negativas para Bonamia 
spp. en el número de marcas proteicas; este número fue mayor en las 
ostras negativas para Bonamia spp que en las positivas en el caso de 
EGS, mientras que las ostras EGNS y ESS mostraron el patrón 
opuesto, con un menor número de marcas proteicas en las ostras 
negativas para Bonamia spp. Por lo tanto, diferentes poblaciones 
parecen tener diferentes comportamientos para enfrentar la infección 
por Bonamia spp. Las estirpes de O. edulis resistentes a bonamiosis 
expresan más proteínas que las susceptibles (Cao et al., 2009), los 
resultados obtenidos en las estirpes gallegas (EGS y EGNS) 
concordaban con esa observación. 

 El estudio proteómico presentado en este trabajo ha permitido la 
identificación de proteínas expresadas exclusivamente por cada una de 
las tres estirpes de ostras (EGS, EGNS y ERS) en diferentes 
condiciones (infectadas y no infectadas por Bonamia spp.). Se 
identificaron 34 proteínas cuya expresión varía en respuesta a la 
infección por bonamiosis, por lo que son posibles factores clave en la 
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interacción parásito-hospedador. Se encontraron discrepancias 
notables entre los valores teóricos de peso molecular y/o punto 
isoeléctrico de algunas proteínas identificadas y los valores 
observados de acuerdo con la posición de sus marcas en los geles. Las 
isoformas de proteínas generadas por modificaciones 
postraduccionales, el corte y empalme alternativo o la aparición de 
familias multigénicas podrían explicar tales discrepancias (De La 
Fuente et al. 2011). 

 Las proteínas identificadas muestran que la bonamiosis afecta a 
las principales vías metabólicas (tales como producción de energía, 
cadena respiratoria, estrés oxidativo, transducción de señales, 
transcripción, traducción, degradación proteica y defensa celular). Los 
cambios en la expresión proteica pueden ser causados por el parásito, 
que podría bloquear el metabolismo del hospedador con el fin de 
escapar de los mecanismos de defensa del bivalvo, o reflejar una 
disfunción metabólica del hospedador como consecuencia de la 
enfermedad. Una investigación adicional en el proteoma del parásito 
podría ser realmente interesante para aclarar estas preguntas. 

 Se identificaron varias proteínas en las estirpes gallegas (EGS and 
EGNS) negativas para Bonamia spp. implicadas en el metabolismo 
energético. Se sabe que las reservas energéticas del huésped se 
movilizan para generar la energía necesaria para contrarrestar al 
parásito (Engelsma et al., 2014). Además, las células inmunitarias 
requieren un suministro constante de energía para el mantenimiento 
básico y funciones inmunitarias específicas, tales como migración, 
fagocitosis y citotoxicidad (Buttgereit et al., 2000; Krauss et al., 
2001). La estimulación inmunitaria da como resultado un aumento de 
la actividad bioquímica y, por tanto, una mayor demanda de ATP. Por 
lo tanto, procesos cruciales para las funciones inmunes específicas se 
deterioran rápidamente cuando las células inmunitarias son privadas 
de energía (Coyne, 2011). Se identificaron proteínas implicadas en el 
metabolismo energético en ostras de EGS negativas para Bonamia 
spp.: i) adenilosuccinato sintetasa (AdSS), que cataliza la primera 
reacción en la síntesis de AMP, su regulación se considera un punto 
de control en el mantenimiento de la relación ATP/GTP en células 
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(Raman et al., 2004) y ii) arginina quinasa (AK), que cataliza la 
transferencia de un grupo fosfato entre fosfoarginina y ADP para 
producir L-Arginina y ATP durante el proceso de respuesta inmune. 
L-Arginina es la única fuente fisiológica del átomo de nitrógeno para 
producir óxido nítrico (NO) (Kinsey & Lee, 2003), lo que es crucial 
en la respuesta inmune innata (Apel & Hirt, 2004). Así, AK podría 
desempeñar un papel importante en la respuesta inmune contra 
patógenos invasores modulando la concentración de NO (Shi et al., 
2012). En el caso de las ostras EGNS negativas para Bonamia spp. se 
ha identificado la adenilato quinasa, que desempeña un papel 
importante en la provisión de ATP para funciones citoesqueléticas 
cruciales en los mecanismos de defensa y se reconoce como un 
marcador sensible del estado energético celular (van HoSRSen et al. 
2009; Dzeja & Terzic 2009).  

 También se identificaron componentes clave de la cadena 
respiratoria en las ostras EGS y EGNS negativas para Bonamia spp.: i) 
Citocromo C oxidasa; ii) NADH deshidrogenasa, iii) 
NADH-ubiquinona oxidorreductasa y iv) Succinato 
deshidrogenasa (SDH). La expresión modificada de tales proteínas se 
había descrito previamente en bivalvos infectados con diferentes 
parásitos (Tanguy et al., 2004; Kang et al., 2006; Perrigault et al., 
2009; Prado-Alvarez et al., 2009a; Fernández-Boo et al., 2016), y en 
la expresión genética de O. edulis infectada por B. ostreae (Martín-
Gómez et al., 2012). La cadena respiratoria mitocondrial es esencial 
en la respuesta inmune de los moluscos: i) las células 
inmunoestimuladas presentan mayores necesidades metabólicas y 
energéticas (Coyne, 2011; Van Rensburg & Coyne, 2009); ii) un 
sistema funcional de transporte de electrones es necesario para la 
fagocitosis de patógenos (Van Rensburg & Coyne, 2009) y iii) la 
actividad intensiva de la cadena respiratoria genera un exceso de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) (Koopman et al., 2010), 
considerado un mecanismo de defensa contra patógenos invasores (De 
Zoysa et al., 2009b). Para sobrevivir a los mecanismos de defensa del 
huésped, algunos patógenos pueden modular la generación de ROS 
(Dermine & Desjardins, 1999; Müller, 2004; Schott et al., 2003). Por 
lo tanto, la interferencia inducida por B. ostreae en el estallido 
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respiratorio de la ostra ayudaría al parásito a sobrevivir y multiplicarse 
dentro de los hemocitos de O. edulis (Comesaña et al., 2012; Hervio 
et al., 1989; Morga et al., 2011b, 2009). Se ha propuesto que la 
actividad de una fosfatasa ácida del parásito es responsable del 
bloqueo del estallido respiratorio (Hervio et al., 1991). Además, 
nuestros resultados sugieren que la reducción de la producción de 
ROS en la infección de Bonamia spp. podría deberse a una inhibición 
de la cadena respiratoria, ya que muchas de las proteínas 
exclusivamente identificadas en poblaciones de ostras no infectadas 
son componentes de la cadena respiratoria. Tales proteínas no están 
presentes cuando las ostras están infectadas por Bonamia spp. Se sabe 
que una inhibición del transporte de electrones podría explicar una 
respuesta inmune reducida y una disminución de la producción de 
ROS (van Rensburg & Coyne 2009, Donaghy et al. 2012). En 
conjunto, las proteínas implicadas en el metabolismo energético son 
cruciales en la respuesta inmune y podrían ser bloqueadas por 
Bonamia spp. con el objetivo de obtener una infección exitosa del 
bivalvo. 

 Se han identificado proteínas implicadas en síntesis proteica 
(transcripción y traducción) y en su degradación, lo que demuestra 
que dichos procesos también se ven afectados en la interacción 
Bonamia spp.- O. edulis. Las proteínas ARN helicasa p47 y la 
proteína  homóloga a Lupus La, implicadas en traducción, se 
identificaron en ostras EGS negativas para Bonamia spp. La proteína 
dedos de zinc ZFAT implicada en transcripción, se identificó en la 
hemolinfa de ostras EGS positivas para Bonamia spp. El factor de 
iniciación eucariótica 4A-III (eIF4A) y la proteína P2 ribosomal 
ácida 60S, implicadas en la síntesis de proteínas, se detectaron en 
ostras EGS negativas y positivas para Bonamia spp. respectivamente. 
Se ha observado que la interacción parásito-huésped inhibe la 
expresión del eIF4A y, por lo tanto, bloquea la traducción de proteínas 
(Prasad et al., 2014). La degradación proteica es otro proceso 
relevante en la homeostasis de las proteínas. La subunidad 
reguladora 8 de la proteasa 26S y la proteína 2 asociada a la 
ubiquitina, implicadas en degradación proteica, se identificaron en 
ostras EGS negativas para Bonamia spp. y en ostras ERS positivas 
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para B. ostreae respectivamente. Se han observado variaciones en la 
expresión del gen de la subunidad reguladora de la proteasa 26S en las 
ostras planas parasitadas por B. ostreae (Martín-Gómez et al., 2012). 
Cambios en la expresión de varias proteínas relacionadas con el 
proteasoma 26S también se observaron en la hemolinfa del pulpo 
Octopus vulgaris infectado con parásitos protozoarios (Castellanos-
Martínez et al., 2014b). El proteasoma juega un papel crítico en la 
degradación de proteínas mediada por ubiquitina a través de la vía 
ubiquitina-proteasoma y está implicado en la proliferación celular, 
apoptosis y respuestas al estrés. Por tanto el proteasoma es 
considerado como un componente esencial del sistema de defensa (H. 
Wu et al., 2013a). 

 El citoesqueleto desempeña un papel central en muchas funciones 
celulares como regulación de la forma celular, división celular, 
adhesión, motilidad, migración, transducción de señales y fagocitosis, 
elementos cruciales en los mecanismos de defensa (May & Machesky, 
2001). Muchos parásitos son capaces de desafiar la maquinaria celular 
para invadir y sobrevivir dentro de las células huésped (Rottner et al., 
2004). Las interacciones parásito-hospedador están implicadas en 
cambios citoesqueléticos (Gruenheid & Finlay, 2003). Nuestro 
análisis ha identificado varias proteínas implicadas en funciones del 
citoesqueleto: complejo-T de la proteína 1α, proteína 3 que 
contiene el dominio FH1/FH2, proteína similar a Kelch 24 y 
proteína 3B que contiene el dominio  factor A Von Willebrand 
(vWFA), que fueron identificados en ostras EGS negativas para 
Bonamia spp. La cadena pesada de dineína citoplasmática se 
identificó en las ostras ERS con un positivo débil para B. ostreae. 
Cambios en el citoesqueleto de O. edulis después de ser parasitada por 
Bonamia spp. se habían documentado previamente (Chagot et al., 
1992; Martín-Gómez et al., 2012; Morga et al., 2011a). La fagocitosis 
es un proceso dependiente del citoesqueleto (May & Machesky, 
2001); variaciones en la expresión de las proteínas del citoesqueleto 
sugieren que estas proteínas juegan un papel importante en respuesta a 
Bonamia spp., incluso parece que B. ostreae contribuye activamente 
en su propia fagocitosis (Chagot et al. 1992). 
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 Tanto la adenilosuccinato sintetasa como la adenilato quinasa, 
proteínas mencionadas anteriormente por su implicación en el 
metabolismo energético, tienen un especial interés ya que participan 
en la generación de AMP, que tiene un papel clave en diversos  
procesos inmunológicos de moluscos, especialmente en fagocitosis 
(Lacoste et al., 2001a; Fabbri & Capuzzo, 2010). La participación de 
estas dos proteínas en dos procesos independientes (metabolismo 
energético y fagocitosis) involucrados en la defensa frente a parásitos 
pone de manifiesto su importancia en la respuesta a la bonamiosis. La 
modulación de estas proteínas relacionadas con el metabolismo 
energético se ha observado previamente en diferentes procesos 
patológicos (G. Chen et al., 2011; H. Wu et al., 2013a). 

 Otro proceso celular relevante para el que se identificaron 
proteínas específicas es la defensa celular. En particular, identificamos 
las proteínas implicadas en i) activación del sistema del complemento, 
ii) apoptosis y iii) control redox. 

 C1q es el primer subcomponente del complejo C1 de la vía 
clásica de activación del complemento, que es crucial para la 
eliminación de patógenos en invertebrados (Zhang et al., 2008). 
Proteínas relacionadas con C1 son una de las principales clases de 
PRRs (receptores de reconocimiento de patrones) en la mayoría de 
bivalvos (Gerdol et al., 2015), y están fuertemente implicados en la 
respuesta inmune de los bivalvos (Zhang et al., 2008; L. Zhang et al., 
2014). La proteína 2 del complemento C1q se identificó en ostras 
ENGS negativas para Bonamia spp. La implicación de esta proteína 
en la interacción hospedador-parásito se ha documentado en otros 
bivalvos como Ruditapes decussatus infectada por Perkinsus olseni 
(Prado-Alvarez et al., 2009a) y Mercenaria mercenaria parasitada por 
QPX (Perrigault et al., 2009). En las ostras europeas planas, la 
expresión de C1q cambia significativamente como consecuencia de 
patologías como bonamiosis y neoplasia (Martín-Gómez et al., 
2014b). C1q se ha propuesto como uno de los genes que confieren 
resistencia a enfermedades parasitarias en las ostras, como es el caso 
de Saccostrea glomerata frente a Marteilia sydneyi y O. edulis frente 
a B. ostreae (Green et al., 2009; Morga et al., 2012).  
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 La apoptosis juega un papel clave en la defensa contra parásitos 
protozoarios y otros patógenos. Los mecanismos y vías de 
señalización que subyacen a la apoptosis son cruciales en la defensa 
inmune de moluscos (Schaumburg et al., 2006; Sokolova, 2009). En 
bivalvos, la apoptosis juega un papel importante en la respuesta frente 
a parásitos, como es el caso de ostras C. virginica contra P. marinus 
(Hughes et al., 2010) y de almejas R. decussatus contra P. olseni 
(Prado-Alvarez et al., 2009a). Un gran número de genes implicados en 
apoptosis se han identificado recientemente en C. gigas cuya 
expresión se sobreexpresa por la infección de Vibrio anguillarum (L. 
Zhang et al., 2011b). En nuestro estudio se identificaron dos proteínas 
implicadas en la apoptosis presentes sólo en la hemolinfa de ostras 
EGS negativas para Bonamia spp.: la proteína  homóloga a Lupus 
La y la catepsina B. La proteína Lupus La participa en la síntesis 
proteica, modulando estabilidad y/o la traducción de otras proteínas 
asociadas con la apoptosis (Valavanis et al., 2007). Las catepsinas 
participan en apoptosis y tienen un papel fundamental en la respuesta 
inmune de bivalvos, estando implicadas en la interacción entre 
almejas y parásitos Perkinsus spp. (Kang et al., 2006; Soudant et al., 
2013) y en zamburiñas chinas Chlamys farreri (Wang et al., 2009b). 
Se ha observado que el gen de la catepsina B se sobreexpresa en la 
interacción O. edulis - Bonamia spp. (Morga et al., 2012). La 
manipulación de procesos apoptóticos del hospedador por parásitos 
intracelulares ocurre tanto en vertebrados como en invertebrados 
(Deveraux et al., 1997; Schaumburg et al., 2006). Por lo tanto, B. 
ostreae podría inhibir la apoptosis para sobrevivir dentro de los 
hemocitos de ostras, como se ha sugerido previamente (Gervais et al., 
2016; Morga et al., 2012, 2017). 

 El balance redox es un proceso importante para la defensa celular. 
En nuestro estudio se identificaron varias proteínas que participan en 
la respuesta al estrés oxidativo de la célula. En concreto, la 
biliverdina reductasa A (BVRA) y la superóxido dismutasa 
extracelular [Cu-Zn] (EcSOD) en ostras seleccionadas EGS 
negativas para Bonamia spp., mientras que la tiorredoxina 1 y la 
glutatión S-transferasa omega (GSTΩ), también implicadas en la 
respuesta al estrés oxidativo (Lillig & Holmgren, 2007; Martins et al., 
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2014), se detectaron en ostras seleccionadas EGS positivas para 
Bonamia spp. y B. ostreae, respectivamente. El producto de la enzima 
BVRA, la bilirrubina, se ha descrito como un potente limpiador de 
ROS con efecto citoprotector (Kapitulnik & Maines, 2009). Se sabe 
que SOD está implicada en la respuesta al estrés oxidativo (Gonzalez 
et al., 2005), siendo uno de los mecanismos más importantes de 
defensa antioxidante en casi todas las células, incluyendo las de 
moluscos (Anju et al., 2013a). Varios estudios muestran la 
implicación de la SOD en la respuesta inmune de bivalvos, entre otros 
en la interacción parásito-hospedador; la expresión de EcSOD en 
ostras resistentes S. glomerata al parásito M. sydneyi es mucho mayor 
que en las no resistentes (Green et al., 2009). La expresión de SOD 
varía en los hemocitos de O. edulis enfrentados a B. ostreae in vitro e 
in vivo (Morga et al. 2011b, 2017). Además de su papel antioxidante, 
la SOD es responsable de producir H2O2, un segundo mensajero 
importante que tiene potencial para causar daño oxidativo en 
parásitos, activar la transcripción de genes y vías de transducción de 
señales e influir en la activación celular (Goodall et al., 2004; Reth, 
2002). Por tanto, niveles altos de actividad de Cu/Zn SOD pueden dar 
lugar a un estallido respiratorio más potente y letal (Goodall et al., 
2004). Por lo tanto, la inhibición del estallido respiratorio inducida por 
Bonamia spp ayudaría al parásito a sobrevivir y dividirse dentro de los 
hemocitos de O. edulis (Hervio et al. 1991, Morga et al. 2009, 2011b, 
2017, Comesaña et al. 2012).   

 Se ha identificado el gen de la tiorredoxina implicado en la 
respuesta inmune de O. edulis a la bonamiosis (Martín-Gómez et al., 
2012). Dicha proteína podría ser producida por el protozoo para 
protegerse de la defensa del bivalvo; en el parásito P. marinus se 
observó un aumento de la expresión de la tiorredoxina tras su 
exposición al mucus de C. virginica (Pales Espinosa et al., 2014). 
GST juega un papel importante en la defensa de bivalvos contra 
parásitos; en R. philippinarum el gen GST se expresa en almejas 
infectadas por P. olseni (Kang et al., 2006) y en ostras C. virginica 
parasitadas por P. marinus (Tanguy et al., 2004). El aumento de la 
expresión de GSTΩ se ha documentado previamente durante la 
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interacción de O. edulis - B. ostreae (Martín-Gómez et al., 2012; 
Morga et al., 2011b). 

 Se realizó un estudio adicional comparando el perfil proteómico 
de la hemolinfa entre las ostras negativas para Bonamia spp. de las 
dos estirpes gallegas. Considerando que las ostras utilizadas en el 
estudio de ambas poblaciones gallegas compartieron las mismas 
condiciones ambientales durante toda su vida, las diferencias en el 
perfil proteico entre ambas estirpes deberían asociarse con diferencias 
de genotipo. Algunas de las variaciones basadas en el genotipo en la 
expresión de proteínas podrían ser la base de la mayor resistencia a la 
bonamiosis de las ostras EGS en comparación con las EGNS. Las 
ostras de ambas estirpes gallegas crecieron en un área de la ría de 
Arousa afectada por bonamiosis y, como se esperaba, el número de 
ostras positivas Bonamia spp. en el diagnostico mediante PCR fue 
mayor en la estirpe no seleccionada (ver la sección de Materiales y 
Métodos). 

 Se identificaron 7 proteínas exclusivas de la hemolinfa de ostras 
EGS al compararlas con ostras EGNS negativas para Bonamia spp.; se 
trata de las marcas proteicas 1, 3, 5, 10, 12, 14 y 17, que corresponden 
con las proteínas: citocromo C oxidasa subunidad I, adenilosuccinato 
sintetasa, factor de iniciación eucariótico 4A-III, , 26S proteasa 
subunidad reguladora 8, proteína similar a Kelch 24, catepsina B, y 
proteína 3B que contiene  el dominio  factor A von Willebrand. 
Dichas proteínas parecen jugar un papel relevante en la interacción 
con Bonamia spp. Es importante destacar que algunos de ellos 
(catepsina B, proteína similar a Kelch 24 y vWFA) están involucradas 
en procesos de apoptosis y fagocitosis, que se han destacado 
previamente como mecanismos clave que apoyan la resistencia a la 
bonamiosis en O. edulis (Morga et al., 2017). Sorprendentemente, 
dentro de las 7 proteínas únicas de la hemolinfa de ostras EGS al 
compararlas con ostras EGNS hay proteínas que se han observado 
expresadas de manera diferencial en moluscos seleccionados para 
resistencia a enfermedades (en comparación con las poblaciones no 
seleccionadas) es el caso de: cytocromo c oxidasa (Lockyer et al., 
2012, 2008), eIF4A (Hong et al., 2011), vWFA (Bouchut et al. 2006a, 
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McDowell et al. 2014), y catepsina B (Lockyer et al. 2008, Fleury & 
Huvet 2012, Morga et al. 2012, Zahoor et al. 2014). Por tanto, las 
proteínas candidatas a ser marcadores de resistencia frente a 
bonamiosis, de confirmarse, podrían usarse en programas de 
reproducción selectiva asistida por marcadores para producir cepas de 
ostra resistentes a la bonamiosis. 

 La identificación de 34 proteínas cuya presencia en la hemolinfa 
de ostras está modulada por Bonamia spp. contribuye a entender la 
interacción hospedador-parásito en el contexto de la bonamiosis de 
ostra. Además, las proteínas candidatas a ser marcadores de 
resistencia, de confirmarse, podrían usarse en programas de 
reproducción selectiva asistida por marcadores para producir cepas de 
ostra resistentes a la bonamiosis. 
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4 ESTUDIO PROTEÓMICO DE 
GRANULOCITOS E 

HIALINOCITOS DE  Ostrea edulis 

MEDIANTE ELECTROFORESIS 
BIDIMENSIONAL 

4.1 INTRODUCCIÓN 

4.1.1 Tipos hemocitarios de Ostrea edulis 

Como se explica en la introducción general de esta tesis, la 
homeostasis de bivalvos recae en gran parte en los hemocitos, células 
encargadas de varias funciones fisiológicas (Donaghy et al., 2009a), 
que incluyen digestión, transporte y distribución de nutrientes 
(Beninger et al., 2003; Cheng, 1996), reparación de concha y tejidos 
blandos (Mount et al., 2004), procesos de detoxificación, excreción 
(Fisher, 2004; Matozzo et al., 2001) y respuesta inmune (Canesi et al., 
2002b; Cheng, 2000; Chu, 2000).  

Factores ambientales, incluyendo temperatura, salinidad, 
nutrientes y sustancias tóxicas afectan a la homeostasis de moluscos 
marinos. Los hemocitos son sensibles a variaciones de dichos factores, 
variando el estado fisiológico de los bivalvos y realzando la buena 
adaptación de estos organismos al medio ambiente (Chu, 2000; 
Donaghy et al., 2009a). Dentro de todas sus funciones, destaca el 
papel de los hemocitos en la respuesta inmune frente a agentes 
patógenos (Auffret, 1988; Bayne et al., 1980; Cajaraville & Pal, 1995; 
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Canesi et al., 2002b; Chu, 2000). Muchos factores antimicrobianos 
(péptidos antimicrobianos, enzimas lisosomales, lectinas) son 
sintetizados en los hemocitos (Mitta et al., 2000d, 1999b; Mohandas 
et al., 1985; Tunkijjanukij & Olafsen, 1998). Dichos factores están 
involucrados en la destrucción de microorganismos en el interior 
celular y son liberados al plasma para una respuesta antimicrobiana 
sistémica (Cheng, 1986; Cheng et al., 1975; Mitta et al., 1999b). Al 
estudiar la actividad antibacteriana existente en hemocitos y en plasma 
se encontró mayor actividad en hemocitos (Anderson & Beaven, 
2001; Haug et al., 2004), realzando la importancia de estas células en 
el sistema inmune de los bivalvos. Sin embargo, los hemocitos de 
algunas especies de bivalvos también pueden servir como 
hospedadores de ciertos patógenos intracelulares o como vector de 
diferentes parásitos (Grizel et al., 1988; Harris-Young et al., 1995; 
Hine & Thorne, 1997; Hine & Wesney, 1994b). Estudios previos 
indican que los hemocitos juegan un papel importante en la 
resistencia/susceptibilidad a enfermedades de ostras (Bezemer et al., 
2006; Fernández-Boo et al., 2016; Newton et al., 2004; Peters & 
Raftos, 2003). 

Los hemocitos presentan gran diversidad morfológica (Anderson, 
1981); numerosos autores han centrado sus esfuerzos en el desarrollo 
de una clasificación de los distintos tipos hemocitarios presentes en 
moluscos bivalvos. Desde los años 70, se han utilizado varios criterios 
de clasificación, principalmente basados en aspectos de morfología 
celular y citoquímica enzimática. Actualmente las técnicas más 
recientes de identificación de tipos hemocitarios se centran en 
microscopía y citometría de flujo, herramientas que permiten 
determinar el tamaño y la granularidad de los hemocitos. Los 
investigadores Cheng (1981) y Hine (1999) publicaron dos de las 
revisiones más importantes sobre aspectos morfofuncionales de 
hemocitos del Filo Mollusca, aunque las mayores diferencias 
morfológicas de los hemocitos (tamaño y complejidad) se han 
observado mediante citometría de flujo (Soudant et al., 2008). Estos 
estudios han permitido clasificar los hemocitos de bivalvos en 
granulocitos, células con gránulos en el citoplasma, e hialinocitos (o 
agranulocitos), células con un citoplasma claro y prácticamente 
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carente de gránulos (Auffret, 1988; Cheng, 1981; Fisher, 1986) 
(Figura 1). Estos gránulos son una parte esencial de 
inmunomodulación de los hemocitos por contener enzimas defensivas 
y componentes antimicrobianos (Kuchel et al., 2010).  

 

Estos dos tipos hemocitarios se han identificados en diversos 
bivalvos como almejas (Mya arenaria (Huffman & Tripp, 1982), 
Mercenaria mercenaria (Moore & Eble, 1977), Ruditapes 
philippinarum (Cima et al., 2000; Oubella et al., 1996), Ruditapes 
decussatus (López et al., 1997b), Meretrix lusoria (Chang et al., 
2005), Corbicula japonica (Anisimova et al., 2017), Callista chione 
(Matozzo & Bailo, 2015)), vieiras (Chlamys farreri (Jing & Wenbin, 
2005), Nodipecten subnodosus (Estrada et al., 2013)), berberechos 
(Cerastoderma edule (Russell-Pinto et al., 1994)), mejillones (Mytilus 
edulis (Pipe, 1990), Mytilus galloprovinciallis (Carballal et al., 1997), 
Perna perna (Barracco et al., 1999), Pinna nobilis (Matozzo et al., 
2016), Mytilus coruscus (Yang et al., 2015), Dreissena polymorpha 
(Evariste et al., 2016), Anodonta cygnea, Anodonta anatina 

Figura 1. Imágenes esquemáticas de los distintos tipos hemocitarios de Ostrea 
edulis: Granulocitos (A) y Hialinocitos (B) (Imagen adaptada de Soudant et al. 

2008). 
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(Hinzmann et al., 2017)) y ostras (Ostrea edulis, Crassostrea gigas 
(Auffret, 1989), Crassostrea virginica (Wikfors & Alix, 2014), 
Crassostrea rhizophorae (Barth et al., 2005), Crassostrea ariakensis 
(Donaghy et al., 2009b), Crassostrea nippona (Hong et al., 2014), 
Crassostrea plicatula (Lin et al., 2014), Pteria hirundo (Vieira et al., 
2017), Saccostrea kegaki, Ostrea circumpicta, Hyotissa hyotis (Hong 
et al., 2013)). 

Se han propuesto diversas teorías para dilucidar el linaje de los 
hemocitos. Cheng 1981 y  Auffret 1988 proponen dos tipos de 
precursores iniciales de células capaces de diferenciarse en 
granulocitos e hialinocitos. Años después, se sugirió un modelo con 
un único tipo celular precursor que da lugar a hialinocitos que 
maduran más tarde en granulocitos (Hine, 1999). Una única población 
de células precursoras carentes de gránulos en su citoplasma se ha 
descrito en R. philippinarum (Cima et al., 2000; Matozzo et al., 2008) 
apoyando la hipótesis presentada por Hine. A diferencia de los 
granulocitos e hialinocitos, las células precursores no contribuyen a 
los mecanismos de respuesta inmune como fagocitosis o 
encapsulación, además carecen de sistemas enzimáticos intracelulares 
comunes asociados con la defensa del huésped. La presencia de pocos 
orgánulos citoplasmáticos y de una baja actividad enzimática sugiere 
que estas células precursoras son hemocitos inmaduros (Cima et al., 
2000; Hine, 1999) dejando abierta la posibilidad de que dichas células 
actúen como células madre a partir de las cuales se derivan las dos 
clases de hemocitos maduros. En muchos invertebrados, múltiples 
tipos de hemocitos parecen derivar de la diferenciación de células 
madre que tienen una morfología muy similar a las células presentes 
en S. glommerata considerados hemocitos precursores (Johansson et 
al., 2000; Meister, 2004). En la almeja Ruditapes philippinarum, los 
precursores de hemocitos se reconocen por los anticuerpos anti-CD34 
(Cima et al., 2000). CD34 es una glicoproteína transmembrana que 
actúa como un marcador de superficie de células madre 
hematopoyéticas muy tempranas en mamíferos (Satterthwaite et al., 
1992). Su expresión en células de invertebrados sugiere que pueden 
tener un papel similar. Precursores de hemocitos se han encontrado 
ampliamente en Crassostrea rhizophorae (Rebelo et al., 2013), S. 
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glomerata (Aladaileh et al., 2007b), Lamellidens marginalis (Ray et 
al., 2013), R. decussatus y R. philippinarum (Donaghy et al., 2009a). 
Rebelo et al. 2013 proponen otra hipóteisis en la que los distintos 
tipos hemocitarios derivan del mismo tipo celular que va madurando 
primero sin gránulos (hialinocito), más tarde produce gránulos 
(granulocito) y finalmente, de manera eventual, pueden perder los 
gránulos siendo de nuevo una célula agranular. Este estudio se basa en 
observaciones realizadas en Crassostrea rhizophorae y más tarde en 
C. virginica (Wikfors & Alix, 2014). 

A pesar de las diversas teorías, el estudio detallado de la 
hematopoyesis larval y adulta en bivalvos sólo será posible mediante 
secuenciación de genomas de moluscos e identificación del conjunto 
completo de factores de transcripción y biomarcadores que regulan la 
hematopoyesis (Bassim et al., 2014; Dyachuk, 2016; Pila et al., 2016). 
No existe un órgano hematopoyético ni un precursor celular claro 
aunque la creencia generalmente aceptada es que los hemocitos 
pueden originarse a partir de células del tejido conjuntivo (Cheng, 
1981). Recientemente, se ha propuesto que los hemocitos pueden 
diferenciarse de una población de células somáticas adultas que 
residen en una estructura irregularmente plegada en la branquia de la 
ostra adulta en C. gigas (Jemaà et al., 2014). 

En el caso de la ostra plana europea, O. edulis, los tipos 
hemocitarios se dividen en tres categorías: Granulocitos (hemocitos de 
un diámetro aproximado de 10 µ m y gránulos citoplasmáticos), 
Hialinocitos grandes (hemocitos con un diámetro alrededor de 15 µ m 
y sin gránulos) e Hialinocitos pequeños (hemocitos agranulares con un 
diámetro entre 5 µ m y 10 µ m) (Auffret, 1989; Bachère et al., 1991; 
Chagot et al., 1992; Cochennec-Laureau et al., 2003a; Xue et al., 
2001) (Figura 2).  
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La abundancia relativa de cada tipo celular en la hemolinfa de 
moluscos bivalvos es variable y está influenciada por la presencia de 
ciertos patógenos (Cochennec-Laureau et al., 2003a). Generalmente se 
considera que los granulocitos son el tipo celular más abundante 
(Allam et al., 2001), hecho que también se observado en O. edulis (da 
Silva et al., 2008b); aunque esto no ocurre en todas las especies; por 
ejemplo, hay estudios que afirman que los pectínidos presentan 
hialinocitos como único tipo celular (Vásquez-Yeomans & Cáceres-
Martínez, 2007), lo que no concuerda con otros estudios realizados en 
vieiras (Estrada et al., 2013; Jing & Wenbin, 2005). 

4.1.2 Diferencias funcionales entre hialiocitos y granulocitos   

Aunque la distinción entre hialinocitos y granulocitos se realizó 
inicialmente en base a parámetros morfológicos, se ha confirmado que 
también existen diferencias entre ambos tipos hemocitarios tras un 

A 

B 

C 

Figura 2. Imágenes de los distintos tipos hemocitarios de Ostrea edulis: 
Granulocitos, con gránulos citoplasmáticos (A), Hialinocitos grandes (B) 

e Hialinocitos pequeños(C). 
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análisis de parámetros metabólicos y funcionales (Donaghy & Volety, 
2011; Parisi et al., 2008).  

Se han encontrado diferencias en la locomoción entre los tipos 
celulares de ostras Pinctada imbricata, mientras que los granulocitos 
tienen un movimiento ameboidal y direccional, los hialinocitos a 
menudo se adhieren a un sustrato y se propagan 
multidireccionalmente (Kuchel et al., 2010). 

Ya hace años se encontraron diferencias en la susceptibilidad de 
C. virginica al protozoo Haplosporidium nelsoni (MSX), observando 
que existía un menor porcentaje de granulocitos en las ostras más 
susceptibles (Ford et al., 1993). Del mismo modo, Allam et al. (2001) 
encontraron que la susceptibilidad a la enfermedad del anillo marrón 
en almejas, causada por Vibrio tapetis, estaba relacionada con la 
cantidad de hemocitos granulares, los individuos más resistentes 
presentaban mayor porcentaje de dichas células en su hemolinfa, 
resultando en una mayor actividad fagocítica. Las poblaciones de la 
ostra europea O. edulis con mayor resistencia a la infección por B. 
ostreae también han demostrado tener diferentes hemogramas a los de 
las poblaciones susceptibles (Culloty et al., 2004; Naciri-Graven et 
al., 1998). Estos datos sugieren que la resistencia a infecciones por 
microorganismos está vinculado al aumento de granulocitos, células 
con mayores tasas de eliminación fagocítica que otros hemocitos. 

Uno de los mecanismos celulares más importantes de la respuesta 
inmune de bivalvos marinos mediado por hemocitos es la 
internalización de material antigénico (Canesi et al., 2002b). El 
reconocimiento y la unión a materiales no propios por receptores 
expresados en la superficie de los hemocitos induce el mecanismo de 
internalización llamado fagocitosis. Cuando no es posible llevar a 
cabo este proceso, los microorganismos son rodeados y degradados 
extracelularmente mediante encapsulación (Cheng, 1981; Donaghy et 
al., 2009a) (Figura 3). En dichos procesos relevantes en la defensa del 
organismo, se han encontrado diferencias entre los tipos hemocitarios. 
Los granulocitos se consideran el tipo celular con mayor actividad 
fagocítica (Kuchel et al., 2010), llegándose a considerarlos como el 
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único tipo hemocitario capaz de fagocitar (Wikfors & Alix, 2014). 
Otros estudios han demostrado que ciertos tipos celulares 
preferentemente fagocitan diferentes células diana. Así, los 
granulocitos en C. gigas engullen más levaduras y bacterias que los 
hialinocitos, mientras que los hialinocitos fagocitan más perlas de 
látex (Terahara et al., 2006). Los granulocitos son también el tipo 
celular predominante implicado en reacciones de encapsulación en 
ostras Saccostrea glomerata (Aladaileh et al., 2007b). 

Es comúnmente asumida la hipótesis de que los granulocitos son 
el principal tipo hemocitario implicado en la defensa inmune de 
bivalvos (Carballal et al., 1997c; Donaghy & Volety, 2011; Hégaret et 
al., 2003; Terahara et al., 2006; Wang et al., 2017). Uno de los 
motivos es que los granulocitos parecen poseer mayor capacidad 
fagocítica que los hialinocitos (Cajaraville & Pal, 1995; Fisher, 1988; 
López et al., 1997c; Chu, 2000; Hong et al., 2013), al presentar mayor 
cantidad de enzimas lisosomales (Cochennec-Laureau et al., 2003a; 
López et al., 1997a; Pipe et al., 1997; Wang et al., 2017). Los 
lisosomas de organismos marinos juegan un papel importante en 
detoxificación y en reacciones defensivas, contribuyendo a la 
degradación de patógenos intracitoplasmáticamente y en la liberación 
de enzimas lisosomales que participan en la destrucción de 
microorganismos en el medio extracelular (Cheng, 1981; Montes et 
al., 1995). En diversos estudios se han encontrado gran cantidad de 
lisosomas en granulocitos y pocos en hialinocitos, especialmente en 
los hialinocitos pequeños (Carballal et al., 1997c; López et al., 1997a; 
Cheng, 1981; Donaghy & Volety, 2011; Hong et al., 2013). Se ha 
observado que B. ostreae se multiplica con mayor éxito en el interior 
de hialinocitos que de granulocitos (Cochennec-Laureau et al., 
2003a). Las diferentes cantidades de lisosomas entre tipos de 
hemocitos podrían estar relacionados con diferentes funciones 
celulares (Hong et al., 2013). Se ha observado que la distribución de 
enzimas hidrolíticas entre granulocitos e hialinocitos en la almeja 
japonesa da lugar a diferentes respuestas fisiológicas e inmunológicas 
(Cima et al., 2000). Actividades enzimáticas intracelulares están 
asociadas con la capacidad de los hemocitos de eliminar patógenos 
tras la fagocitosis, se ha demostrado que los granulocitos de bivalvos 
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contienen altos niveles de actividad enzimática ácido fosfatasa y 
fenoloxidasa y la habilidad de formar superóxidos y peróxidos 
(Aladaileh et al., 2007b). La presencia de la ácido fosfatasa indica que 
algunos gránulos pueden funcionar como lisosomas, participando en 
la digestión intracelular de proteínas, carbohidratos y lípidos como 
una parte del sistema fagosomal, lo que sugiere que los granulocitos 
tienen mayor capacidad para eliminar patógenos tras la fagocitosis. 

Por su parte el índice fagocítico de hialinocitos parece estar 
relacionado con la naturaleza de la materia extraña, lo que sugiere 
diferencias funcionales entre tipos hemocitarios y una fagocitosis 
basada en receptores de iniciación (López et al., 1997a). La 
caracterización de una ß -integrina en hemocitos de C. gigas implicada 
en procesos de apoptosis y adhesión hemocitaria mostró además que 

Figura 3. Representación esquemática de los posibles mecanismos de 
defensa celular en bivalvos frente a microorganismos y parásitos. El proceso de 
fagocitosis se puede dividir en: (1) Quimiotaxis, atracción y migración hacia el 

cuerpo extraño (2) Reconocimiento y anclaje del agente extraño; (3) 
Internalización; y (4) Degradación intracelular. Los microorganismos también 

pueden ser encapsulados y degradados extracelularmente (3' y 4') (Imagen 
adaptada de Soudant et al. 2008). 
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la fagocitosis en los hialinocitos de la ostra está regulada por un 
mecanismo dependiente de integrinas y que los granulocitos podrían 
poseer otros receptores para llevar a cabo este papel (Terahara et al., 
2006). Otros autores creen que las diferencias en la capacidad 
fagocítica entre tipos hemocitarios puede estar relacionada con la 
naturaleza de las partículas fagocitados (Evariste et al., 2016; Hine, 
1999). 

Mientras que los granulocitos son las células fagocíticas 
principales, se cree que los hialinocitos están más especializados en 
agregación y reparación de heridas (Ruddell, 1971; Suzuki et al., 
1991). Estudios realizados en almejas y ostras muestran un papel 
central de los hialinocitos en los procesos de agregación hemocitaria; 
en Tridacna crocea se han encontrado hialinocitos en el núcleo de las 
agregaciones de hemocitos asociados con la cicatrización de heridas 
(Aladaileh et al., 2007b; Nakayama et al., 1997). 

Unido al proceso de fagocitosis se encuentra el "estallido 
respiratorio", un aumento en la producción de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) que actúan como potentes efectores inmunológicos y 
tienen como objetivo la degradación de microorganismos invasores 
(Bachère et al., 1991; Comesaña et al., 2012) (Figura 4). Los ROS 
muestran un amplio espectro de toxicidad y son cruciales en la 
defensa del hospedador y en el buen funcionamiento de los hemocitos. 
Particularmente el radical hidróxido (OH·) y el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) poseen mayor capacidad de desnaturalización proteica (Tiscar 
& Mosca, 2004). La actividad oxidativa a través de la producción de 
ROS es más elevada en granulocitos que en hialinocitos (Donaghy et 
al., 2012; Hong et al., 2013; Lambert et al., 2007, 2003; Wang et al., 
2017); incluso se cree que ambos hemocitos con capaces de producir 
ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS) distintos (Hong et al., 
2013). Normalmente, los granulocitos muestran niveles más altos de 
apoptosis que los hialinocitos, posiblemente debido a una mayor 
actividad fagocítica y estallido respiratorio (Goedken et al., 2005; 
Sunila & LaBanca, 2003). Además, estudios previos indican que los 
hemocitos juegan un papel importante en la resistencia/susceptibilidad 
a enfermedades de ostras (Bezemer et al., 2006; Newton et al., 2004; 
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Peters & Raftos, 2003). Incluso hay estudios donde se ha demostrado 
que las subpoblaciones hemocitarias son capaces de discriminar entre 
distintas especies de patógenos (H. Li et al., 2008).  

 

Los granulocitos de moluscos poseen una fuerte similitud con los 

monocitos y macrófagos de vertebrados tanto en la estructura como en 
la función y comparten con éstos últimos propiedades clave como la 
fagocitosis, estallido respiratorio inducido por patógenos, producción 
y liberación de óxido nítrico y enzimas lisosomales (Canesi et al., 
2002b). Por tanto, se considera que los granulocitos son más eficientes 
en la eliminación de microorganismos que los hialinocitos. 

Figura 4. Vías metabólicas implicadas en la producción de las principales 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS), en el exterior de la 
membrana celular (izquierda) y en el interior del fagosoma (derecha) en 

hemocitos de bivalvos. (NO: Óxido nítrico; ONOO-: Peroxinitrito: O2
-: Anión 

superóxido; HOCl: Hipoclorito; NOS: óxido nítrico sintasa; SOD: Superóxido 
dismutasa; EC-SOD: Superóxido dismutasa extracelular; MPO: mieloperoxidasa) 

(Imagen adaptada de Soudant et al. 2008). 
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4.1.3 Objetivos 

 Con la intención de profundizar en las diferencias funcionales 
entre los dos tipos fundamentales de hemocitos de O. edulis, 
granulocitos e hialinocitos, se abordó la comparación entre los 
proteomas respectivos, utilizando un procedimiento de separación de 
proteínas mediante electroforesis bidimensional, seguido por la 
comparación de los patrones de manchas proteicas correspondientes a 
cada tipo hemocitario para identificar manchas exclusivas de cada tipo 
celular, culminando el proceso con la identificación de las proteínas 
correspondientes a dichas manchas proteicas exclusivas de 
granulocitos e hialinocitos, mediante espectrometría de masas.  

4.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

4.2.1 Material biológico 

Para realizar los experimentos de separación hemocitaria se 
utilizaron 100 ostras "naive", es decir, ostras que no han estado en 
contacto con Bonamia spp., procedentes de Dinamarca, para evitar 
posibles interferencias que pudiera causar la infección por Bonamia 
spp. Los bivalvos vivos se transportaron a las instalaciones del CIMA 
y se mantuvieron en tanques de 30L, con agua bombeada de la Ría de 
Arousa (circuito abierto) hasta el momento de su utilización. 

4.2.2 Obtención de muestras de hemolinfa 

La hemolinfa se obtuvo por extracción directa del músculo 
aductor con agujas de calibre 21 (3G) (40 x 0,8 mm) acopladas a 
jeringuillas de 1 ml de volumen que contenían 0,5 mL de Solución de 
Alsever Modificada (MAS) (2,08% (p/v) glucosa; 0,8% (p/v) citrato 
sódico; 0,34% (p/v) EDTA; 2,25% (p/v) cloruro de sodio; 7,5 pH;  
1000 mOsm estéril y con una filtración 0.22 µ m), que evita la 
agregación celular, facilitando así, la posterior separación hemocitaria 
(Bachère et al., 1988). Para poder acceder al músculo aductor, las 
valvas se separaron ligeramente con un cuchillo de abrir ostras y se 
introdujo una punta desechable de pipeta, a modo de cuña, para 
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mantener las valvas lo suficientemente separadas como para permitir 
la introducción de la aguja hasta el músculo aductor. Las muestras de 
hemolinfa obtenidas se observaron bajo microscopio óptico para 
asegurar que toda la hemolinfa extraída estuviera limpia y libre de 
organismos o cuerpos extraños. Aquellas muestras donde se observó 
contaminación se descartaron, mientras que las muestras de hemolinfa 
limpia, sin cuerpos extraños, se juntaron y se mantuvieron en un baño 
de hielo picado para evitar la agregación de los hemocitos hasta haber 
obtenido toda la hemolinfa necesaria. La viabilidad celular se evaluó 
con azul de tripano, asegurando así que los hemocitos estuvieran 
vivos. A continuación, la hemolinfa se centrifugó (640xg, 4°C, 10 
min) con el objetivo de separar los hemocitos del plasma. 

4.2.3 Separación hemocitaria 

 La separación de las células de la hemolinfa de O. edulis se 
realizó mediante el uso de gradientes de Percoll, siguiendo los 
procedimientos descritos por Xue et al. (2000). Utilizando una cámara 
de recuento celular Malassez, se realizó el conteo de los hemocitos 
presentes en el pellet; las células se concentraron o disolvieron en 
MAS, hasta conseguir aproximadamente 7x106 de células por cada 2 
mL de MAS. Este volumen se colocó sobre un gradiente discontinuo 
de Percoll, (0, 41% NaCl,  1100 mOSm en MAS), con los porcentajes 
de Percoll de 70%, 50%, 30% y 10%. Se procedió a una nueva 
centrifugación (640xg, 4°C, 10 min) con el objetivo de recoger 
posteriormente los distintos tipos celulares en las interfases entre las 
diferentes densidades. Tras la centrifugación se procedió a succionar 
con una aguja de punta roma la interfase 70%-50%, donde se acumuló 
la subpoblación celular de granulocitos, y la interfase 30%-10%, con 
la subpoblación hemocitaria de hialinocitos (Figura 5). 
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Macroscópicamente, en dichas interfases se observaba una zona 
amplia blanquecina que correspondía a la acumulación de las células. 

4.2.4 Observación de la morfología de los hemocitos 

Una vez separados los tipos hemocitarios, se realizó un nuevo 
conteo celular en cámara Malassez y se evaluó la viabilidad celular 
con azul de tripano. Posteriormente se realizó una citocentrifugación 
de sendas alícuotas de cada tipo hemocitario siguiendo el protocolo de 
da Silva & Villalba (2004); una alícuota de cada tipo celular se diluyó 
en la solución antiagregante MAS (Bachère et al., 1988) hasta un 
volumen final de 150 µ L, dicha muestra se colocó dentro de un 
microvial agujereado en su base y acoplado a un portaobjetos 
mediante un soporte específico para la citocentrifugación. La muestra 
centrifugada (92×g, 4°C, 5 min) pasó a través del orificio del fondo 
del microvial al portaobjetos donde los hemocitos quedaron retenidos 
en una superficie circular de 8 mm de diámetro formando una 
monocapa celular. Ésta se dejó secar al aire, se fijó y se tiñó con el 
equipo de tinción rápida Hemacolor (Merck) (1 min en la solución 1, 
[fijación con metanol], 2 min en la solución 2, 2 min en la solución 3 
y 2 inmersiones de lavado en agua destilada). Una vez teñidas y secas, 
las monocapas se montaron con el medio de montaje DePeX. Por 

Figura 5. Esquema representativo de la separación de tipos hemocitarios a 
partir de hemolinfa de O. edulis, en radiente de Percoll; se indican los 

porcentajes de Percoll y las interfases donde se encuentran los distintos tipos 
hemocitarios. 
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último, se examinaron las células con microscopio óptico para 
confirmar que la separación hemocitaria se había realizado con éxito.  

Tanto la separación hemocitaria como la posterior evaluación de 
la morfología de los hemocitos para confirmar una correcta separación 
y viabilidad celular se realizó repetidamente hasta acumular 20x106 
células de cada tipo hemocitario. Muestras de 20x106 hialinocitos y 
20x106 granulocitos se congelaron a -80°C hasta su posterior 
utilización. 

4.2.5 Extracción proteica  

Las muestras congeladas a -80°C se disolvieron en tampón de 
lisis (7.6 M Urea, 2 M Thiourea, 4% Chaps, trazas de azul de 
Bromofenol, 0.2% Anfolito, pH 3-10 y 100 mM DTT) y PMSF 
(inhibidor de proteasas) durante 2 horas y 30 minutos a 4°C con 
agitación. A continuación, se centrifugaron a 16.000xg durante 30 
minutos a 4°C. El sobrenadante se purificó con un kit comercial 
ReadyPrepTM 2-DCleanup (BioRad) y finalmente, las muestras se 
resuspendieron en 400 µ l de solución de rehidratación (7 M Urea, 2 M 
Thiourea, 4% Chaps, trazas de azul de Bromofenol, 0.3% DTT y 0.5% 
IPG (gradiente de pH inmovilizado)) congelándose a -80ºC hasta su 
utilización. 

La concentración proteica de las muestras se determinó mediante 
el kit RC DC Protein Assay (BioRad) basado en el protocolo de 
Lowry (Lowry et al., 1951).  

4.2.6 Electroforesis bidimensional 2-DE  

Para llevar a cabo el  Isoelectroenfoque (IEF) se cargaron 300 µ g 
de proteína resuspendida en 400 µ l de solución de rehidratación en 
tiras de inmovilinas de gradiente de pH (IPGs) de 17 cm y pH 5-8. 
Tanto el proceso de equilibrado como la segunda dimensión 
(SDS-PAGE) se realizó exactamente como se describe en el apartado 
3.2.5. 
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4.2.7 Análisis de imagen y comparativa entre geles 

El análisis proteómico se realizó de manera cualitativa con el 
programa informático PDQuest 8.0.1 (BioRad) como se explica en el 
apartado 3.2.6. 

 Se compararon los dos tipos celulares presentes en la hemolinfa 
de la ostra europea. La Figura 6 muestra las distintas comparaciones 
que se llevaron a cabo en este estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema representativo de la comparación 
realizada entre los geles correspondientes a granulocitos y los 

de hialinocitos 
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4.2.8 Espectrometría de masas y búsqueda en bases de datos 

El análisis mediante espectrometría de masas y la búsqueda en las 
bases de datos se llevaron a cabo como se explica en el apartado 3.2.7.  

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Comparación del proteoma de granulocitos e 
hialinocitos de Ostrea edulis mediante electroforesis bidimensional 

Al analizar el patrón proteico de los tipos hemocitarios de Ostrea 
edulis por separado se detectaron una media de 1130 marcas proteicas 
en los geles bidimensionales de Granulocitos y marcas proteicas en 
los de Hialinocitos (Figura 7). En el primer caso se encontraron 850 
marcas comunes a todas las réplicas, mientras que en el segundo hay 
539 marcas estaban presentes en todos los geles del grupo (Figura 8). 
Comparando los 2 tipos celulares se pudieron detectar 470 marcas 
proteicas comunes a ambos grupos, 32 marcas exclusivas de 
granulocitos, es decir, que sólo aparecen en este tipo celular, y 21 
exclusivos de hialinocitos (Figura 7). Dicho análisis se resume en la 
Tabla 1. 

B A 

Figura 7. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en 
los hemocitos de Ostrea edulis. Granulocitos (A) e Hialinocitos (B). Los círculos 
rojos indican aquellas marcas exclusivas de cada grupo. pI: punto isoeléctrico. 

PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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Tabla 1. Resumen del análisis de geles 2-DE, donde se incluye el número medio de 
marcas proteicas en los 4 geles de cada clase, el número de marcas comunes a las 4 
réplicas de cada clase y el número de marcas comunes, específicas e identificadas 

en la comparación entre los tipos hemocitarios de Ostrea edulis. 

 

 

 

Tipos 
hemocitarios 

Nº medio de 
"marcas en 
los 4 geles 

Nº de marcas 
comunes a las 4 
réplicas de cada 

grupo 

Comparación entre grupos 

Nº marcas 
comunes 

Nº marcas 
exclusivas 

Nº marcas 
identificadas 

Granulocitos 1130 850 
470 

32 23 

Hialinocitos 872 539 21 16 

Figura 8. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro 
réplicas de los geles de Granulocitos (A) e Hialinocitos (B) de Ostrea edulis. El peso 

molecular (PM) y el  punto isoeléctrico (pI) se indican en los ejes vertical y 
horizontal respectivamente. 

 

A B 
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 4.3.1.1 Identificación proteica  

4.3.1.1.1 Granulocitos 

De las 32 marcas proteicas exclusivas de granulocitos se lograron 
identificar 23. La Figura 9 muestra la ubicación de las proteínas 
identificadas de granulocitos, cada una representada por un círculo 
rojo y un número que coincide con el código presente en la Tabla 2.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dentro de las 23 proteínas identificadas se han detectado 3 

proteínas que presentan isoformas, puesto que en estos casos se ha 
detectado la misma proteína de distintas marcas proteicas.  

Figura 9. Gel bidimensional representativo de las proteínas expresadas en los 
Granulocitos de Ostrea edulis. Las marcas proteicas correspondientes a proteínas 
identificadas se aparecen numerados y marcados en rojo. pI: punto isoeléctrico.  

PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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4.3.1.1.2 Hialinocitos 

De las 21 marcas proteicas exclusivas de hialinocitos se lograron 
identificar 16. La Figura 10, presenta la distribución de las proteínas 
identificadas de hialinocitos, que se muestran en la Tabla 3. 

Del mismo modo que ocurre en granulocitos, en hialinocitos se 
han encontrado 3 proteínas que presentan isoformas.  

En todos los casos en los que se han identificado proteínas 
hipotéticas, la secuencia de aminoácidos identificada coincide con la 
secuencia de una proteína de ostra de la que no se conoce su nombre 
ni función. 

Figura 10. Gel bidimensional representativo de las proteínas expresadas en los 
Hialinocitos de Ostrea edulis. Las marcas proteicas correspondientes a proteínas 
identificadas aparecen numerados y marcados en rojo. pI: punto isoeléctrico. PM: 

peso molecular en Kilodaltons. 
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4.4 DISCUSIÓN 

Los patrones de expresión proteica difieren considerablemente 
entre los distintos tipos hemocitarios de Ostrea edulis, detectándose 
mayor número de marcas proteícas en las muestras de granulocitos 
tanto en el número medio de marcas en los geles como en el número 
de marcas comunes a todas las réplicas. Estos resultados concuerdan 
con estudios anteriores en los que se ha demostrado una mayor 
cantidad de enzimas en granulocitos (López et al., 1997a; Pipe et al., 
1997; Cochennec-Laureau et al., 2003a). Los granulocitos son 
considerados los principales hemocitos inmunocompetentes en la ostra 
C. gigas, ya que poseen mayor capacidad fagocítica, mayor expresión 
de genes relacionados con el sistema inmune y mayor producción de 
moléculas con propiedades antimicroianas e implicadas en la 
respuesta inmune (Wang et al., 2017).  

Al comparar los patrones de marcas entre tipos hemocitarios, el 
carácter muy conservador del procedimiento experimental para 
aceptar una marca proteica como exclusiva de un tipo celular, (marcas 
presentes en todas las réplicas del tratamiento en cuestión, claramente 
separadas de otras, de intensidad adecuada e inequívocamente 
ausentes en todas las réplicas del tratamiento con que se compara), 
limitó el número de marcas consideradas exclusivas de cada tipo, 
resultando también mayor en el caso de granulocitos. 

Una buena parte de las marcas proteicas exclusivas de cada tipo 
pudieron ser identificadas. En ambos tipos hemocitarios se detectaron 
proteínas correspondientes a funciones diversas (Tabla 4). Se 
encontraron discrepancias notables entre los valores teóricos del peso 
molecular y/o punto isoeléctrico (pI) de algunas de las proteínas 
identificadas y los valores observados según la posición de las 
manchas en los geles. Estas discrepancias podrían corresponder a 
isoformas generadas por una variedad de causas, incluidas las 
modificaciones postraduccionales, el empalme alternativo y la 
aparición de familias multigénicas (De La Fuente et al., 2011). Un 
único cambio de aminoácido o una modificación postraduccional 
(PTM) puede alterar el punto isoeléctrico de una proteína 
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significativamente, además las isoformas de proteínas homólogas 
pueden ocurrir fuera del intervalo de pH que se analiza (Fields et al., 
2012). Por otro lado, se detectaron diversas isoformas tanto en 
granulocitos como en hialinocitos, proteínas que encontrándose en 
diferentes posiciones en el gel, con diverso pI y peso molecular, 
fueron identificadas como la misma proteína. La abundancia de 
isoformas de la misma proteína puede deberse a diferentes 
modificaciones postraduccionales o a combinaciones de dichas 
modificacines (Walsh et al., 2005). Modificaciones postraduccionales 
como glutationilación, acetilación, fosforilación, sulfilación y 
sialilación cambian el pI de las proteínas (Rodríguez-Ortega et al., 
2003). Las modificaciones postraduccionales son de gran interés al ser 
clave en el control y la modulación de muchos procesos dentro de la 
célula, las interacciones entre proteínas requieren la presencia de 
ciertas modificaciones postraduccionales (Pawson & Nash, 2003; 
Wilkins & Appel, 2007). Estas isoformas conllevan diferentes 
patrones de respuesta de la expresión de la proteína, lo que indica que 
pueden estar involucradas en diferentes procesos biológicos (G. Chen 
et al., 2011). 

 

Tabla 4. Lista de proteínas identificadas en marcas proteicas exclusivas de cada 
tipo hemocitario, agrupadas por función biológica. 

Función 
biológica 

Proteína identificada 
Tipo 

hemocitario 

Transdución de 
señales 

- Enzima de conjugación de ubiquitina E2W 
(UBE2W) 

Granulocito 

- Proteína 38 que contiene motivos tripartitos 
(TRIM38) 

- Proteína 13 que contiene repeticiones de 
anquirina y SOCS box (ASB-13) 

- Potenciador de conector supresor quinasa de 
Ras 2 (CNKSR2) 

- Factor elongación 1 alfa (EF1-α o eEF1A) 

- Proteína 4 con repeticiones F-box/LRR 

- Proteína de choque térmico HSP90α 1 

- Flotillina 2 
Hialinocito 

- Proteína p53 que contiene dominio de 
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repeticiones de anquirina 

- Inhibidor 1 de disociación GDP Rho Ambos tipos 

Apoptosis 

- Glutatión S-transferasa 3 (GTS3) 

Granulocito 

- N-acetillactosaminida ß-1,6-N-
acetilglucosaminil transferasa (GlcNAcT 

- Factor de mortalidad 4 (Fragmento) (MORF4) 

- Enzima de conjugación de ubiquitina E2W 
(UBE2W) 

- Proteína 38 que contiene motivos tripartitos 
(TRIM38) 

- Proteína 13 que contiene repeticiones de 
anquirina y SOCS box (ASB-13) 

- Potenciador de conector supresor quinasa de 
- Ras 2 (CNKSR2) 

- Factor elongación 1 alfa (EF1-α o eEF1A) 

- Proteína p53 que contiene repeticiones de 
anquirina 

Hialinocito 

Procesos redox 

- NADH deshidrogenasa subunidad 5 
Granulocito 

- Glutatión S-transferasa 3 (GTS3) 

- Lacasa 24 

Hialinocito 

- Lacasa 1 

- Proteína similar a transcetolasa 2 (TKT2) 

- Metionina adenosiltransferasa 

- Piridoxina-5'-fosfato oxidasa isoforma X5 
(PNPO) 

Citoesqueleto 

- Factor elongación 1 alfa (EF1-α o eEF1A) 
Granulocito 

- Proteína de choque térmico HSP90α 1 

- Flotillina 2 Hialinocito 

- Actina Ambos tipos 

Digestión 
- α-Manosidasa lisosomal 

Granulocito 
- Proteína 2 relacionada con lipasa pancreática 

Otras 

- Proteína bifuncional birA 
- Proteína PSF2 del complejo GINS de 

replicación de ADN 
- S13 proteína ribosomal 40S 

Granulocito 

- Proteína similar a cemento Hialinocito 
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4.4.1 Proteínas identificadas implicadas en vías de 
señalización 

 El sistema inmune innato está bajo control de una compleja red de 
vías de señalización conservadas evolutivamente, que se activan 
dependiendo de diferentes estímulos o invasiones. Las cascadas de 
señalización celular coordinan la inducción de numerosos genes 
implicados en la respuesta inmune e inflamatoria (Song et al., 2010). 
De las 39 proteínas identificadas, 10 estaban implicadas en 
transducción de señales, 7 de ellas correspondían a marcas específicas 
de granulocitos, 2 a marcas específicas de hialinocitos y varias marcas 
específicas de granulocitos y otras específicas de hialinocitos 
correspondían a isoformas de una misma proteína. 

 Una de las marcas proteicas exclusivas de granulocitos 
correspondía a la enzima de conjugación de ubiquitina E2W 
(UBE2W). La proteólisis dependiente de ubiquitina (Ub) regula la 
abundancia de proteínas y tiene una función reguladora principal en 
muchos procesos biológicos como la regulación del ciclo celular, 
transducción de señales, regulación transcripcional, reparación del 
ADN, respuesta inflamatoria, y presentación de antígenos en células 
eucariotas. La ubiquitinación de una proteína diana tiene como objeto 
la degradación por unión covalente con ubiquitina e implica la 
reacción enzimática de múltiples etapas catalizadas por una cascada 
enzimática incluyendo enzimas de activación (E1s), de conjugación 
(E2s) y ligasas (E3s) de ubiquitina (Ciechanover et al., 2000; Hershko 
& Ciechanover, 1998; Nandi et al., 2006). El sistema ubiquitina 
proteosoma está implicado en señalización inmune, desarrollo y 
muerte celular programada (Yamamoto et al., 2006). En la oreja de 
mar Haliotis diversicolor supertexta se ha identificado una enzima de 
conjugación de ubiquitina E2 cuya expresión aumenta en los 
hemocitos después del enfrentamiento con lipopolisacáridos (LPS) y 
ácido poliinosínico: policitidílico (Poly I:C, ARN de cadena doble 
sintético), ambos usados como inductores de respuesta inmune 
antibacteriana y antivírica, respectivamente, lo que sugiere la 
implicación de esta enzima en la respuesta inmune de moluscos (Ye et 



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

206 

al., 2013). Existen evidencias de la participación del gen UBE2 en la 
respuesta inmune del molusco gasterópodo Concholepas concholepas 
frente a una infección bacteriana (Núñez-Acuña et al., 2012).  

 Otra de las marcas exclusivas de granulocitos correspondió a la 
proteína 38 que contiene motivos tripartitos (TRIM38). Las proteínas 
que contienen motivos tripartitos (TRIM) participan activamente en la 
transducción de señales, teniendo un papel esencial en la regulación de 
la inmunidad innata (Kawai & Akira, 2011; McNab et al., 2011; 
Ozato et al., 2008). Estudios recientes han demostrado que la 
activación de varias vías de señalización de suma importancia en el 
sistema inmune, como NF-κß, están reguladas por múltiples 
moléculas, incluyendo la familia de proteínas TRIM (Kawai & Akira, 
2011). En moluscos, TRIM es uno de los genes implicado en la 
respuesta antiviral (He et al., 2015), siendo un factor inmune 
importante también en ostras (Guo et al., 2015; Guo & Ford, 2016). 
Concretamente la sobreexpresión de TRIM38 produce la activación de 
la vía de señalización NF-κß (Matsuda et al., 2003). Dicha proteína 
está fuertemente implicada en la inmunidad antiviral, por lo que 
ciertos virus podrían modular la expresión de estas proteínas con el 
objetivo de evadir la defensa del hospedador (Zhao et al., 2012).  

 Otra marca específica de granulocitos correspondió a la proteína 
13 que contiene repeticiones de anquirina y SOCS box (ASB-13). Las 
proteínas con dominios de repeticiones de anquirina y SOCS box 
(ASB) están implicadas en la señalización celular del sistema inmune 
(Kamura et al., 1998). Las proteínas supresoras de señalización de 
citoquinas (SOCS) son inhibidores de las vías de señalización de 
citoquinas; se trata de reguladores fisiológicos clave del sistema 
inmune (Yoshimura et al., 2007), que controlan el exceso de 
citoquinas e inhiben una variedad de vías de transducción de señales, 
en particular vías JAK-STAT (quinasas Janus-Transductor de señales 
y activador de la transcripción) (Croker et al., 2008; Yoshimura et al., 
2007). Son indispensables para la regulación de muchos procesos 
bioquímicos, incluyendo la determinación del destino celular y la 
regulación inmune (Elliott & Johnston, 2004). SOCS son importantes 
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mediadores de retroalimentación negativa en respuesta a gran cantidad 
de citoquinas. Estas proteínas contienen otros dominios que 
potencialmente pueden mediar interacciones proteína-proteína como 
las repeticiones de anquirina (Park et al., 2003), que participan en la 
activación de la vía de señalización NF-κß (Baldwin, 1996). La 
activación de NF-κß es esencial en el inicio de la inflamación para la 
eliminación de patógenos, pero su actividad debe ser estrechamente 
regulada debido a que la activación fuerte o prolongada de NF-κß  
puede dar lugar a la producción excesiva de citoquinas con 
consecuencias gravemente perjudiciales para el organismo 
(Yoshimura et al., 2005). De manera que la correcta regulación de este 
sistema, donde participa la proteína ASB, es esencial para una 
respuesta inmune eficaz, no excesiva, por tanto para la supervivencia 
del individuo. Se ha demostrado la implicación de proteínas SOCS en 
el sistema inmune de ostras Pinctada fucata (Liu et al., 2013). SOCS 
tiene un papel destacado en la respuesta inmune innata de la ostra C. 
gigas frente al virus OsHV-1 (Pauletto et al., 2017). Además los 
niveles de expresión de la citoquina IL-17 son mucho mayores en 
granulocitos que en hialinocitos de C. gigas (Wang et al., 2017).  

 Otra de las marcas proteicas exclusivas de granulocitos se 
identificó como potenciador de conector supresor quinasa de Ras 2 
(CNKSR2). La cascada de quinasas Ras/Raf/proteinas quinasas 
activada por mitógenos (MEK)/ quinasas reguladas por señales 
extracelulares (ERK), llamada simplemente cascada de señalización 
Ras-ERK, juega un papel importante en la proliferación, 
diferenciación, apoptosis y transformación oncogénica (Chang & 
Karin, 2001; Lewis et al., 1998; Matsunaga-Udagawa et al., 2010; 
Sturgill & Wu, 1991). El potenciador de conector supresor de quinasa 
de Ras (CNKSR), es capaz de regular la activación de dicha vía de 
señalización (Anselmo et al., 2002; Brennan et al., 2011; Clapéron & 
Therrien, 2007). CNKSR2 se ha identificado entre los genes 
implicados en la respuesta inmune de moluscos (Wu et al., 2011) 

 El factor elongación 1 alfa (EF1-α o eEF1A) correspondió a otra 
de las marcas proteicas exclusivas de granulocitos. EF1-α es un 
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miembro de la familia de proteínas G y una de las cuatro subunidades 
que componen el factor de elongación eucariótico (eEF), siendo clave 
en la traducción de proteínas (Browne & Proud, 2002; Ejiri, 2002). 
Además EF1-α participa en varios procesos celulares importantes, 
incluyendo proliferación celular, y transducción de señales (Gangwani 
et al., 1998; Lamberti et al., 2004). 

 Otra marca proteica exclusiva de granulocitos se identificó como 
proteína 4 con repeticiones F-box/LRR. Los dominios de repeticiones 
ricos en leucina (LRR) son estructuras comunes de numerosas 
moléculas entre las que se encuentran los receptores Toll y tipo Toll 
(TLRs), altamente implicados en el sistema inmune (Leulier & 
Lemaitre, 2008). Las proteínas con dominios LRR participan en 
muchos procesos biológicamente importantes, tales como 
interacciones proteína-proteína, procesos de reconocimiento o 
reacciones inmunes (Chai et al., 2010). Dichos dominios reconocen y 
se unen a patrones moleculares asociados a patógenos específicos 
(PAMPs) (He et al., 2015). Uno de los dominios inmunes de 
organismos bivalvos es LRR (Gómez-Chiarri et al., 2015), como 
ocurre en la ostra C. virginica (L. Zhang et al., 2014). En C. gigas los 
dominios LRR están implicados en la inmunidad antiviral (Green et 
al., 2015a). La familia de proteínas F-box participa en poli-
ubiquitinación y proteólisis (Buckley & Somero, 2009; Thomas, 
2006), además se ha observado a F-box como uno de los genes cuya 
expresión varía en C. virginica infectado por Perkinsus marinus 
(Wang et al., 2010).  

 La proteína de choque térmico HSP90α 1 correspondió a otra de 
las marcas proteicas exclusivas de granulocitos. Las proteínas de 
choque térmico (HSPs) son una familia de proteínas que ayudan a los 
organismos a modular la respuesta al estrés y proteger a los 
organismos de daños inducidos por el medio ambiente celular (Feder 
& Hofmann, 1999; Lindquist & Craig, 1988). Además, su actividad 
está estrechamente relacionada con la respuesta inmune innata (Tsan 
& Gao, 2009). HSP90 es una chaperona molecular envuelta en 
numerosos procesos biológicos como son plegamiento y estabilización 
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de gran número de proteínas como quinasas, factores de transcripción 
y moléculas de señalización celular (Hahn, 2009; Pratt & Toft, 2003; 
Yahara et al., 1998). HSP90α 1 está implicado en la señal de 
transducción de un receptor de hormonas esteroides (Sanchez, 2012); 
estas hormonas están implicadas en reproducción, inflamación y 
función inmune (Bahat et al., 2014). Se ha observado un incremento 
en la síntesis de HSP90 en berberechos Cerastoderma edule afectados 
por neoplasia diseminada (Díaz et al., 2010) y un aumento de su 
expresión en O. edulis infectada por B. ostreae (Morga et al., 2012), 
mientras que la expresión de la proteína HSP90α 1 disminuye en 
ostras C. gigas enfrentadas a OsHV-1 (Corporeau et al., 2014). La 
HSP90α 1 se ha identificado mediante la base de datos 
OYSTERECOVER (Pardo et al., 2016), no mediante la base de 
NCBI. 

 Una de las marcas proteicas exclusivas de hialinocitos 
correspondió a flotillina 2. Las flotillinas están presentes de manera 
preferente en dominios de membrana insolubles en detergente y 
enriquecidos en glicolípidos (Bickel et al., 1997) implicados en gran 
variedad de procesos celulares;  entre otros en  transducción de señales 
(Bared, 2004; Bickel et al., 1997; Dremina et al., 2005; Hoehne et al., 
2005; Langhorst et al., 2007; Rajendran et al., 2003). En bivalvos se 
ha documentado que flotillina 2 es uno de los genes implicados en la 
señalización celular cuya expresión varía en almejas Mya arenaria 
como respuesta a la infección bacteriana (Araya et al., 2010). 

 Otra de las marcas proteicas exclusivas de hialinocitos se 
identificó como la proteína p53 que contiene repeticiones de 
anquirina. Las repeticiones de anquirina (AR) están presentes en 
muchas proteínas biológicamente importantes, y funcionan como 
reguladores de interacciones específicas proteína-proteína (Ghosh et 
al., 1998), por lo que tienen gran relevancia en la señalización celular. 
Proteínas que presentan AR se han encontrado en diversos bivalvos y 
se consideran moléculas fundamentales en la inmunidad innata (Lee et 
al., 2013; Montagnani et al., 2008; Mu et al., 2010; Q. Yang et al., 
2011; Zhang et al., 2009). Las AR son responsables de la interacción 
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con proteínas NF-κß, y por tanto, participan en la activación de la vía 
de señalización NF-κß  (Baldwin, 1996). Los genes con AR se 
consideran importantes factores relacionados con la inmunidad innata 
de diferentes ostras (L. Zhang et al., 2014). Se han observado genes de 
proteínas con dominos AR cuya expresión varía entre ostras C. gigas 
resistentes y susceptibles a la mortalidad estival (Fleury & Huvet, 
2012). Genes con AR se han observado con una expresión diferencial 
en respuesta a una infección bacteriana en varios moluscos 
(McDowell et al., 2014; K.-J. Wang et al., 2008). Dentro de los genes 
que más veces se han observado expresados de manera diferencial en 
respuesta al estrés en bivalvos se encuentran genes con dominios AR 
(Miao et al., 2015). Además, genes con dominios AR de O. edulis 
presentan una expresión condicionada por la presencia del parásito B. 
ostreae (Martín-Gómez et al., 2012). 

 Sendas marcas exclusivas de granulocitos e hialinocitos 
corrrespondieron a isoformas del inhibidor 1 de disociación GDP Rho 
(RhoGDI). Los inhibidores de disociación Rho GDP (RhoGDI) son 
proteínas implicadas en la regulación celular que actúa principalmente 
controlando la distribución celular y la actividad de Rho GTPasas 
(Golovanov et al., 2001; Olofsson, 1999). Rho GTPasas son proteínas 
de señalización intracelular que regulan múltiples vías implicadas en 
la organización del citoesqueleto, la adhesión, la proliferación, el 
crecimiento celular y la apoptosis (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy et 
al., 2010). Rho GTPasa son reguladores esenciales de las funciones 
específicas del tipo celular y de las vías específicas del estímulo en la 
hematopoyesis (Mulloy et al., 2010). RhoGDI juega un papel 
importante en la respuesta oxidativa en el interior de fagocitos por la 
activación de la superóxido dismutasa (SOD) (Ridley, 2001). La 
expresión de la proteína RhoGDI varía bajo condiciones de estrés en 
diversos bivalvos como almejas (H. Wu et al., 2013b), mejillones 
(Tomanek, 2012) y ostras (Luo et al., 2014). 

 En este estudio, RhoGDI se identificó en varias marcas proteicas 
con diferentes pesos moleculares y pIs, tanto en granulocitos como en 
hialinocitos, lo que sugiere la existencia de isoformas distintas. Las 
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modificaciones postraduccionales son esenciales para que las 
proteínas desempeñen diversas funciones en eventos celulares 
variados, produciendo diferentes proteínas de un mismo gen. Estas 
modificaciones cambian sus propiedades físicas, químicas y 
biológicas (Gris & Baldoni, 2013; Nesatyy & Suter, 2008). Un único 
cambio en un aminoácido o en una PTM puede alterar el punto 
isoeléctrico de una proteína significativamente (Fields et al., 2012). 
Por tanto parece que la proteína RhoGDI está presente en ambos tipos 
celulares pero con diversas modificaciones, lo que hace que aparezcan 
en el patrón proteico como marcas distintas. Las diferentes isoformas, 
con diversos pIs y pesos moleculares, tienen como consecuencia 
funciones biológicas distintas (G. Chen et al., 2011; Gris & Baldoni, 
2013). Por tanto, RhoGDI puede participar en vías de señalización 
implicadas en la regulación del citoesqueleto, adhesión, fagocitosis y 
apoptosis (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy et al., 2010; Ridley, 2001), 
de manera distinta entre ambos tipos hemocitarios. 

 Haber identificado en nuestro estudio más proteínas con papeles 
relevantes en señalización del sistema inmune en granulocitos que en 
hialinocitos concuerda con los resultados de un estudio reciente sobre 
la ostra C. gigas, que cosidera a los granulocitos como los principales 
hemocitos inmunocompetentes (Wang et al., 2017). Algunas de las 
proteínas identificadas en granulocitos participan en la respuesta 
inflamatoria; uno de los problemas letales asociados a la bonamiosis 
de la ostra plana es la respuesta inflamatoria excesiva que conduce a la 
destrucción de la arquitectura normal de muchos órganos (Abollo & 
Villalba, 2012). La mayor facilidad para que B. ostreae se multiplique 
en hialinocitos que en granulocitos (Cochennec-Laureau et al., 2003a) 
y una menor capacidad de los hialinocitos para regular la respuesta 
inflamatoria podrían contribuir a la proliferación de este parásito en la 
ostra y las consecuencias nefastas de esta infección para el hopedador. 
Por otro lado, el hecho de que ambos tipos hemocitarios expresen 
proteínas implicadas de manera diferente en la transducción de señales 
refuerza la idea de que granulocitos e hialinocitos tengan funciones 
distintas. 
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4.4.2 Proteínas identificadas implicadas en apoptosis  

La apoptosis es un proceso altamente organizado desarrollado en 
muchos organismos y desempeña un papel crucial en diversos 
procesos biológicos como la embriogénesis, la homeostasis y 
particularmente la defensa contra factores de estrés incluyendo 
patógenos al eliminar las células infectadas (Elmore, 2007); se 
requiere un control adecuado de los mecanismos de apoptosis para 
mantener la homeostasis celular durante la respuesta  inmune (Wang 
et al., 2016). En nuestro estudio se han identificado 9 proteínas 
implicadas en apoptosis, 8 correspondientes a marcas proteicas 
exclusivas de granulocitos y una correspondiente a una marca 
exclusiva de hialinocitos. 

Una de las marcas proteicas exclusivas de granulocitos se 
identificó como glutatión S-transferasa 3 (GTS3). Las glutatión 
S-transferasas (GTS) son una superfamilia de enzimas ubicuas 
implicadas en muchas funciones fisiológicas, como detoxificación, 
transporte intracelular, biosíntesis de hormonas y protección contra 
estrés oxidativo (Blanchette et al., 2007; Frova, 2006; Hayes et al., 
2005). Además GTS está relacionada con procesos de apoptosis 
(Circu & Yee Aw, 2008; Raza & John, 2006). En el apartado siguiente 
se tratará otra de las implicaciones relevantes de esta proteína en la 
respuesta inmune, a través de los procesos redox. 

Otra de las marcas exclusivas de granulocitos correspondió a la 
N-acetillactosaminida ß -1,6-N-acetilglucosaminil transferasa 
(GlcNAcT). Esta enzima, también es conocida como N-
acetilglucosaminiltransferasa; pertenece a la familia de las 
glicosiltransferasas, específicamente hexosiltransferasas (Van Den 
Eijnden et al., 1983). Puede catalizar la síntesis de hidratos de carbono 
y complejos tales como N-glicanos que son esenciales para la síntesis 
del transportador de glucosa y la producción de citoquinas 
(Brockhausen et al., 1989; Taguchi et al., 2000). La expresión de 
GlcNAcT se ha visto aumentada significativamente en hemocitos de 
vieiras Chlamys farreri tras una infección bacteriana, este incremento 
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activa la capacidad de gluconeogénesis y la producción de citoquinas 
relacionadas con el sistema inmune (X. Wang et al., 2014).  

El Factor de mortalidad 4 (Fragmento) (MORF4) se identificó en 
una marca exclusiva de granulocitos. El MORF4 es una proteína 
relacionada con senescencia, regulación de la proliferación celular, 
apoptosis, reparación del ADN y transcripción (Bertram et al., 1999; 
Chen et al., 2010; Liang et al., 2010). El MORF4 está entre las 
proteínas con una expresión que varía en invertebrados marinos bajo 
condiciones de estrés (Wiacek et al., 2013) y por infección vírica 
(Fraga et al., 2015). MORF4 también se ha identificado en ostras C. 
gigas asociado a funciones reproductivas (Sussarellu et al., 2015). 

Además, algunas de las proteínas identificadas en marcas 
proteicas exclusivas de granulocitos que se han tratado en el apartado 
previo por su implicación en vías de señalización, también están 
implicadas en apoptosis, en concreto UBE2W, TRIM38, ASB-13, 
CNKSR2 y EF1-α. La enzima UBE2W está implicada en apoptosis y, 
como tal, en la respuesta inmune antiviral (Jiang et al., 2010; Pertel et 
al., 2011; Tokumoto et al., 2011). La expresión del gen E2W de C. 
virginica se ve modificada por el protozoo P. marinus (Wang et al., 
2010) pues, al tratarse de un parásito intracelular que se divide dentro 
del propio hemocito de la ostra, inhibiendo la apoptosis de la célula 
hospedadora, P. marinus mantiene el ambiente intracelular idóneo 
para su proliferación (Sunila & LaBanca, 2003). En C. gigas infectada 
por el virus OsHV-1 se ha observado que la expresión una enzima 
UBE varía como consecuencia a la infección vírica (Du et al., 2013). 
La implicación de proteínas que contienen TRIM en apoptosis está 
bien documentada (McNab et al., 2011). SOCS, que forma parte de 
ASB-13, es un importante regulador de citoquinas (Yoshimura et al., 
2007), diversas citoquinas están relacionadas con apoptosis (Ottaviani 
et al., 1997, 2004; Barcia &Ramos-Martinez, 2008; Guo & Ford, 
2016), la interleucina 17 (IL-17) entre otras (Aggarwal, 2003). En C. 
gigas los niveles de expresión de la IL-17 son mucho mayores en 
granulocitos que en hialinocitos (Wang et al., 2017). El potenciador 
de conector supresor de quinasa de Ras (CNKSR), es capaz de inhibir 
apoptosis mediante la protección contra la producción de especies 
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reactivos de oxígeno y agentes de daño al ADN (X. Wang et al., 
2008). EF1-α participa en apoptosis (Gangwani et al., 1998; Lamberti 
et al., 2004); su expresión varía en almejas Mercenaria mercenaria en 
respuesta al parásito QPX (Perrigault et al., 2009), en C. gigas por la 
infección del virus OsHV-1 (Corporeau et al., 2014; Renault et al., 
2011) y en O. edulis afectada por bonamiosis (Martín-Gómez et al., 
2012). 

 Por otro lado, una proteína identificada en una marca proteica 
exclusiva de hialinocitos que se ha abordado en el apartado previo por 
su implicación en vías de señalización, también está implicada en 
apoptosis, en concreto la proteína p53 que contiene repeticiones de 
anquirina. La proteína p53 está implicada en control del ciclo celular, 
unión al ADN, activación y represión transcripcional y apoptosis 
(Royds & Iacopetta, 2006). Además está relacionada con el sistema 
inmune y es una proteína típica de respuesta al estrés en bivalvos 
(Götze et al., 2014; Wang et al., 2016). La p53 está claramente 
implicada en la apoptosis de moluscos (Kiss, 2010; Sokolova, 2009). 
En C. gigas se ha identificado un miembro la familia p53 (Farcy et al., 
2008). La proteína p53 presenta una expresión diferencial en 
berberechos afectados por neopleasia diseminada (Díaz et al., 2010) y 
en almejas M. mercenaria infectadas por el parásito QXP (Wang et 
al., 2016). La expresión de p53 disminuye en orejas de mar expuestas 
a contaminantes como metales y CO2 (Götze et al., 2014).  

.En nuestro estudio se ha identificado un número mayor de 
proteínas implicadas en apoptosis en los granulocitos de ostra plana 
que en los hialinocitos; lo que es coherente con estudios previos 
realizados en otras especies de ostras, en los que se ha demostrado un 
nivel apoptótico diferente entre los tipos celulares, siendo mayor en 
granulocitos que en hialinocitos (Goedken et al., 2005; Sunila & 
LaBanca, 2003). Existen estudios previos donde se han observado 
diferencias funcionales entre los tipos hemocitarios a la hora de 
eliminar partículas extrañas o invasoras (Wikfors & Alix, 2014), es 
posible que en dichos procesos de eliminación participen proteínas 
implicadas en procesos apoptóticos.  
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4.4.3 Proteínas identificadas implicadas en procesos redox 

 El aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), conocido como "estallido respiratorio", tiene como objetivo la 
degradación de microorganismos invasores (Bachère et al., 1991; 
Comesaña et al., 2012). Las ROS actúan como potentes efectores 
inmunológicos y muestran un amplio espectro de toxicidad siendo 
cruciales en la defensa del hospedador y en el buen funcionamiento de 
los hemocitos. En nuestro estudio se identificaron 7 proteínas 
implicadas en apoptosis, 2 correspondientes a marcas proteicas 
exclusivas de granulocitos y 5 correspondientes a marcas exclusivas 
de hialinocitos. 

 Una de las marcas proteicas exclusivas de granulocitos 
correspondió a NADH deshidrogenasa subunidad 5. NADH 
deshidrogenasa o complejo I, es el punto de entrada principal de los 
electrones a la cadena respiratoria. El estado metabólico de la cadena 
respiratoria mitocondrial es uno de los parámetros más importantes y 
sensibles de salud (Bresler et al., 2003). Se trata de una de las mayores 
fuentes celulares de energía y de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
(Raha et al., 2000), de manera que NADH deshidrogenasa subunidad 
5 está implicada en metabolismo energético y estrés oxidativo. El 
parásito P. olseni reduce la expresión de los genes NADH 
deshidrogenasa subunidad 5 de R. decussatus (Prado-Alvarez et al., 
2009a) probablemente para limitar la capacidad de los hemocitos de la 
almeja de producir ROS. La especie congénere P. marinus también 
modifica la expresión de las enzimas NADH deshidrogenasa 
subunidad 5 de la cadena respiratoria de C. gigas (Tanguy et al., 
2004). La NADH deshidrogenasa se encuentra sobrexpresada en M. 
mercenaria parasitada por QPX (Perrigault et al., 2009). La expresión 
de la NADH deshidrogenasa de O. edulis se encuentra alterada en 
respuesta a bonamiosis y a neoplesia diseminada (Martín-Gómez et 
al., 2013, 2012). 

 Otra marca proteica exclusiva de granulocitos se identificó como 
glutatión S-transferasa 3 (GTS3), proteína que se ha tratado en el 
apartado previo por su implicación en procesos de apoptosis. La 
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glutatión S-transferasa (GTS) se encuentra entre los mayores 
detoxificantes de xenobióticos (Blanchette et al., 2007) y están 
relacionadas con la reducción de la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS), siendo así esenciales para la protección celular 
contra productos del daño oxidativo y el metabolismo de xenobióticos 
(Martins et al., 2014). Es común que bajo condiciones de estrés los 
niveles de ROS aumenten drásticamente, lo que podría resultar en un 
daño significativo de las estructuras celulares; las GSTs están 
implicadas en la detoxificación de compuestos tóxicos de origen 
endógeno y exógeno durante la respuesta inmune (Brophy & 
Pritchard, 1992) y juegan un papel importante en la defensa 
antioxidante, pudiendo reflejar la extensión del daño oxidativo (Song 
et al., 2010; L. Zhang et al., 2012). La actividad de GST se ha 
utilizado como biomarcador de contaminación en organismos 
acuáticos (Myrnes & Nilsen, 2007). Se ha observado un aumento en la 
expresión de la proteína GTS tras infección bacteriana en diversos 
bivalvos como C. farreri, M. galloprovincialis y C. virginica (Huan et 
al., 2011; Ji et al., 2013; McDowell et al., 2014; Z. Sun et al., 2014b). 
En los hemocitos de O. edulis la expresión del GST aumenta como 
consecuencia del enfrentamiento al parásito B. ostreae (Martín-Gómez 
et al., 2012; Morga et al., 2011b). En la almeja R. philippinarum el 
gen GST se expresa en individuos parasitados por P. olseni (Kang et 
al., 2006), lo mismo ocurre en C. virginica infectada por P. marinus 
(Tanguy et al., 2004). 

Dos marcas proteicas exclusivas de hialinocitos se identificaron 
como lacasa 1 y lacasa 24. Las fenoloxidasas (POs), enzimas a las que 
pertenecen las lacasas, son una familia de proteínas asociadas a cobre, 
ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas y animales 
(Chase et al., 2000). Se trata de enzimas cruciales en la melanización; 
la producción de melanina comienza con la oxidación de fenoles y la 
reducción de O2 a H2O2. Esta reacción es catalizada por POs y 
produce quinonas que son polarizadas hacia la formación de melanina 
(Rodriguez-Lopez et al., 1992). Concretamente las lacasas oxidan los 
difenoles en o-quinonas y p-difenoles en p-quinonas (Le Bris et al., 
2013), dichos compuestos se oxidan a continuación en melanina; tanto 
la melanina como los intermedios son sustancias tóxicas con 



Estudio proteómico de granulocitos e hialinocitos de  Ostrea edulis mediante 
electroforesis bidimensional 

217 

propiedades antifúngicas, antibacterianas y antivirales (Cerenius et al., 
2008; Söderhäll & Cerenius, 1998). Entre las POs se encuentran las 
lacasas cuya función está implicada en inmunidad, patogenicidad y 
morfogénesis (Mayer & Staples, 2002). Actividad PO de tipo lacasa 
implicada en la defensa inmune de bivalvos se ha descrito en diversas 
ostras; en C. gigas se han observado lacasas con actividad 
antibacteriana (Luna-acosta et al., 2011; Zhang et al., 2015), en O. 
edulis genes lacasa presentan una variación de su expresión en 
respuesta a bonamiosis (Martín-Gómez et al., 2012) y asociada a 
neoplasia diseminada (Martín-Gómez et al., 2013). Las enzimas POs 
participan en muchas respuestas de defensa celular, tales como 
reconocimiento de lo propio y no propio, fagocitosis y encapsulación 
(Asokan et al., 1997; Söderhäll & Cerenius, 1998). Las lacasas son 
oxidasas que parecen tener un papel fundamental en la inmunidad 
innata de bivalvos, constituyendo una respuesta contra la infección de 
patógenos en ostras (Zhang et al., 2015). 

 Una marca proteica exclusiva de hialinocitos correspondió a una 
proteína similar a transcetolasa 2 (TKT2). La transcetolasa (TKT) es 
una proteína implicada en el metabolismo de los carbohidratos, 
enzima importante en la vía de las pentosas fosfato (PPP), que es 
responsable de la transducción de energía y la síntesis de ácidos 
nucleicos (Kling et al., 2008). Además tiene un papel relevante en la 
tolerancia al estrés oxidativo (Campos et al., 2012; Dheilly et al., 
2013; Go & Jones, 2008) y la capacidad de eliminar ROS del 
citoplasma (Tomanek, 2012). La expresión de la proteína TKT varía 
bajo condiciones de estrés en diversos bivalvos (Tomanek, 2012; Wu 
et al., 2010). Por ejemplo, en ostras el gen de la TKT2 presenta una 
expresión condicionada por diferentes patógenos; es el caso de la 
infección por el virus OsHV-1 en C. gigas (Renault et al., 2011) y por 
P. marinus en C. virginica (Wang et al., 2010).  

 Otra marca proteica exclusiva de hialinocitos fue identificada 
como metionina adenosiltransferasa. La enzima metionina 
adenosiltransferasa o S-adenosilmetionina sintasa (SAM-S) cataliza la 
biosíntesis de S-adenosilmetionina a partir de metionina y ATP. Existe 
evidencia de que SAM participa en variedad de mecanismos celulares 
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como: reparación de membranas lipídicas mediante la síntesis de 
fosfolípidos (Y. Li et al., 2007), regulación de la expresión de genes 
en respuesta al estrés a través de la metilación de histonas y ADN 
(Szegedi et al., 2008), regulación de la función de las HSPs por 
metilación (Markham & Pajares, 2009) e incremento de la relación de 
glutatión reducida/oxidada potenciando la actividad de superóxido 
dismutasa (SOD) (Cavallaro et al., 2010). SAM-S parece estar 
involucrada en el proceso de desintoxicación celular (Matrangolo et 
al., 2013) y se ha relacionado con la metilación y el metabolismo 
xenobiótico (Marcos & Angel, 2015). SAM-S es uno de los genes de 
C. gigas cuya expresión varía bajo condiciones de estrés (Sussarellu et 
al., 2010; Zhang et al., 2015). 

 Otra marca proteica exclusiva de hialinocitos correspondió a 
piridoxina-5'-fosfato oxidasa isoforma X5 (PNPO). La vitamina B6 o 
fosfato de piridoxal (PLP), es conocida como un cofactor esencial 
para numerosas reacciones enzimáticas (John, 1995). Además, las 
vitaminas B6 son excelentes antioxidantes particularmente activos en 
la extinción de oxígeno singlete y anión superóxido (Ehrenshaft et al., 
1999; Jain & Lim, 2001; Osmani et al., 1999). La vitamina B6 se ha 
identificado entre las moléculas implicadas en la inmunidad de 
moluscos (Lockyer et al., 2007). La PNPO cataliza la biosíntesis de 
vitamina B6 mediante la oxidación de PNP (piridoxina 5 fosfato) a 
PLP (piridoxal 5-fosfato) (di Salvo et al., 2003). 

 Estudios previos concuerdan en que existen diferencias en 
diversos procesos redox entre los tipos hemocitarios de bivalvos. Si 
bien se considera que la actividad oxidativa a través de la producción 
de ROS es más elevada en granulocitos que en hialinocitos (Donaghy 
et al., 2012; Hong et al., 2013; Lambert et al., 2007, 2003; Wang et 
al., 2017), existen estudios donde se ha observado mayor producción 
de ROS en hialinocitos (Evariste et al., 2016); incluso se cree que 
ambos hemocitos con capaces de producir ROS y especies reactivas 
de nitrógeno (RNS) distintos (Hong et al., 2013). Nuestros resultados 
muestran diferencias en la expresión de proteínas relacionadas con 
procesos de oxidación-reducción entre los tipos hemocitarios; se ha 
propuesto que hialinocitos y granulocitos utilizan mecanismos 
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diferentes para la eliminación de partículas extrañas y patógenos 
(Wikfors & Alix, 2014). En concreto, la vía de la NO-sintasa parece 
ser más dominante en hialinocitos, mientras que la NADPH-oxidasa 
es más activa en granulocitos (Lambert et al., 2007), sugiriendo que 
las dos subpoblaciones de hemocitos poseen diferentes capacidades de 
respuesta mediante ROS/RNS. Las proteínas identificadas en el 
presente estudio podrían estar relacionadas con dichas diferencias. 
Cabe destacar el mayor número de proteínas identificadas en 
hialinocitos con propiedades detoxificantes; es posible que dentro de 
las diferencias existentes entre los tipos hemocitarios, los hialinocitos 
sean más activos que los granulocitos en la detoxificación de ROS. 

4.4.4 Proteínas identificadas implicadas en citoesqueleto 

 El citoesqueleto juega un papel crucial en la respuesta inmune 
(Wickramarachchi et al., 2010), participando en la eliminación de 
patógenos (G. Chen et al., 2011). De las proteínas identificadas en 
nuestro estudio relacionadas con citoesqueleto, dos proteinas 
correspondieron a sendas marcas exclusivas de granulocitos, otra a 
una marca exclusiva de hialinocitos y otra correspondió a isoformas 
en marcas exclusivas de granulocitos e hialinocitos.  

El factor de elongación 1 α (EF1-α), detectado en una marca 
proteica exclusiva de granulocitos, ya se ha tratado con más detalle en 
las secciones previas de vías de señalización y de apoptosis. EF1-α  
también participa en la organización del citoesqueleto (Gangwani et 
al., 1998; Lamberti et al., 2004). Asimismo, la proteína HSP90, que se 
identificó en una marca proteica exclusiva de granulocitos y se ha 
tratado previamente en la sección de vías de señalización, también se 
encuentra asociada con proteínas del citoesqueleto, tales como actina 
y tubulina (Czar et al., 1996; Garnier et al., 1998; Liang & MacRae, 
1997). HSP90α 1 es un factor de transcripción que puede interactuar 
con el citoesqueleto (Sanchez, 2012). 

En el caso de marcas exclusivas de hialinocitos, la flotillina 2, ya 
tratada previamente en la sección de vía de señalización, también está 
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asociada al citoesqueleto pues las flotillinas están implicadas en gran 
variedad de procesos celulares en los que interviene el citoesqueleto, 
como adhesión celular, endocitosis, fagocitosis y tráfico vesicular 
(Bared, 2004; Bickel et al., 1997; Dremina et al., 2005; Hoehne et al., 
2005; Langhorst et al., 2007; Rajendran et al., 2003).  

Nuestros resultados muestras diferencias entre granulocitos e 
hialinocitos también en proteínas con papeles relacionados con el 
citoesqueleto. Previamente se han publicado variaciones relativas al 
citoesqueleto entre los tipos hemocitarios de bivalvos. Se han 
encontrado diferencias en la locomoción entre los tipos celulares de 
ostra, mientras los granulocitos tienen un movimiento ameboidal y 
direccional, los hialinocitos a menudo se adhieren a un sustrato y se 
propagan multidireccionalmente (Kuchel et al., 2010). Por otro lado, 
los granulocitos se consideran el tipo celular con mayor actividad 
fagocítica (Cajaraville & Pal, 1995; Fisher, 1988; López et al., 1997c; 
Chu, 2000; Kuchel et al., 2010; Hong et al., 2013); llegando a 
considerarlos como el único tipo hemocitario capaz de fagocitar 
(Wikfors & Alix, 2014). Los granulocitos son también el tipo celular 
predominante implicado en reacciones de encapsulación en ostras 
Saccostrea glomerata (Aladaileh et al., 2007b). Otros estudios han 
demostrado que ciertos tipos celulares preferentemente fagocitan 
diferentes células diana. Así, los granulocitos de C. gigas engullen 
más levaduras y bacterias que los hialinocitos, mientras que los 
hialinocitos fagocitan más perlas de látex (Terahara et al., 2006). Por 
tanto el índice fagocítico de hialinocitos parece estar relacionado con 
la naturaleza de la materia extraña, lo que sugiere diferencias 
funcionales entre tipos hemocitarios y una fagocitosis basada en 
receptores de iniciación (López et al., 1997a; Terahara et al., 2006). 
Además, las propiedades de adhesión son extremadamente 
importantes en el sistema inmune y los hialinocitos muestran notable 
adhesión y agregación (Travers et al., 2008). Por otro lado, diferentes 
vías de degradación podrían estar relacionadas con diferentes 
capacidades fagocíticas celulares dependiendo de la naturaleza de las 
partículas, con el objetivo de optimizar la eficiencia de degradación 
(Evariste et al., 2016). Las diferencias encontradas en la expresión 
proteica entre los tipos hemocitarios podrían estar relacionadas con las 
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variaciones funcionales del citoesqueleto entre granulocitos e 
hialinocitos. 

Cabe destacar el caso de la actina; en nuestros resultados esta 
proteína se ha identificado expresada en ambos tipos celulares en 
diversas marcas proteínas. La actina es la proteína más abundante en 
la mayoría de células eucarióticas, incluidos los hemocitos (G. Chen et 
al., 2011). Se trata de una proteína contráctil, globular bien 
conservada que está implicada en diversas funciones relacionados con 
el citoesqueleto, como morfología, división celular, movimiento de 
orgánulos y vesículas, señalización celular, locomoción, fagocitosis, 
endocitosis y exocitosis (Kabsch & Vandekerckhove, 1992; May & 
Machesky, 2001; Rubenstein, 1990), todas ellas de gran importancia 
en la respuesta inmune. Mientras en granulocitos una sola marca 
proteica exclusiva de este tipo se ha identificado como actina, varias 
marcas proteicas exclusivas de hialinocitos, con puntos isoeléctricos 
(pIs) y pesos moleculares (PMs) diferentes, se han identificado como 
actina. Por tanto, en los hialinocitos de Ostrea edulis existen varios 
tipos de actinas o actinas con diferentes modificaciones 
postranscripcionales. Dentro de los moluscos se han diferenciado 2 
tipos distintos de actina, una muscular y otra citoplasmática (Carlini et 
al., 2000); en los hemocitos de ostra se encuentra la actina 
citoplasmática (Z. Wang et al., 2008), pero las secuencias genómicas 
de actina pueden representar varias isoformas (Adema, 2002). La 
expresión de diversas actinas en varios invertebrados marinos, entre 
ellos en bivalvos, se había observado previamente (G. Chen et al., 
2011; J. Zhang et al., 2010). Modificaciones postranscripcionales de 
actina como fosforilación, glicosilación, acetilación, ubiquitilación y 
fragmentación entre otras, están estrechamente relacionadas con su 
función proteica (Abe et al., 2000; Papakonstanti & Stournaras, 2002; 
Vandermoere et al., 2007). Por tanto la existencia de varias isoformas 
de actina sugiere que estas proteínas tienen funciones complejas en los 
hemocitos de la ostra plana. El hecho de que en nuestros resultados la 
actina aparezca como una proteína expresada en puntos diversos del 
patrón proteico de los tipos celulares, sugiere que aunque la proteína 
esté presente en ambos tipos hemocitarios es posible que existan 
ciertas modificaciones postranscripcionales que conlleven funciones 



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

222 

celulares concretas y que varíen entre granulocitos e hialinocitos, 
como las mencionadas previamente en fagocitosis y locomoción 

4.4.5 Proteínas identificadas implicadas en digestión  

Dos proteínas identificadas correspondientes a sendas marcas 
proteicas exclusivas de granulocitso están implicadas en digestión. 

La α-manosidasa lisosomal es una glicosidasa presente en los 
lisosomas encargada de la digestión y la eliminación de partículas 
extrañas (Cheng, 1992; Gestal et al., 2008). Enzimas lisosomales 
tienen funciones relacionadas con degradación, metabolismo y 
respuesta inmune (Kumar & Bhamidimarri, 2015) y se consideran 
importantes elementos del sistema defensivo de moluscos para 
degradar patógenos fagocitados o para degradar patógenos 
extracelurlamente mediante la liberación de la enzima (Cajaraville et 
al., 1995; Cheng, 1983, 1981; Cheng & Rodrick, 1975). 

La proteína 2 relacionada con lipasa pancreática (PLRP2) es una 
enzima implicada en el metabolismo lipídico que participa en 
digestión; además puede estar implicada en citotoxicidad y contribuir 
en propiedades antimicrobianas (Lowe, 2000). Los genes de proteínas 
relacionadas con la lipasa pancreática se han observado expresados de 
manera diferencial en respuesta al estrés en C. gigas (Sussarellu et al., 
2010). En la misma especie se ha demostrado una mayor movilización 
de reservas de energía asociadas a la proteína relacionada con la lipasa 
pancreática (Clark et al., 2013). Además es el gen que codifica a 
PLRP2 es uno de los genes cuya expresión varía entre ostras C. gigas 
resistentes y susceptibles al fenómeno de la mortalidad estival (Fleury 
& Huvet, 2012). 

La detecctión de ambas proteínas relacionadas con digestión en 
los granulocitos pero no en hialinocitos concuerda con estudios 
previos que indican una mayor cantidad de enzimas lisosomales 
presentes en los granulocitos que en los hialinocitos (Cochennec-
Laureau et al., 2003a; López et al., 1997a; Pipe et al., 1997; Wang et 
al., 2017). Como se ha mencionado repetidamente, los granulocitos 
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muestran mayor capacidad fagocítica y las partículas fagocitadas son 
digeridas en su interior, por lo que necesitan una batería amplia de 
enzimas digestivas. Es comúnmente asumida la hipótesis de que los 
granulocitos son el principal tipo hemocitario implicado en la defensa 
inmune de bivalvos (Carballal et al., 1997c; Donaghy & Volety, 2011; 
Hégaret et al., 2003; Terahara et al., 2006). Teniendo en cuenta que 
PLRP2 participa en digestión, citotoxicidad y contribuye en 
propiedades antimicrobianas, es posible que PLRP2 contribuya a la 
mayor implicación de los granulocitos en la defensa del organismo. 

4.4.6. Proteínas identificadas implicadas en otras funciones 

Una marca proteica exclusiva de granulocitos se identificó como 
la proteína bifuncional BirA, una proteína que actúa como regulador 
transcripcional y como enzima (Brennan et al., 1989). El dominio N-
terminal de BirA es necesario tanto para la regulación de la 
transcripción de la síntesis de biotina, como para la actividad ligasa de 
la proteína biotina (Chakravartty & Cronan, 2013). La biotina 
(vitamina H o B7) es una coenzima esencial para todas las formas de 
vida y tiene actividad biológica sólo cuando se une covalentemente a 
ciertas enzimas metabólicas (Chapman-Smith & Cronan, 1999). La 
proteína bifuncional BirA, pertenece a la familia de los reguladores 
transcripcionales (Chakravartty & Cronan, 2013), y parece estar 
relacionada con la defensa del organismo, ya que el metabolismo de la 
biotina se ha identificado implicada en la inmunidad de moluscos 
(Lockyer et al., 2007). Además, enzimas relacionadas con la biotina se 
han identificado en almejas con una expresión que varía como 
consecuencia de infecciones bacterianas (Moreira et al., 2014). 

Otra de las marcas exclusivas de granulocitos correspondió a la 
proteína PSF2 del complejo GINS de replicación de ADN. El 
complejo GINS es esencial para los procesos de iniciación y 
elongación de la replicación del ADN, dicho complejo está formado 
por 4 subunidades, una de ellas es la proteína PSF2, todas necesarias 
para llevar a cabo su función (Cohen et al. 2009). Pese a que no hay 
mucha bibliografía de esta proteína en moluscos, se ha estudiado que 
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la expresión de diversas subunidades del complejo GINS, entre ellas 
PSF2, varía bajo condiciones de acidificación en invertebrados 
marinos (Todgham & Hofmann 2009; Wäge et al. 2016).  

La S13 proteína ribosomal 40S se identificó en una marca 
exclusiva de granulocitos. La iniciación de la síntesis de proteínas en 
eucariotas es un proceso complejo que requiere ARNm, subunidades 
ribosomales 40S y 60S, iniciador cargado ARNt, ATP, GTP, y varios 
factores de iniciación (Li et al. 1999). Subunidades de proteínas 
ribosomales 40S se han identificado con una expresión condicionada 
por infección bacteriana en almejas (Araya et al. 2010; Moreira et al. 
2014), y bajo condiciones de estrés en ostras (Tanguy et al. 2005; 
Thompson et al. 2012). La expresión de diversos genes de proteínas 
ribosomales varía en O. edulis infectada por bonamiosis y por 
neoplesia diseminada (Martín-Gómez et al. 2012; Martín-Gómez et al. 
2013). Se ha observado que la distribución de enzimas hidrolíticas 
entre granulocitos e hialinocitos en la almeja japonesa da lugar a 
diferentes respuestas fisiológicas e inmunológicas (Cima et al. 2000). 
Se demostró que sólo los granulocitos presentan ß -glucuronidasa, 
esterasa ácida y la arilsulfatasa en almejas R. philippinarum (Cima et 
al. 2000). En mejillones, se ha observado la presencia de fosfatasa 
ácida, glucuronidasa, N-acetil-ß -glucosaminidasa, arilsulfatasa, 
esterasa y peroxidasa sólo en granulocitos (Moore & Lowe 1977; 
Carballal et al. 1997). En almejas, se han observado esterasas no 
específicas, fosfatasas ácidas y alcalinas en los granulocitos de Mya 
arenaria (Huffman & Tripp 1982) y en Tridacna crocea, los 
hemocitos granulares eosinófilos son el único tipo de célula que 
presenta actividad fosfatasa ácida (Nakayama et al. 1997). Las 
diferentes enzimas expresadas conllevan funciones diferentes. La 
proteína S13 ribosomal 40S podría estar involucrada en las diferencias 
en la expresión proteica entre granulocitos e hialinocitos.  

En hialinocitos también se ha identificado la proteína similar a 
cemento (SGMP), se trata de una proteína rica en glicina que se ha 
documentado previamente en ostras (Marie et al. 2012; Endo et al. 
2013; Liu et al. 2015). Los hemocitos de moluscos están implicados 
en diversos procesos fisiológicos, entre otros en la producción de la 
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concha (Cheng 1996; Chu 2000). SGMP es uno de los genes 
implicados en la biomineralización de la concha en ostras P. fucata 
(Endo et al. 2013). La expresión de SGMP en hialinocitos sugiere que 
pueden existir diferencias en los procesos de formación de la concha 
entre los hemocitos de O. edulis donde SGMP podría estar implicada. 
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5 COMPARACIÓN DEL 
PROTEOMA DE 

GRANULOCITOS E 
HIALINOCITOS DE Ostrea edulis 

MEDIANTE EL 
PROCEDIMIENTO DE 

“SHOTGUN” 

5.1 INTRODUCCIÓN 

5.1.1 Técnicas 2-DE y "Shotgun": Estudios proteómicos 
complementarios   

Como se ha explicado detalladamente en la introducción general, 
"Shotgun" es una técnica proteómica conceptualmente distinta que 
implica utilizar mezclas complejas de proteínas o incluso todo un 
proteoma, y digerir todas las proteínas a péptidos. La mezcla 
resultante de péptidos se analiza a continuación, utilizando 
cromatografía líquida (LC) acoplada a espectrometría de masas (MS); 
en nuestro estudio la espectrometría de masas se realizó con una 
fuente de ionización MALDI (Desorción/ionización mediante  láser 
asistida por matriz). Los datos de los fragmentos peptídicos obtenidos 
mediante LC-MALDI-MS se comparan con bases de datos de 
secuencias para determinar las proteínas presentes en la muestra 
(Wilkins & Appel, 2007). LC-MALDI es una técnica muy flexible que 
se puede adaptar a una amplia gama de flujos de trabajo diferentes 
(Mueller et al., 2007) y  que permite obtener datos de alta calidad 
(Fernández-puente et al., 2014). La técnica proteómica  LC-MALDI 
se puede aplicar al estudio de  cualquier tipo de proteoma como una 
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alternativa y /o complemento al análisis de proteoma basado en 2-DE 
(Maccarrone et al., 2010). 

 La creciente popularidad del fraccionamiento basado en la 
cromatografía es consecuencia de su capacidad para superar algunas 
de las limitaciones de los métodos basados en la 2-DE, permitiendo de 
este modo el estudio de ciertas proteínas difíciles de abordar mediante 
2-DE (Peng & Gygi 2001; Washburn et al. 2001). Uno de los 
principales inconvenientes de la proteómica basada en 2-DE es la 
posibilidad de resolver sólo unos pocos miles de proteínas en el mejor 
de los casos y no más de unos pocos cientos en el formato de los 
mapas 2-DE (Mi et al., 2005). En particular, una 2-DE típica puede 
visualizar sólo el 30-50% de todo el proteoma, dependiendo del tipo 
de tejido (Baggerman et al., 2005), excluyendo proteínas de baja 
concentración o aquellas que no pueden ser separadas por 2-DE 
debido a sus propiedades fisicoquímicas (pI, hidrofobicidad, peso 
molecular) (Gygi et al., 2000). Una posible solución a este problema 
es la visualización de proteínas de baja abundancia mediante la 
adición de un paso de fraccionamiento adicional en la preparación de 
la muestra. Amelina et al. (2007) mostraron cómo la combinación de 
fraccionamiento subcelular simple con cromatografía líquida, junto 
con 2-DE en el bivalvo M. edulis, podría ser escalable a la 
automatización y, potencialmente, ser una técnica asequible para 
grandes campañas de monitoreo.  

 Los estudios 2-DE suelen llevar mucho tiempo, ser muy costosos 
e insensibles a proteínas de baja abundancia, además son incapaces de 
separar adecuadamente todo el proteoma de los bivalvos 
(restringiendose a un rango de pH específico dependiendo de las tiras 
IPG que se utilicen) (Rabilloud, 2002). En los últimos años, los 
esfuerzos se han centrado en enfoques alternativos a la proteómica 
2-DE, como la proteómica libre de gel donde se pueden analizar las 
proteínas y péptidos hidrófobos. En lugar de usar 2-DE, estos 
enfoques utilizan LC-MALDI/MS o LC-MS/MS multidimensional 
para separar e identificar péptidos obtenidos a partir de la digestión 
enzimática de un extracto de proteína entero. Estos acercamientos 
proteómicos "shotgun" tienen la limitación de identificar una proteína 
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basada en la secuencia de un solo (o algunos) péptidos resultantes de 
la digestión de dicha proteína por tripsina (Baggerman et al., 2005). 
Por lo tanto, el uso exclusivo de la proteómica "shotgun" en bivalvos, 
aunque requiere un tiempo mucho más corto para los análisis no 
siempre puede discriminar entre isoformas o PMT importantes 
(Campos et al., 2012). En estas circunstancias, la 2-DE puede aportar 
algunas ventajas mediante la entrega de un mapa de proteínas intactas 
donde las isoformas o PTMs pueden visualizarse fácilmente por 
desviaciones en el punto isoeléctrico (pI) (por ejemplo fosforilación) o 
masa relativa (por ejemplo, glicosilación) (Görg et al., 2004). Por 
tanto, el uso de 2-DE y "shotgun" pueden ser enfoques 
complementarios en estudios proteómicos, entre otros en la 
proteómica de bivalvos (Amelina et al., 2007; Campos et al., 2012; 
Kim et al., 2006; Kubota et al., 2003; Schmidt et al., 2006, 2004). 

5.1.2 Uso de proteómica "shotgun" en moluscos 

 La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas o 
proteómica "shotgun" es un poderoso enfoque no sesgado en la 
investigación de las respuestas biológicas, que ofrece una visión de los 
mecanismos subyacentes que podrían conducir a efectos fenotípicos 
(Timmins-Schiffman et al., 2014). El uso de la proteómica "shotgun" 
permite identificar un mayor número de proteínas rápidamente a partir 
de una sola muestra que con el uso de electroforesis 2D, 
proporcionando una imagen metabólica más completa de la función 
celular y la fisiología (Schiffman et al., 2013).  

 En invertebrados marinos este método se ha utilizado para 
estudiar la expresión proteica de langostinos infectados por el virus 
(WSSV) (Wu et al., 2007) y para explorar la respuesta proteómica de 
los coelomocitos frente al desafío inmune en dos especies de erizos 
(Dheilly et al., 2013, 2012). En bivalvos la técnica de "shotgun" se ha 
utilizado para recopilar información de las funciones de la hemolinfa y 
los elementos implicados en la inmunidad innata de M. edulis 
(Campos et al., 2015). En la misma especie se ha investigado la 
respuesta del mejillón tras un largo periodo de exposición a baja 
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salinidad y contaminantes (Campos et al., 2016). Recientemente, se ha 
realizado un estudio del método utilizado para evaluar los niveles de 
vitelogenina presentes en  M. galloprovincialis (Sánchez-Marín et al., 
2017). Además se ha utilizado la técnica "shotgun" para estudiar el 
proteoma de la concha de varios bivalvos (Arivalagan et al., 2017). En 
ostras se han realizado estudios "shotgun" para descubrir las 
respuestas proteómicas de hemocitos de Saccostrea glomerata a la 
contaminación por metales (Muralidharan et al., 2012), para 
secuenciar el proteoma branquial de C. gigas (Schiffman et al., 2013) 
y para revelar la respuesta fisiológica de C. gigas a la acidificación del 
océano (Timmins-Schiffman et al., 2014). Además se ha utilizado 
para profundizar en el estudio del protozoo parásito de varios 
bivalvos, entre otros las ostras, P. marinus (Leibowitz et al., 2017). 
Por tanto se ha demostrado la utilidad del uso de la cromatografía 
líquida acoplada a espectrometría de masas en el estudio del sistema 
inmune y en organismos inferiores como las ostras. 

5.1.3. Objetivos 

 Teniendo en cuenta la utilidad del procedimiento “shotgun” y los 
precedentes de su uso con moluscos, decidimos aplicar este 
procedimiento para profundizar en las diferencias funcionales entre 
los dos tipos fundamentales de hemocitos de O. edulis, granulocitos e 
hialinocitos, comparando los proteomas respectivos resultantes. Éste 
constituye el primer estudio del sistema inmunitario de esta especie  
realizado mediante "shotgun" y se plantea como un complemento al 
estudio proteómico con separación de proteínas de cada tipo 
hemocitario con electroforesis bidemensional, recogido en el apartado 
previo. 

5.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

 En la comparación del proteoma de los tipos hemocitarios 
mediante LC-MALDI/MS, también se usaron ostras procedentes de 
Dinamarca para descartar la existencia de proteínas de Bonamia en las 
muestras de hemocitos. La observación de la morfología de los 
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hemocitos y la extracción proteica se realizaron exactamente como se 
describe en los apartados 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4 y 4.2.5.  

5.2.1 Preparación de muestras y digestión con tripsina 

 Para el análisis de LC-MALDI-MS se cuantificó la proteína (RC 
DC Protein Assay, BioRad Lab, CA) y se cargaron 200 µ g en un gel 
SDS-PAGE al 10%. El gel se dejó correr hasta que el frente entró 3 
mm en el gel de resolución (Bonzon-Kulichenko et al., 2011; Perez-
Hernandez et al., 2013). La banda proteica se visualizó con la tinción 
fluorescente Sypro-Ruby (Lonza, Suiza) y se sometió a digestión 
tríptica manual en gel siguiendo un procedimiento estándar con ligeras 
modificaciones (Shevchenko et al., 1996). La banda se lavó en agua 
ultrapura con MeOH al 50% (grado HPLC, Scharlau, Barcelona, 
España) y se deshidrató en acetonitrilo (ACN) (grado HPLC, 
Scharlau, Barcelona, España), seguido de reducción en gel con 
ditiotreitol 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en bicarbonato de 
amonio 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (30 minutos a 56 °C) 
y se sometió a alquilación con 55 mM de yodoacetamida (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) en bicarbonato de amonio 50 mM (20 min a 
temperatura ambiente en la oscuridad). Los trozos de gel se lavaron 
posteriormente con bicarbonato de amonio 50 mM en MeOH al 50% 
(grado HPLC, Scharlau, Barcelona, España) y se deshidrataron con 
ACN puro (grado HPLC, Scharlau, Barcelona, España). La digestión 
tríptica se llevó a cabo mediante la adición de 6 ml de 20 ng/ml de 
tripsina modificada (Promega, CA, USA) en bicarbonato de amonio 
20 mM, y los trozos de gel se dejaron 20 min sobre hielo para su 
rehidratación; esta digestión se llevó a cabo durante toda la noche a 37 
°C. Los péptidos se extrajeron tres veces mediante 20 minutos de 
incubación en 40 µ l de acetonitrilo al 60% en HCOOH al 0,5%. Los 
extractos de péptidos resultantes se combinaron, se concentraron 
utilizando un SpeedVac y se almacenaron a -20ºC. 

 La separación de las mezclas de péptidos resultantes de la 
digestión por tripsina se realizó mediante LC-MS/MS de fase inversa 
en nanoescala. El nanoLC Ultra 1D plus, (EKsigent, ABSciex Boston, 
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EEUU) se acopló a un observador MALDI (Eksigent, ABSciex). Las 
mezclas de péptidos se volvieron a disolver en ácido fórmico al 0,1%, 
ACN al 2% y se inyectaron en la columna de captura (columna 
ChromXP nanoLC Trap 350 µ m id x 0,5 mm, ChromXP C18 3 µ m 
120 Å, ABSciex) a un flujo de 10 µ l/min (0,1% de ácido fórmico al 
2% de ACN). Después de 15 minutos, los péptidos retenidos se 
separaron en una nanocolumna (columna ChromXP nanoLC 75 µ m id 
x 15 cm, ChromXP C18 3um 120 Å, ABSciex) a un flujo de 300 
µ l/min en una elución de gradiente lineal desde 95% de A (0,1% 
Ácido fórmico, 2% de ACN) hasta 60% de B (ACN al 90%, FA al 
0,1%) durante 80 minutos, seguido de un aumento hasta un 95% de B 
en 5 min. Los péptidos de elución se mezclaron con una solución 
matriz, que constaba de 3 mg de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (α-
CHCA) disuelto en 1 ml de ACN al 50% en ácido trifluoroacético al 
0,1% y 10 fmol/µ l de angiotensina (como estándar interno, Sigma) y 
fueron depositados sobre un inserto Opti-TOF LC/MALDI (ABSciex) 
con una velocidad de una marca proteica cada 12 segundos. 

5.2.2 Análisis de espectrometría de massas e identificación 
proteica  

 El análisis de espectrometría de masas, utilizando muestras 
triplicadas, se realizó utilizando un analizador 4800 MALDI-
TOF/TOF (ABSciex). Los espectros MS se adquirieron en modo 
reflector de iones positivos con un láser Nd: YAG, de 355 nm de 
longitud de onda, con un promedio de 1000 disparos láser y usando al 
menos tres picos de autolisis de tripsina como calibración interna. 
Todos los espectros de MS/MS se realizaron seleccionando los 
precursores con una resolución relativa de 300 (FWHM) y supresión 
metastable. La identificación de péptidos y proteínas se realizó 
utilizando el programa Protein Pilot versión 4.0.80.85 (ABSciex) con 
Algoritmo Paragon. Los datos de MS/MS se registraron en la base de 
datos UniProt/Swiss-Prot de secuencias de proteínas (julio de 2014, 
Swiss-Prot, Ginebra, Suiza). Las búsquedas se limitaron a la 
taxonomía de Mollusca permitiendo carbamidometil cisteína como 
modificación fija y metionina oxidada como modificación variable. 



Comparación del proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis 
mediante el procedimiento de “shotgun” 

233 

Tanto la tolerancia de la masa del precursor como la tolerancia 
MS/MS se fijaron en 30 ppm y 0.35 Da, respectivamente, permitiendo 
1 sitio de escisión tríptica perdido. Sólo las proteínas con un umbral 
mayor al 95% de confianza (> 1.3 puntuación no utilizada) se 
consideraron como candidatos positivos. 

 Debido a la pobre cobertura de proteínas y secuencias de ADN de 
la base de datos de Ostrea edulis, la mayoría de las proteínas fueron 
identificadas mediante secuenciación de novo y búsqueda de similitud 
BLAST siguiendo un procedimiento esbozado por Liska & 
Shevchenko 2003. Todos los espectros MS/MS para una muestra 
fueron secuenciados de novo utilizando el programa Pro BLAST 1.4 
(Applied Biosystems) (Altschul et al., 1997), y cada una de las 
secuencias candidatas para cada MS/MS se incluyó en una sola cadena 
de búsqueda de formato de texto. La cadena de búsqueda se sometió 
luego a la búsqueda de similitud de secuencias de MS BLAST usando 
una versión de servidor Paracel BLAST (Paracel, Pasadena, CA, 
EE.UU.), bajo los siguientes parámetros: i) modificaciones fijas: Cys 
como derivado S carbamidometilo; ii) tolerancia de masa: 0.3 Da; iii) 
umbral de valor E: 20; iv) matriz de puntuación: PAM30MS; v) 
algoritmo enzima: Tripsina. Se identificó la significación de 
identificación de proteínas mediante el algoritmo de puntuación MS 
BLAST. Adicionalmente, los patrones de fragmentación calculados a 
partir de las secuencias peptídicas asignadas se compararon con datos 
crudos de MS/MS usando enlaces proporcionados por el programa Pro 
BLAST. Sólo las proteínas que coincidieron con un mínimo de tres 
secuencias de péptidos con al menos 20 residuos de aminoácidos 
idénticos se incluyeron en la lista resultante, proporcionando criterios 
más estrictos para la identificación (Jorge et al., 2005). 

5.2.3 Búsqueda de proteínas homólogas y análisis GO 

 Para analizar todas las proteínas identificadas se utilizó el 
programa informático Blast2GO versión 4.1.7 para analizar todas las 
proteínas identificadas. Las secuencias de proteínas con función 
desconocida se anotaron con una búsqueda blast en la base de datos 
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NCBI (Centro Nacional de Información Biotecnológica) utilizando el 
algoritmo blastp en el programa Blast2GO versión 4.1.7 y empleando 
un valor umbral e-value de 1×10-10. Se usaron términos de ontología 
génica (GO) para agrupar las proteínas en las siguientes categorías: 
proceso biológico, componente celular y función molecular. 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Identificación proteica mediante Cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas (LC-MALDI/MS) 

 Tras la identificación proteica mediante cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas (LC-MALDI/MS) se han podido 
identificar 212 proteínas en granulocitos y 218 en hialinocitos (Tabla 
1), a continuación se realizó una comparativa para seleccionar 
aquellas proteínas exclusivas de cada tipo hemocitario, con las que se 
realizó un análisis mediante el programa informático versión 4.1.7, 
descartando las proteínas hipotéticas. 

 

Tabla 1. Proteínas identificadas en los tipos hemocitarios de Ostrea edulis 
mediante LC-MALDI/MS. 

 
Granulocitos Hialinocitos 

Proteínas totales 212 218 

Proteínas exclusivas 114 112 

Proteínas exclusivas con funciones 
inmunológicas 

24 17 

  

5.3.2 Resultados del análisis GO  

 Con el objetivo de relacionar funciones respectivas a las proteínas 
desconocidas, se asignaron las anotaciones GO (ontología génica) a 
través de la búsqueda de secuencias homólogas en la base de datos 
pública (nrNCBI) utilizando la herramienta Blast2GO. Tras un 
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análisis de las 114 proteínas identificadas como exclusivas de 
granulocitos se anotaron mediando el programa Blast2GO el 88,60%; 
en un 2,60% de los casos no se encontraron resultados y en el 8,80% 
se obtuvo resultado en el Blast pero no se logró una anotación de las 
proteínas (Figura 1A). 

 El 78% de las proteínas identificadas (un total de 89) se 
encontraron entre las secuencias de Crassostrea gigas, las 22 
proteínas restantes se encontraron en otras 18 especies de moluscos 
(Figura 1B). Este dato no es de extrañar ya que todas nuestras 
proteínas pertenecían a O. edulis y el único genoma de ostra 
completamente secuenciado es el de C. gigas (G. Zhang et al., 2012). 
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Figura 1. Información estadística sobre la búsqueda Blast y la anotación GO de 
las proteínas de Granulocitos utilizando la herramienta Blast2GO. Distribución de 

datos (A) y distribución de especies de mayor impacto (B). 



Comparación del proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis 
mediante el procedimiento de “shotgun” 

237 

 En hialinocitos se identificaron como exclusivas 112 proteínas; 
de las cuales el 87,50% se anotaron mediante Blast2GO, en un 2,70% 
no hubo análisis y en el 9,80% se obtuvo resultado en el Blast pero no 
se logró una anotación de las proteínas (Figura 2A). 

  De la misma manera que ocurrió en granulocitos, la gran mayoría 
de las proteínas identificadas, un 88%, pertenecían a C. gigas (Figura 
2B). 

 Las anotaciones GO de las proteínas exclusivas de cada tipo 

Figura 2. Información estadística sobre la búsqueda Blast y la anotación GO de 
las proteínas de Hialinocitos utilizando la herramienta Blast2GO. Distribución de 

datos (A) y distribución de especies de mayor impacto (B).  
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celular se analizaron indicando los procesos biológicos, el 
componente celular y los procesos moleculares a los que 
correspondían las secuencias de dichas proteínas. Estos datos se 
muestran en las figuras 3, 4 y 5. 
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Figura 3. Porcentaje de secuencias proteicas de cada tipo celular que corresponden 
a cada uno de los procesos biológicos que se indican. 
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Figura 4. Porcentaje de secuencias proteicas de cada tipo celular que 
corresponden a los diferentes componentes celulares. 
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 5.3.3 Identificación de proteínas exclusivas de 
granulocitos e hialinocitos implicadas en la respuesta inmune 

 Se constató la anotación de 24 proteínas con funciones 
inmunológicas en granulocitos y 17 en hialinocitos. Dentro de las 
proteínas exclusivas de granulocitos implicadas en el sistema inmune 
(Tabla 2) un porcentaje elevado (66,7%) se relacionaban con la 
señalización celular; además, se han identificaron proteínas implicadas 
con procesos de oxidación-reducción, citoesqueleto y apoptosis. Entre 
las proteínas con funciones inmunológicas identificadas en 
hialinocitos (Tabla 3), un 35,3% correspondían a proteínas implicadas 
en señalización celular y un 23,5% relacionadas con reconocimiento; 
además se identificaron proteínas que participan en detoxificación, 
apoptosis y citoesqueleto. 
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5.4 DISCUSIÓN 

 Mediante la técnica LC-MALDI/MS el número de proteínas 
identificadas como exclusivas es prácticamente igual entre 
granulocitos (114) e hialinocitos (112), mientras que aquellas 
proteínas exclusivas implicadas en el sistema inmune son más 
numerosas en granulocitos (24) que en hialinocitos (17). Es 
comúnmente asumida la hipótesis de que los granulocitos son el 
principal tipo hemocitario implicado en la defensa inmune de bivalvos 
(Carballal et al., 1997c; Donaghy & Volety, 2011; Hégaret et al., 
2003; Terahara et al., 2006; Wang et al., 2017); nuestros resultados 
son coherentes con tal hipótesis. 

  El número de invertebrados marinos, incluidos moluscos, de los 
que se dispone de la secuencia de su genoma es muy reducido, por lo 
que los estudios proteómicos de los invertebrados marinos ha de 
basarse en la información de secuencias de proteínas de especies 
estrechamente relacionadas (Carpentier et al., 2008; Grossmann et al., 
2007). Este es el caso de O. edulis, con un número reducido de 
secuencias de genes/proteínas en las bases de datos, mientras que el 
genoma de la ostra del pacifico C. gigas está completamente 
secuenciado (G. Zhang et al., 2012). Por tanto la gran mayoría de las 
proteínas identificadas en nuestro estudio, tanto en granulocitos como 
en hialinocitos, se ha logrado gracias a la similitud con secuencias 
pertenecientes a C. gigas.  

 Considerando las funciones y procesos biológicos y moleculares 
de todas las proteínas exclusivas identificadas y, en particular, las de 
aquellas asociadas al sistema inmune, llama la atención que dentro de 
granulocitos había mayor número de proteínas implicadas en 
señalización celular, apoptosis y, en menor medida, procesos redox y 
citoesqueleto, mientras que en hialinocitos se detectó un número 
mayor de proteínas relacionadas con reconocimiento o unión, lo que 
sustenta la visión previa de que los dos tipos hemocitarios de O. edulis 
desempeñan funciones inmunológicas diferentes. En la tabla 4 se 
muestran las proteínas exclusivas identificadas en cada tipo 
hemocitarios agrupadas por las funciones que desempeñan. 
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Tabla 4. Lista de proteínas exclusivas identificadas en cada tipo hemocitario, 
agrupadas por función biológica. 

Función 
biológica 

Proteína identificada 
Tipo 

hemocitario 

Transducción de 
señales 

- Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato fosfodiesterasa 
gamma 1 (PLCɣ1) 

Granulocito 

- Isoforma X1 de la proteína 7 que contiene 
repeticiones de la proteína inhibidora de apoptosis 

baculoviral 
- Molécula 1 de adhesión celular relacionada con el 

antígeno carcinoembrionario (CEACAM1) 
- Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 

1-A (FGFR1A) 
- Proteínas G de unión a nucleótidos de guanina 

subunidad α 
- Factor inducible de hipoxia-1 α (HIF-1α) 

- Quinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) 
- Isoforma X3 de la proteína 1 de unión a quinasa 

activada por mitógenos 
- Proteína 1 de translocación de linfoma del tejido 
linfoide asociado a mucosas, isoforma X1 (MALT1) 
- Isoforma X2 del factor nuclear NF-κß subunidad 

p105 
- Proteína de reconocimiento de peptidoglicano SC2 

- Isoforma X1de la proteína 1 que contienen 
dominios homólogos a pleckstrina y asociados a Ras 

- Proteína 44 activadora de Rho GTPasa, parcial 
-Serina proteasa mitocondrial (HtrA2) 

- Proteína 2 que contiene motivos tripartitos 
(TRIM2) 

- Proteína que contiene repeticiones de anquirina y 
armadillo 

Hialinocito 

- Proteína p60 que contiene repeticiones de 
anquirina 

- Proteína p55 que contiene repeticiones de 
anquirina 

- Isoforma X7 de filamina A 
- Integrina ß D 

- Proteína 4 relacionada con el receptor de 
lipoproteínas de baja densidad (LDR4) 

- Subunidad 4 reguladora de fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) 

- Isoforma X1 del receptor 1 transmembrana 
Tirosina-quinasa ROR1 
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Función 
biológica 

Proteína identificada 
Tipo 

hemocitario 

Apoptosis 

- Isoforma X1 de la proteína 7 que contiene 
repeticiones de la proteína inhibidora de apoptosis 

baculoviral 

Granulocito 

- Cistatina A2 

- Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 
1-A (FGFR1A) 

- Isoforma X4 de la proteína 1 que interactúa con 
huntingtina (HIP1) 

- Quinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) 

- Isoforma X3 de la proteína 1 de unión a quinasa 
activada por mitógenos 

- Proteína 1 de translocación del linfoma del tejido 
linfoide asociado a mucosas, isoforma X1 (MALT1) 

- Isoforma X2 del factor nuclear NF-κß subunidad 
p105 

- Poli [ADP-ribosa] polimerasa 3 (PARP3) 

- Isoforma X1de la proteína 1 que contienen 
dominios homólogos a pleckstrina y asociados a Ras 

- Proteína 44 activadora de Rho GTPasa, parcial 

- Serina proteasa mitocondrial (HtrA2) 

- Proteína 2 que contiene motivos tripartitos 
(TRIM2) 

- Isoforma X2 de Caspasa 2 

Hialinocito 

- Potenciador de unión a cajas CCAAT (C/EBP) 
- Isoforma X1 de galectina 4 

- Integrina ß D 
- Metalotioneína IV (MT-IV) 

- Subunidad 4 reguladora de fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) 

Reconocimiento 

- Molécula 1 de adhesión celular relacionada con el 
antígeno carcinoembrionario (CEACAM1) Granulocito 

- Proteína de reconocimiento de peptidoglicano SC2 

- Isoforma X1 de galectina 4 

Hialinocito 

- Histona H2A 
- Integrina ß D 

- Proteína 4 relacionada con el receptor de 
lipoproteínas de baja densidad (LDR4) 

- Dominio 10 similar al Factor de crecimiento 
epidérmico múltiple (MEGF10) 

- Miticina C 
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Función 
biológica 

Proteína identificada 
Tipo 

hemocitario 

Procesos redox 

- Subunidad I de la citocromo c oxidasa 
(mitocondrial) 

Granulocito 
- Quelato férrico reductasa 1 

- Isoforma X1 de Quelato férrico reductasa 1 
- Proteínas G de unión a nucleótidos de guanina 

subunidad α 
- Factor inducible de hipoxia-1 α (HIF-1α) 

- Proteína 2 similar a monooxigenasa que contiene 
flavina FMO GS-OX 

Hialinocito - Metalotioneína IV (MT-IV) 
- Subunidad 4 reguladora de fosfatidilinositol 

3-quinasa (PI3K) 

Citoesqueleto 

- Subunidad 1A de la proteína 2/3 relacionada con 
actina 

Granulocito - Isoforma X4 de la proteína 1 que interactúa con 
huntingtina (HIP1) 

- Proteína 44 activadora de Rho GTPasa, parcial 

- Isoforma X7 de filamina A 
Hialinocito 

- Isoforma X1 de espectrina cadena α 

Otras 

- Cistatina A2 

Granulocito - Quelato férrico reductasa 1 

- Serina proteasa mitocondrial (HtrA2) 

-  Potenciador de unión a cajas CCAAT (C/EBP) 
Hialinocito  - Isoforma X1 de galectina 4 

 - Miticina C 

 

5.4.1 Proteínas identificadas implicadas en transducción de 
señales  

 Una compleja red de señalización celular ocurre en la respuesta 
inmune de diversos invertebrados, entre ellos las ostras. En 
granulocitos se han identificado 24 proteínas exclusivas de este tipo 
celular que participan en funciones inmunes de las cuales 15 están 
implicadas en transducción de señales. En el caso de hialinocitos, de 
las 17 proteínas identificadas de manera exclusiva y relacionadas con 
el sistema inmune, 8 están implicadas en transducción de señales. 
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 En granulocitos se ha identificado la proteína 1-fosfatidilinositol 
4,5-bisfosfato fosfodiesterasa gamma 1 o fosfoinosítido fosfolipasa C 
gamma 1 (PLCɣ1), responsable de la producción de los segundos 
mensajeros Diacilglicerol (DAG) e Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3), 
componentes esenciales en mecanismos de transducción de señales 
(Bloomquist et al., 1988). PLCɣ está implicada en proliferación y 
migración celular y en procesos de cicatrización de heridas (Wells, 
1999). Existen evidencias sustanciales que apoyan la participación de 
las fosfolipasas en la señalización fagocítica (Lennartz, 1999; May & 
Machesky, 2001). Concretamente, se ha observado que la inhibición 
de PLCɣ bloquea la fagocitosis (Seastone et al., 1999). 

 También se identificó la isoforma X1 de la proteína 7 que 
contiene repeticiones de la proteína baculoviral inhibidora de 
apoptosis (Baculoviral IAP) en granulocitos. Las proteínas con 
repeticiones de Baculoviral IAP (BIR), son proteínas multifuncionales 
que regulan la expresión de caspasas, la apoptosis, la señalización 
inflamatoria y las respuestas inmunes (Rosani et al., 2015). Se ha 
observado que la expresión de Baculoviral IAP de C. virginica 
disminuye en respuesta al parásito P. marinus (Wang et al., 2010). En 
C. gigas, la expresión del gen Baculoviral IAP aumenta su expresión 
tras la infección por OsHV-1 (Rosani et al., 2015; Segarra et al., 
2014) y tras una infección bacteriana (de Lorgeril et al., 2011). El gen 
Baculoviral IAP de O. edulis se ha observado sobrexpresado en 
respuesta a B. ostreae en ostras resistentes al parásito (Morga et al., 
2012). En este sentido es reseñable la importancia de los procesos de 
apoptosis en dicha relación parásito-hospedador (Gervais et al., 2016). 

 Dentro de granulocitos se identificó la molécula 1 de adhesión 
celular relacionada con el antígeno carcinoembrionario (CEACAM1). 
CEACAMs son receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) 
(Chen et al., 2015) que participan en la transducción de señales en la 
célula (Hammarström, 1999). Se ha documentado que en humanos, 
existen CEACAMs que se expresan en granulocitos y son capaces de 
unirse a patógenos proporcionando una respuesta inmune innata para 
controlar la infección (Schmitter et al., 2004).  



Comparación del proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis 
mediante el procedimiento de “shotgun” 

249 

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos fue el receptor del 
factor de crecimiento de fibroblastos 1-A (FGFR1A). La señalización 
por factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) está implicada en 
muchos procesos biológicos, incluyendo desarrollo embrionario, 
organogénesis, regeneración y cicatrización de heridas (Goetz & 
Mohammadi, 2013). Además FGFR está implicado en vías de 
señalización Ras-MAPK (proteínas quinasas activadas por 
mitógenos), una de las cascadas más importantes en el control de 
variedad de procesos fisiológicos incluyendo la inmunidad innata 
(Gerdol & Venier, 2015; Technau et al., 2005). Se ha documentado la 
presencia de FGFRs en ostras (X. D. Huang et al., 2013).  

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos se identificó 
como la proteína G de unión a nucleótidos de guanina subunidad α. 
Las proteínas G de unión a nucleótidos de guanina son glicoproteínas 
ancladas en la membrana celular citoplasmática y se conocen como 
proteínas de unión a GTP, GTPasas. Son mediadores de muchos 
procesos celulares, incluyendo transducción de señales, transporte de 
proteínas, regulación del crecimiento y alargamiento de la cadena 
polipeptídica (D. Wang et al., 2011). Se trata de uno de los grupos de 
proteínas de señalización más importantes que regulan la función 
inmune, regulando las concentraciones intracelulares de iones, 
azúcares y AMPc (De Vries et al., 2000). La expresión de proteínas G 
de unión a nucleótidos de guanina aumenta significativamente en 
vieiras Chlamys farreri expuestas a diferentes inductores del sistema 
inmune, como lipopolisacáridos (LPS) (Z. Sun et al., 2014a). En 
ostras C. gigas y C. virginica se ha documentado una sobreexpresión 
de dicha proteína en respuesta al parásito P. marinus (Tanguy et al., 
2004) y en O. edulis se han observado GTPasas tras una infección 
experimental con el parásito B. ostreae (Harrang et al., 2015).  

 En granulocitos también se identificó el factor inducible de 
hipoxia-1 alfa (HIF-1α). Dicha proteína controla la expresión de genes 
claves que apoyan el metabolismo y la supervivencia en la hipoxia y 
la anoxia, incluyendo aquellos involucrados en la glucólisis, absorción 
y transporte de glucosa, metabolismo mitocondrial, homeostasis 
ácido-base y señalización celular (Semenza, 2007). Además, HIF-1 
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parece jugar un papel crítico en el mantenimiento de la estructura e 
integridad del ADN o del ARN (D.-Z. Wang et al., 2011). 

 Dos proteínas exclusivas de granulocitos se identificaron como 
quinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) e isoforma X3 de la 
proteína 1 de unión a quinasa activada por mitógenos. Las MAPKs 
forman parte de una de las vías de señalización más importantes en el 
control de variedad de procesos fisiológicos incluyendo proliferación 
celular, crecimiento, diferenciación, muerte celular, inmunidad innata, 
respuestas al estrés ambiental y desarrollo; dicha cascada podría actuar 
en las vías de señalización intracelulares mediadas por receptores tipo 
Toll (TLR) y proteínas de reconocimiento de peptidoglicano (PGRP) 
de bivalvos (Gerdol & Venier, 2015). Hay diversos estudios que 
demuestran la existencia de la cascada MAPK en ostras y su 
implicación en procesos patológicos; la infección bacteriana de C. 
gigas produce la activación de proteínas MAPKs (de Lorgeril et al., 
2011; T. Zhang et al., 2014). En la misma especie, genes asociados 
con la vía MAPK se expresan en respuesta al virus OsHV-1 (Jouaux et 
al., 2013; Renault et al., 2011). De la misma manera ocurre en 
patologías provocadas por parásitos; en O. edulis, genes MAPKs se 
sobreexpresan significativamente como consecuencia de la infección 
por B. ostreae (Martín-Gómez et al., 2012) y el parásito P. marinus 
induce la activación de la vía de señalización MAPK en ostras C. 
gigas y C. virginica (Tanguy et al., 2004). 

 Además, en granulocitos se identificaron la isoforma X2 del 
factor nuclear NF-kappa-ß subunidad p105 y la isoforma 1 de la 
proteína 1 de translocación del linfoma del tejido linfoide asociado a 
mucosas (MALT1). El factor nuclear kappa-ß (NF-κß ) tiene un papel 
central en la coordinación de la expresión de una amplia variedad de 
genes que controlan respuestas inmunes (Li & Verma, 2002). Los 
miembros de la familia NF-κß controlan la transcripción de citoquinas 
y efectores antimicrobianos, así como los genes que regulan la 
diferenciación celular, la supervivencia y proliferación, regulando así 
varios aspectos de las respuestas inmunes innatas (Hayden et al., 
2006). MALT1 es uno de los componentes esenciales, necesarios para 
el correcto funcionamiento de la vía de señalización NF-κß (Hayden et 
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al., 2006). Diferentes factores imprescindibles en la cascada NF-κß  
están implicados en relaciones de susceptibilidad o de resistencia 
frente a patógenos en ostras; así se han identificado miembros de la 
familia NF-κß relacionados con la resistencia de C. gigas frente a la 
mortalidad estival (Fleury & Huvet, 2012); con la infección vírica por 
OsHV-1 en C. gigas (Normand et al., 2014; Rosani et al., 2015; 
Segarra et al., 2014); con la progresión de la neoplasia diseminada en 
O. edulis (Martín-Gómez et al., 2013) y con la respuesta inmune a la 
infección bacteriana en ostras Pinctada fucata y Saccostrea glomerata 
(Green & Barnes, 2009; Zhang et al., 2009b). 

 Dentro de granulocitos se ha identificado como exclusiva la 
proteína de reconocimiento de peptidoglicano SC2. Las proteínas de 
reconocimiento de peptidoglicano (PGRPs) desempeñan un papel 
central en la activación de diversas reacciones inmunes, tales como la 
activación de vías de transducción de señales tipo Toll o 
Inmunodeficiencia (IMD) con el fin de producir sustancias 
antibacterianas capaces de hidrolizar peptidoglicano, protegiendo así 
al huésped contra la infección (Royet & Dziarski, 2007). Los PGRPs 
son componente indispensable en la inmunidad de bivalvos (Song et 
al., 2010); siendo esenciales en la activación de procesos de vital 
importancia como la fagocitosis (Royet & Dziarski, 2007). 

 Otra proteína específica de granulocitos correspondió a la 
isoforma X1 de la proteína 1 que contienen dominios homólogos a 
pleckstrina y asociados a Ras.  La cascada de señalización Ras-ERK, 
juega un papel importante en la proliferación, diferenciación, 
apoptosis y transformación oncogénica (Chang & Karin, 2001; Lewis 
et al., 1998; Matsunaga-Udagawa et al., 2010; Sturgill & Wu, 1991). 
El dominio PH (homólogo de Pleckstrina), estimula la vía de 
señalización MAPK (Therrien et al., 1999). 

 Otra proteína exclusiva de granulocitos correspondió a la proteína 
44 activadora de Rho GTPasa, parcial. La proteína activadora de Rho 
GTPasa 44, tiene una conexión importante con la respuesta inmune ya 
que está implicada en la regulación de la familia Rho GTPasas; éstas 
son proteínas de señalización intracelular que regulan múltiples vías 
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implicadas en la defensa del organismo (Hall, 1994; Lacal, 1997; 
Mulloy et al., 2010). La familia de Rho GTPasas participan en 
muchos procesos esenciales en la coordinación de la compleja 
maquinaria subyacente a la inmunidad innata (Bokoch, 2005). Las 
Rho GTPasas y sus proteínas de activación tienen una implicación 
clara en el sistema inmune de ostras; por ejemplo, se han observado 
Rho GTPasas que participan en la respuesta antibacteriana de C. gigas 
(de Lorgeril et al., 2011; McDowell et al., 2014; T. Zhang et al., 
2014); en ostras C. virgina infectadas por P. marinus, la expresión de 
proteínas de activación de Rho GTPasa aumenta (Tanguy et al., 2004; 
Wang et al., 2010); en el caso de O. edulis afectadas por neoplasia 
diseminada existe una disminución en la expresión de Rho GTPasa 
(Martín-Gómez et al., 2013).  

 La serina proteasa mitocondrial (HtrA2) fue otra de las proteínas 
exclusivas de granulocitos. Las proteasas sirven como moduladores 
inmunes claves, comúnmente asociadas con lisosomas y gránulos de 
células inflamatorias; las serina proteasas participan en la regulación 
inmune directamente por degradación de patógenos o indirectamente a 
través de la activación de receptores de superficie celular y moléculas 
señal (Meyer-Hoffert & Wiedow, 2011; Shpacovitch et al., 2008). 
HtrA2 participa en la respuesta al estrés celular de moluscos (Lockyer 
et al., 2007) y están implicadas en diferentes procesos inmunológicos 
tales como coagulación y fagocitosis entre otros (Rawlings & Barrett, 
1993). Varias serina proteasas participan en el sistema defensivo de 
bivalvos, como vieiras (Huan et al., 2011; Wang et al., 2009b) y 
almejas, donde diferentes serina proteasas se sobreexpresan en 
respuesta al parásito QPX (Wang et al., 2016) y están implicadas en la 
respuesta antibacteriana (Araya et al., 2010; Prado-Alvarez et al., 
2012). 

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos correspondió a la 
proteína 2 que contiene motivos tripartitos (TRIM2). Las proteínas 
que contienen motivos tripartitos (TRIM) están involucradas en 
regulación de la transcripción y transducción de señales, teniendo un 
papel esencial en la regulación de la inmunidad innata (Kawai & 
Akira, 2011; McNab et al., 2011; Ozato et al., 2008). Estudios 
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recientes han demostrado que la activación de varias vías de 
señalización de suma importancia en el sistema inmune como NF-κß  
(factor nuclear kappa-ß ) están reguladas por múltiples moléculas, 
incluyendo la familia de proteínas TRIM (Kawai & Akira, 2011). 
TRIM es uno de los genes implicado en la respuesta antiviral en 
moluscos (He et al., 2015). El gen TRIM2 puede inhibir la 
transcripción viral; se sobreexpresa en ostras C. gigas infectadas por 
el OsHV-1 (He et al., 2015; Jouaux et al., 2013; Rosani et al., 2015) y 
tras la exposición a Poly I:C (Green et al., 2015a, 2016a, 2016b). 
Dicha proteína está fuertemente implicada en la inmunidad antiviral, 
por lo que ciertos virus podrían modular la expresión de estas 
proteínas con el objetivo de evadir la defensa del hospedador (Zhao et 
al., 2012). Las proteínas TRIM son un importante factor inmune en 
ostras (Guo et al., 2015; Guo & Ford, 2016). 

 En el caso de hialinocitos, tres proteínas exclusivas correspondían 
a las proteínas p60 que contiene repeticiones de anquirina, p55 que 
contiene repeticiones de anquirina y proteína que contiene 
repeticiones de anquirina y armadillo. Las repeticiones de anquirina 
(AR) están presentes en muchas proteínas biológicamente 
importantes, y funcionan como reguladores de interacciones 
específicas proteína-proteína (Ghosh et al., 1998), por lo que tienen 
gran relevancia en la señalización celular. Las repeticiones de 
anquirina (AR) son responsables de la interacción con proteínas NF- 
κß, y por tanto, participan en la activación de la vía de señalización 
NF-κß (Baldwin, 1996). Se cree que el gen armadillo participa en la 
señalización TLR (McGettrick & O’Neill, 2004); además, se ha 
observado que la expresión de este gen aumenta en C. gigas infectada 
por OsHV-1 (Jouaux et al., 2013). Los dominios de anquirina se 
consideran importantes factores relacionados con la inmunidad innata 
de diferentes ostras (L. Zhang et al., 2014), así se han observado genes 
de proteínas con dominos AR cuya expresión varía entre ostras C. 
gigas resistentes y susceptibles a la mortalidad estival (Fleury & 
Huvet, 2012); dichos genes presentan una expresión diferencial ante 
una infección bacteriana en C. virginica (McDowell et al., 2014). Las 
proteínas p60 que contiene repeticiones de anquirina se encuentran 
entre los candidatos a formar parte de la respuesta antiviral de ostras 
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(Rosani et al., 2015). Además, el dominio AR es uno de los genes de 
O. edulis que presentan una expresión condicionada por la presencia 
del parásito B. ostreae (Martín-Gómez et al., 2012); otro estudio 
sugiere que es una de las proteínas que confieren supervivencia a la 
ostra europea frente al parásito (Harrang et al., 2015).  

 Otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos se identificó como 
la isoforma X7 de filamina A. Las filaminas pueden desempeñar un 
papel importante en las interacciones proteína-proteína, por lo general 
interactuando con los receptores de membrana para las moléculas de 
señalización celular. Esta proteína tiene un papel activo en las vías de 
señalización a través de la activación de NF-κß con una función clave 
en la regulación de la respuesta inmune frente a infecciones (Feng & 
Walsh, 2004; Vasselon, 2002). También participa en la señalización 
celular de moluscos (Lockyer et al., 2007). 

 En hialinocitos también se identificó la proteína integrina ß D 
como exclusiva de este tipo hemocitario. La respuesta inmune celular 
de hemocitos de bivalvos también está modulada por integrinas, que 
conllevan la transmisión de señales adecuadas en el citoplasma y son 
esenciales en procesos de degranulación, fagocitosis y encapsulación 
en invertebrados (Tyrer et al., 2006). Una de las vías principales de 
señalización mediadas por integrinas en la fagocitosis es la vía PI3K, 
que conduce a la activación de la familia Rho GTPasas (Berton & 
Lowell, 1999), Las integrinas son esenciales en procesos de 
degranulación, fagocitosis y encapsulación en invertebrados (Tyrer et 
al., 2006). Diversas integrinas están implicada en la interacción de C. 
gigas con el virus OsHV-1 (Jouaux et al., 2013) y con bacterias (T. 
Zhang et al., 2014). En la misma especie, la integrina-ß está 
relacionada con la resistencia de la ostra a la mortalidad estival 
(Fleury & Huvet, 2012). Varias integrinas se sobreexpresan en M. 
mercenaria en respuesta a la infección por QPX (Wang et al., 2016). 
La expresión de la integrina-α varía como consecuencia a la infección 
por parásitos del género Perkinsus en C. gigas y R. philippinarum 
(Fernández-Boo et al., 2016; Wang et al., 2010).  
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 La proteína 4 relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja 
densidad (LDR4) fue otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos. 
Los receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDLR) están 
implicados en la transmisión de señales intracelulares y extracelulares 
(Gotthardt et al., 2000). Las proteínas relacionadas con el receptor de 
lipoproteínas de baja densidad (LDR) pertenecen a la vía de 
señalización WNT (sitio integrado relacionado con Wingless) capaz 
de regular muchos procesos inmunes (Staal et al., 2008). La expresión 
del gen LDLR aumenta en O. edulis infectada por B. ostreae (Morga 
et al., 2012). C. gigas con una infección por OsHV-1 presenta una 
disminución en la expresión de la proteína LDR (Corporeau et al., 
2014). Se han detectado LDLRs en moluscos con función antiviral, 
uniéndose al virus WSSV e inhibiendo su replicación y diseminación 
(Xu et al., 2014). 

 Otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos se identificó 
como la subunidad 4 reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa (IP3K). 
La vía de señalización IP3K está claramente implicada en la 
inmunidad de bivalvos (Moreira et al., 2012a), participando en la 
regulación de la respuesta inmune para evitar auto-daño por una 
reacción inflamatoria incontrolada (Moreira et al., 2014). PI3K es la 
principal fosfoinositol quinasa implicada en fagocitosis (May & 
Machesky, 2001). La expresión de IP3K varía en O. edulis afectada 
por bonamiosis (Martín-Gómez et al., 2012) y es activada en C. gigas 
en respuesta a una infección bacteriana (T. Zhang et al., 2014) y a una 
infección vírica (Jouaux et al., 2013).   

 Dentro de hialinocitos se ha identificado la isoforma X1 del 
receptor 1 transmembrana Tirosina-quinasa ROR1. Las proteínas 
receptor transmembrana tirosina quinasa (ROR) son una familia 
conservada de receptores que funcionan en procesos de desarrollo 
incluyendo el desarrollo neuronal, el movimiento celular y la 
polaridad celular. Además ROR se consideran reguladores centrales 
de la señalización WNT (Green et al., 2008). La vía WNT presenta 
funciones reguladoras durante la cicatrización de heridas y la 
regeneración de tejidos (Fathke et al., 2006; Z. Zhang et al., 2009); 
componentes de dicha vía de señalización se han observado 
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sobreexpresados en bivalvos en respuesta a una infección parasitaria 
(Wang et al., 2016). 

 Se ha identificado un número mucho mayor de proteínas 
implicadas en vías de señalización relevantes en el sistema inmune en 
granulocitos (15) que en hialinocitos (8); lo que es coherente con una 
mayor participación de granulocitos en la inmunidad del individuo. 
Diversos estudios concuerdan con el hecho de que los granulocitos 
son el principal tipo de hemocito involucrado en la defensa inmune de 
los bivalvos (Carballal et al., 1997b; Donaghy and Volety, 2011; 
Hégaret et al., 2003; Terahara et al., 2006);  Recientemente en ostras 
los granulocitos se han considerado los principales hemocitos 
inmunocompetentes (Wang et al., 2017). Mientras que las proteínas 
identificadas en granulocitos participan principalmente en vías de 
señalización MAPK, Ras y NF-κβ, varias de las proteínas 
identificadas en hialinocitos están implicadas en la vía de señalización 
WNT, dicha cascada se ha documentado ampliamente por sus 
funciones reguladoras durante la cicatrización de heridas y la 
regeneración de tejidos (Fathke et al., 2006; Z. Zhang et al., 2009); su 
activación se ha relacionado con la cicatrización de heridas para 
reparar daños resultantes de la digestión de tejidos causadas por 
parásitos y tejidos necróticos en bivalvos (Wang et al., 2016). 
Estudios previos indican una especialización de los hialinocitos en 
agregación y reparación de heridas (Ruddell, 1971; Suzuki et al., 
1991), nuestros resultados parecen concordar con este hecho al 
identificar la vía de señalización WNT más relacionada con 
hialinocitos que con granulocitos. 

5.4.2 Proteínas identificadas implicadas en apoptosis  

 La apoptosis desempeña un papel clave en la homeostasis y la 
función del sistema inmunitario (Sokolova, 2009). La apoptosis de los 
hemocitos parece ser una respuesta inmune celular general en 
moluscos (Kiss, 2010); dicho proceso es crucial en la supervivencia 
del organismo, especialmente cuando los moluscos se enfrentan a 
patógenos y procesos de toxicidad ambiental (Kiss, 2010; 
Schaumburg et al., 2006; Sokolova, 2009). En nuestros resultados, 
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una parte importante de las proteínas identificadas en granulocitos e 
hialinocitos tienen un papel significativo en apoptosis, encontrándose 
diferencias entre los dos tipos hemocitarios. 

 En la sección 5.4.1 de proteínas implicadas en vías de 
señalización se incluye la isoforma X1 de la proteína 7 que contiene 
repeticiones de la proteína baculoviral inhibidora de apoptosis, 
identificada en granulocitos. Las proteínas inhibidoras de apoptosis 
(IAPs) contribuyen significativamente a la regulación de la muerte 
celular mediante la supresión de la apoptosis (Deveraux et al., 1999), 
la activación de los receptores de muerte (Krammer, 2000) y la 
influencia de otros mediadores de la apoptosis (Salvesen & Duckett, 
2002). Las IAPs están implicadas de manera relevante en la 
inmunidad de moluscos (Sokolova, 2009), y son también importantes 
en el sistema inmune de ostras (Sunila & LaBanca, 2003; L. Zhang et 
al., 2014, 2011b). Las ostras C. gigas y C. virginica han mostrado una 
expansión en los genes clave relacionados con la apoptosis como 
IAPs, con al menos 40, mientras en otros invertebrados marinos hay 
muchos menos, 3 en la anémona y 8 en el erizo de mar (G. Zhang et 
al., 2012). El aumento de la familia de proteínas inhibidoras de 
apoptosis se considera uno de los mecanismos centrales en la 
asombrosa resistencia de las ostras a las condiciones estresantes y 
ricas en patógenos de la zona intertidal (G. Zhang et al., 2012; Zhang 
et al., 2015). 

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos se identificó 
como cistatina A2. Las cistatinas son inhibidores de la cisteína 
proteasa que se han identificado en todos los organismos vivos 
(Abrahamson et al., 2003), controlan la actividad de catepsinas, 
moléculas fuertemente implicadas en apoptosis (Conus & Simon, 
2008) y están involucradas en diversos procesos biológicos, 
incluyendo procesos inmunes (Abrahamson et al., 2003). Los 
miembros de la superfamilia cistatina tienen propiedades 
inmunomoduladoras y propiedades reguladoras de las citoquinas, 
evitando así inflamación (Ochieng & Chaudhuri, 2010). Las cistatinas 
también pueden interactuar con inhibidores de metaloproteinasa de 
tejidos (TIMPs) y otras proteasas en procesos patofisiológicos que 
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requieren remodelación tisular y que van desde la supervivencia y 
proliferación celular hasta la diferenciación y señalización celular 
(Kopitar-Jerala, 2006). Las cistatinas pueden desempeñar papeles 
críticos en las respuestas antiparasitarias (Armstrong, 2006), también 
en moluscos (Guillou et al., 2007; Lockyer et al., 2012; Vergote et al., 
2005). Se han identificado cistatinas entre los transcriptomas de 
almejas R. philippinarum implicados en la respuesta a la infección por 
P. olseni (Kang et al., 2006) y en los transcriptomas implicados en la 
respuesta inmune de C. gigas frente a patógenos (de Lorgeril et al., 
2011; Rosani et al., 2015). Las cistatinas A tienen una función de 
defensa contra patógenos exógenos (Pavlova & Björk, 2003; Turk & 
Bode, 1991). Se ha encontrado cistatina A2 en el nácar de C. gigas, 
con un posible papel defensivo del organismo contra microorganismos 
invasores y parásitos (Oliveira et al., 2012). En O. edulis se ha 
documentado una sobreexpresión de cistatina como consecuencia de 
la infección por el parásito B. ostreae (Morga et al., 2012); se ha 
observado que B. ostreae tiene mayor capacidad de multiplicación en 
el interior de hialinocitos que en granulocitos, lo que sugirie que el 
sistema defensivo de granulocitos es más eficaz (Cochennec-Laureau 
et al., 2003a); a ello podría contrbuir la cistatina A2, por su papel 
crucial en respuestas antiparasitarias. 

 La isoforma X4 de la proteína 1 que interactúa con huntingtina 
(HIP1) fue a otra de las proteínas exclusivas de granulocitos. HIP1 
está implicada en procesos de apoptosis en organismos superiores 
(Hackam et al., 2000; Raychaudhuri et al., 2007) y en ostras 
(Meistertzheim et al., 2007). Se ha sugerido que un tipo de HIP 
previene patologías tales como inflamación y génesis de tumores en 
C. gigas (Meistertzheim et al., 2007). 

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos se identificó 
como la isoforma X1 de la proteína 1 que contienen dominios 
homólogos de pleckstrina y asociados a Ras. La cascada de 
señalización Ras-ERK es crucial en diferentes funciones inmunes, 
entre ellas la apoptosis (Sturgill & Wu, 1991; Lacal, 1997; Lewis et 
al., 1998; Chang & Karin, 2001; Matsunaga-Udagawa et al., 2010). 
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Entre las proteínas exclusivas de granulocitos también se 
identificó la poli [ADP-ribosa] polimerasa 3 (PARP3). PARP está 
implicada en reparación de ADN y apoptosis (Hartwig, 2001; Yu et 
al., 2006). El estrés oxidativo induce la activación PARP, la 
fragmentación del ADN y la apoptosis (Raza & John, 2006). La 
expresión de PARP varía bajo condiciones de estrés en C. gigas 
(Boutet et al., 2004a; Zhang et al., 2015). 

 Además, algunas de las proteínas identificadas como exclusivas 
de granulocitos que se han tratado en la sección 5.4.1, correspondiente 
a vías de señalización, también tienen relación con la apoptosis, como 
es el caso de la quinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) y de la 
isoforma X3 de la proteína 1 de unión a quinasa activada por 
mitógenos; las MAPKs también participan en el control de procesos 
de muerte celular (Gerdol & Venier, 2015). También es el caso de la 
isoforma X2 del factor nuclear NF-kappa-ß subunidad p105 y 
MALT1. Los miembros de la familia NF-κß controlan la transcripción 
de citoquinas y efectores antimicrobianos (Hayden et al., 2006). 
MALT1 es uno de los componentes esenciales, necesarios para el 
correcto funcionamiento de la vía de señalización NF-κß (Hayden et 
al., 2006), existen citoquinas relacionadas con apoptosis (Ottaviani et 
al. 1997; Ottaviani et al. 2004; Barcia & Ramos-Martinez 2008). La 
proteína activadora de Rho GTPasa 44 también participa en la 
regulación de la apoptosis (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy et al., 
2010).En el caso de la serina proteasa mitocondrial (HtrA2), se ha 
demostrado que HtrA2 está implicada en procesos de apoptosis de 
varios organismos, entre otros en moluscos (Jeyaraju et al., 2009; 
Kiss, 2010; Sokolova, 2009; Suzuki et al., 2004). En cuanto a la 
proteína 2 que contiene motivos tripartitos (TRIM2), las TRIMs 
participan en procesos apoptóticos (Kawai & Akira, 2011; McNab et 
al., 2011; Ozato et al., 2008).  

 En hialinocitos se identificó como proteína exclusiva la isoforma 
X2 de caspasa 2. Las caspasas son una familia de proteasas muy 
importantes para mantener la homeostasis a través de la regulación de 
la apoptosis y la inflamación; formando parte de la mayoría de las vías 
apoptóticas (Creagh et al., 2003). Se han observado caspasas 
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implicadas en una respuesta antiviral (He et al., 2015) y antibacteriana 
(Araya et al., 2010; K.-J. Wang et al., 2008). En ostras se encuentran 
entre los genes del sistema inmune más importantes en comparación 
con otros organismos (Guo et al., 2015). 

 Otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos correspondió a la 
proteína potenciadora de unión a cajas CCAAT (C/EBP). Los C/EBPs 
son factores de transcripción que participan en diversos procesos 
biológicos, algunos de los cuales están implicados en el sistema 
inmune como los procesos inflamatorios (Friedman et al., 2003). 
Dichos factores de transcripción regulan la expresión de diversas 
citoquinas como TNF-α e IL-17 (Gaffen, 2011; Pope et al., 2000); las 
citoquinas están relacionadas con apoptosis (Ottaviani et al. 1997; 
Ottaviani et al. 2004; Barcia & Ramos-Martinez 2008). Estudios 
previos sugieren que la expresión de la citoquina IL-17 de P. fucata 
está regulada por distintos factores de transcripción, entre ellos C/EBP 
(Gaffen, 2011; S.-Z. Wu et al., 2013), lo mismo ocurre con la IL-17 
de C. gigas (Li et al., 2014). Además C/EBPs participan en la 
regulación de LITAF (Factor TNF-α inducido por lipopolisacáridos) 
en vieras C. farreri y ostras C. gigas, LITAF es un importante factor 
de transcripción implicado en la expresión de citoquinas inflamatorias 
(Park et al., 2008; Yu et al., 2007). El potenciador de unión a cajas 
CCAAT es uno de los genes que se expresa en la respuesta 
antiparasitaria de moluscos (Guillou et al., 2007); su expresión 
aumenta en M. mercenaria infectada por QXP (Perrigault et al., 
2009). C/EBP se encuentra entre los genes de la oreja de mar H. 
diversicolor implicados en la respuesta a la infección bacteriana (K.-J. 
Wang et al., 2008; Wu et al., 2011).  

 La isoforma X1 de galectina 4 correspondió a otra de las proteínas 
exclusivas de hialinocitos. Las galectinas pueden modular la apoptosis 
celular con el objetivo de eliminar al organismo patógeno (Davicino et 
al., 2011; Rabinovich & Gruppi, 2005; Vasta, 2009). 

 Entre las proteínas exclusivas de hialinocitos también se 
identificó la metalotioneína IV (MT-IV). Las metalotioneínas (MTs) 
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son una superfamilia de proteínas ricas en cisteína de bajo peso 
molecular con alta afinidad por metales pesados y presentes en una 
amplia variedad de organismos. Las MTs se han identificado como 
importantes reguladores tanto del estrés oxidativo como de la 
apoptosis (Kiningham & Kasarskis, 1998; Sato & Bremner, 1993). 

 Además, dos proteínas identificadas en hialinocitos que se han 
tratado en la sección 5.4.1, correspondiente a vías de señalización, 
también pueden tener conexión con la apoptosis. Una de ellas es la 
integrina ß D, pues se ha caracterizado una ß -integrina en hemocitos 
de C. gigas implicada en procesos de apoptosis y adhesión 
hemocitaria (Terahara et al., 2006). La otra es la subunidad 4 
reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) pues una de las vías 
principales de señalización mediadas por la integrina en la fagocitosis 
es la vía PI3K, que conduce a la activación de la familia Rho GTPasas 
(Berton & Lowell, 1999), implicadas en apoptosis. 

 Nuestros resultados muestran una gran variedad de proteínas 
implicadas en apoptosis entre los tipos hemocitarios. Estudios previos 
han sugerido que ambos tipos celulares podrían tener diferentes 
mecanismos de eliminación de partículas extrañas y patógenos 
(Wikfors & Alix, 2014); además, algunos estudios muestran una 
apoptosis más activa en granulocitos que en hialinocitos (Goedken et 
al., 2005; Sunila & LaBanca, 2003). Nuestro estudio parece 
corroborar dicha idea al identificar un número mucho mayor de 
proteínas relevantes en procesos apoptóticos en granulocitos (13) que 
en hialinocitos (6). 

 5.4.3 Proteínas identificadas implicadas en 
reconocimiento 

 El reconocimiento inmune juega un papel de vital importancia en 
el sistema inmunológico al discriminar lo propio de sustancias no 
propias, paso esencial en la activación de una respuesta inmune 
coordinada y eficaz, sobre todo en organismos que carecen de 
inmunidad adaptativa (Song et al. 2010). En nuestro estudio se han 
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identificado 9 proteínas implicadas en reconocimiento, 2 
correspondientes a proteínas exclusivas de granulocitos y 6 
correspondientes a proteínas exclusivas de hialinocitos. 

 Una de las proteínas exclusivas de granulocitos correspondía a la 
molécula 1 de adhesión celular relacionada con el antígeno 
carcinoembrionario (CEACAM1). CEACAMs son receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs) (Chen et al., 2015) que 
contribuyen a la adhesión célula-célula (Hammarström, 1999). Se ha 
documentado que, en humanos, existen CEACAMs que se expresan 
en granulocitos y son capaces de unirse a patógenos proporcionando 
una respuesta inmune innata para controlar la infección (Schmitter et 
al., 2004).  

 Otra proteína específica de granulocitos correspondió a la 
proteína de reconocimiento de peptidoglicano SC2. Las proteínas de 
reconocimiento de peptidoglicano (PGRPs) son PRRs importantes 
presentes en todos los metazoos y capaces de unirse específicamente 
con peptidoglicano (PGN), componente principal de las paredes 
celulares bacterianas y ausente en células eucariotas (Royet & 
Dziarski, 2007). La proteína de reconocimiento de peptidoglicano SC2 
se ha encontrado entre los genes de almejas implicados en respuestas 
inmunes y situaciones de estrés (Husmann et al., 2014) y como una de 
las moléculas inmunes de invertebrados marinos (Xue et al., 2015).  

 En hialinocitos se identificó la isoforma X1 de galectina 4. Las 
galectinas son una familia de lectinas de unión específica a azúcares 
ß -galactósido y son probablemente la familia más conservada y ubicua 
de lectinas que se encuentran en organismos multicelulares (Janeway 
& Medzhitov, 2002; Medzhitov & Janeway, 2002). Las galactinas se 
consideran un componente importante de la inmunidad de ostras (Guo 
et al., 2015). Las galectinas son capaces de unirse a los glicanos 
presentes en la superficie de microorganismos y favorecer la entrada 
de patógenos dentro de las células del hospedador, entre ellas las 
células fagocíticas (Tasumi & Vasta, 2007). El nivel de expresión de 
galectina aumentó significativamente en los hemocitos de de O. edulis 
al enfrentarse in vitro a B. ostreae, lo que sugiere la participación de la 
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galectina de ostras en el proceso de internalización del parásito, 
facilitando su unión a la superficie de la célula hospedadora (Morga et 
al., 2011b). Las galectinas de la ostra plana europea parecen estar 
implicadas en el reconocimiento de B. ostreae por los hemocitos 
(Morga et al., 2011a; Prado-Alvarez et al., 2015). Por tanto, las 
galectinas facilitan la fagocitosis de B. ostreae por parte de los 
hemocitos de O. edulis aunque una vez que el parásito se ha 
introducido en el hemocito, éste no consigue destruirlo. También se 
han identificado en ostras C. gigas (Yamaura et al., 2008), en cuyo 
genoma se detectaron 14 genes galectina (G. Zhang et al., 2012). En 
C. virginica se demostró que las galectinas reconocen varios 
microorganismos, entre ellos al parásito P. marinus (Tasumi & Vasta, 
2007; Vasta, 2009), y se observó que su expresión disminuye después 
de la infección por dicho parásito (Wang et al., 2010), lo que implica 
una posible defensa de la ostra para limitar la entrada del parásito. En 
la ostra perlífera Pinctada fucata las galectinas tienen funciones en la 
respuesta inmune como proteína constitutiva y proteína de fase aguda 
(D. C. Zhang et al., 2011). Además, aunque las galectinas actúan 
principalmente como PRRs, también pueden actuar como patrones 
moleculares asociado a daño (DAMPs), capaces de señalar el daño 
tisular asociado a patógenos (Sato et al., 2009).  

 Otra de las proteínas exclusivas de granulocitos se identificó 
como Histona H2A. Las histonas contribuyen a la respuesta inmune 
innata ya que poseen actividad antimicrobiana, su expresión aumenta 
en la respuesta inmune y son capaces de unirse a LPS y otros PAMPs 
con el objetivo de eliminar patógenos (Nikapitiya & Dorrington, 
2013). Diversos estudios muestran que las histonas están implicadas 
en el sistema inmune de moluscos bivalvos; por ejemplo su expresión 
aumenta en almejas infectadas por parásitos del género Perkinsus 
(Soudant et al., 2013). La histona H4 podría estar implicada en la 
defensa de la ostra C. virginica contra la actividad bacteriana 
(Dorrington et al., 2011). La histona H2A tiene potencial de péptido 
antimicrobiano (AMP) (C. Li et al., 2007). En varios moluscos se han 
documento cambios en la expresión de H2A relacionadas con diversas 
patologías, es el caso de la ostra O. edulis afectadas por neoplasia 
diseminada (Martín-Gómez et al., 2013) y las almejas M. arenaria 
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con una infección bacteriana (Araya et al., 2010) y R. philippinarum 
parasitadas por P. olseni (Kang et al., 2006).  

 Otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos se identificó como 
dominio 10 similar al factor de crecimiento epidérmico múltiple 
(MEGF10). El dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF) es 
un módulo de proteínas ampliamente distribuido, que juega un papel 
general en eventos extracelulares tales como la adhesión, la 
coagulación y las interacciones receptor-ligando (Campbell & Bork, 
1993). La expresión de dominios similares al factor de crecimiento 
epidérmico múltiple (MEGF) aumenta en ostras O. edulis afectadas 
por bonamiosis (Martín-Gómez et al., 2012) y en almejas M. 
mercenaria en respuesta a la infección por QPX (Wang et al., 2016). 
Un tipo de EGF se sobreexpresa en almejas R. decussatus parsitadas 
por P. olseni (Prado-Alvarez et al., 2009a). MEGF está implicado en 
la interacción de C. virginica con bacterias (McDowell et al., 2014) y 
MEGF10 se sobreexpresa en C. gigas infectadas por OsHV-1 (Renault 
et al., 2011). Además, MEGF10 se considera un receptor relacionado 
con el sistema inmune de ostras (Chen et al., 2015); se ha descubierto 
un receptor EGF que funciona en la cicatrización de heridas y 
promueve la proliferación celular en C. gigas (L. Sun et al., 2014). 

 También en hialinocitos se identificó la miticina C. Miticina C es 
un péptido antimicrobiano (AMP); los AMPs forman parte de la 
defensa del organismo participando en el reconocimiento de 
patógenos (Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004).  

 Además, dos proteínas identificadas en hialinocitos que ya se han 
tratado en la sección 5.4.1, correspondiente a vías de señalización, 
también pueden tener conexión con reconocimiento. Una de ellas es la 
isoforma de la integrina ß D pues las integrinas pertenecen a una 
familia de receptores transmembrana que son responsables de 
procesos de adhesión y desplazamiento celular (Tyrer et al., 2006). La 
otra es la proteína 4 relacionada con el receptor de lipoproteínas de 
baja densidad (LDR4) pues los receptores de lipoproteínas de baja 
densidad (LDLR) son receptores de superficie celular implicados en la 
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captura de una gran diversidad de lipoproteínas de baja densidad 
(Gotthardt et al., 2000).  

 En nuestro estudio, por tanto, se han identificado diferencias en la 
expresión de proteínas implicadas en reconocimiento entre los dos 
tipos hemocitarios; estudios previos demuestran que ambos tipos 
celulares son capaces de reaccionar de manera distinta frente a varios 
tipos de estrés, incluso de diferenciar entre especies de patógenos (H. 
Li et al., 2008); tiene sentido pensar que en esta diferenciación estén 
implicadas diversas moléculas de reconocimiento. Por otro lado hay 
autores que creen que las diferencias en la capacidad fagocítica entre 
granulocitos e hialinocitos pueden estar relacionadas con la naturaleza 
de las partículas fagocitados y con una fagocitosis basada en 
receptores de iniciación (Hine, 1999; López et al., 1997a; Terahara et 
al., 2006; Evariste et al., 2016), donde el reconocimiento de dichas 
partículas sería esencial. 

 El número de proteínas identificadas que participan en procesos 
de reconocimiento fue mayor en hialinocitos, entre ellas se han 
encontrado proteínas como Isoforma X1 de galectina 4 o MEGF10 
que parecen participar en señalización del daño tisular y cicatrización 
de heridas. Hay estudios previos que sugieren que los hialinocitos 
están más especializados en agregación y reparación de heridas 
(Ruddell, 1971; Suzuki et al., 1991). En nuestro estudio sólo se 
identificaron proteínas implicadas en dichos procesos en los 
hialinocitos. 

5.4.4 Proteínas identificadas implicadas en procesos redox 

 Bajas concentraciones de ROS son necesarias e incluso 
indispensables en la transducción de señales y en la defensa contra 
microorganismos; ya que participan en la eliminación de partículas 
extrañas como patógenos. Sin embargo, una producción excesiva de 
ROS conlleva un estrés oxidativo y pérdida de funcionalidad celular 
(Apel & Hirt, 2004), por lo que existen mecanismos de defensa contra 
el estrés oxidativo mediante la interacción de una red de enzimas 
antioxidantes en las propias células del molusco. En nuestro estudio se 
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identificaron 8 proteínas implicadas en procesos redox, 5 
correspondientes a proteínas exclusivas de granulocitos y 3 
correspondientes a proteínas exclusivas de hialinocitos. 

 En granulocitos se ha identificado la subunidad 1 de la citocromo 
C oxidasa, dicha proteína está involucrada en la cadena de transporte 
de electrones, una de las mayores fuentes celulares de energía y de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) (Raha et al., 2000). No hay duda 
de que la cadena respiratoria mitocondrial juega un papel fundamental 
en la respuesta inmune de moluscos (Coyne, 2011; Van Rensburg & 
Coyne, 2009). En almejas se han observado variaciones en la 
expresión de la subunidad I de la citocromo C oxidasa en respuesta a 
la infección por parásitos P. olseni (Kang et al., 2006; Prado-Alvarez 
et al., 2009a) y QPX (Perrigault et al., 2009). P. marinus aumenta la 
expresión de citocromo C oxidasa, subunidad 1 de C. gigas (Tanguy 
et al., 2004). En la ostra perlífera P. martensii, la citocromo C oxidasa 
está implicada en la respuesta inmune a la infección bacteriana (Y. 
Wang et al., 2012). En O. edulis la expresión de la citocromo C 
oxidasa varía en respuesta a bonamiosis y con la neoplasia diseminada 
(Martín-Gómez et al., 2013, 2012); en nuestro estudio se comprobó 
que dicha proteína presenta una expresión condicionada por la 
presencia del parásito B. ostreae (apartado 3.4.8). Se ha observado que 
B. ostreae se multiplica con mayor éxito en el interior de hialinocitos 
que de granulocitos (Cochennec-Laureau et al., 2003a); podría 
pensarse que la citocromo C oxidasa, entre otras proteínas, podría 
conferir a los granulocitos mayor capacidad inmunológica. 

 Dos proteínas exclusivas de granulocitos se identificaron como 
quelato férrico reductasa 1 e isoforma X1 de quelato férrico reductasa 
1. La quelato férrico reductasa 1 es una transferrina oxidorreductasa 
que contribuye a la defensa del huésped mediante el control del 
suministro de micronutrientes esenciales en la vecindad de los sitios 
de infección, reduciendo así la supervivencia del parásito (Ong et al., 
2006; Stafford et al., 2013). El gen quelato férrico reductasa 1 es uno 
de los genes cuya expresión aumenta en M. mercenaria en respuesta a 
la infección por QPX (Wang et al., 2016). 
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 Además, dos proteínas identificadas en granulocitos que ya se han 
tratado en la sección 5.4.1, correspondiente a vías de señalización, 
también pueden tener conexión con procesos redox. Una de ellas es la 
proteína G de unión a nucleótidos de guanina subunidad α, que 
participa en reacciones celulares redox en ostras Crassostrea 
hongkongensis (Luo et al., 2014). La otra es el factor inducible de 
hipoxia-1 alfa (HIF-1α); HIF-1 actúa como factor de transcripción, 
regulador clave de la homeostasis del oxígeno en los organismos 
aeróbicos bajo hipoxia (Wang et al., 1995). HIF-1 controla la 
expresión de genes clave en la defensa antioxidante celular (Semenza, 
2007). HIF-1 es uno de las principales proteínas de respuesta al estrés 
en bivalvos marinos (Q. Li et al., 2013). En ostras, la participación de 
HIF-1 en la regulación de la expresión génica ante situaciones de 
estrés se ha documentado (David et al., 2005; Guo et al., 2015; 
Ivanina et al., 2010; Kawabe & Yokoyama, 2012). Se ha demostrado 
que HIF-1α desempeña un papel crítico en la producción de ROS en 
los hemocitos de C. gigas (Choi et al., 2013).  

 Entre las proteínas exclusivas de hialinocitos se identificó la 
proteína 2 similar a monooxigenasa que contiene flavina FMO GS-
OX; las FMOs catalizan la oxigenación de una amplia variedad de 
xenobióticos (Schlenk & Buhler, 1989). La detección de la actividad 
FMO en bivalvos sugiere que este sistema juega un papel clave en la 
detoxificación de estos organismos (Boutet et al., 2004b). La 
expresión de FMO aumenta en C. gigas tras una exposición a 
hidrocarburos (Boutet et al., 2004a). En la misma especie FMO 
participa en el metabolismo del nitrógeno (Tanguy et al., 2005b). 

 Una de las proteínas exclusivas de hialinocitos se identificó como 
metalotioneína IV (MT-IV). Se han atribuido diversas funciones a las 
MTs, tales como homeostasis y detoxificación en respuesta a metales 
y captura de radicales libres; se ha observado la activación de genes 
MT inducida por radicales de oxígeno (Kiningham & Kasarskis, 1998; 
Sato & Bremner, 1993), lo que puede explicar la posible participación 
de MT en el sistema de defensa antioxidante celular. En C. virginica 
la expresión de distintas metalotioneínas aumenta en respuesta a la 
infección por P. marinus (Wang et al., 2010); su expresión también 
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aumenta en M. mercenaria infectada por QPX (Perrigault et al., 
2009). En C. gigas las MTs están relacionada con la resistencia de la 
ostra a la mortalidad estival (David et al., 2012; Fleury & Huvet, 
2012) y aumentan su expresión tras una infección bacteriana (de 
Lorgeril et al., 2011). Por tanto, las metalotioneínas están claramente 
implicadas en el sistema defensivo de bivalvos, concretamente en la 
inmunidad de los hemocitos de ostra (Anderson et al., 1999). 

 Otra proteína específica de hialinocitos fue la subunidad 4 
reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). PI3K tiene un papel 
relevante en estallido respiratorio y en la producción de NO en los 
hemocitos (García-García et al., 2008). En M. galloprovincialis PI3K 
participa en la regulación de la producción de ROS por diferentes 
tipos hemocitarios (García-García et al., 2008). 

 Nuestros resultados muestran varias proteínas implicadas en 
procesos de  oxidación-reducción cuya expresión difiere entre los 
tipos hemocitarios, sugiriendo que ambos tipos celulares participan de 
manera distinta en procesos como producción de ROS/ RNS, y 
respuesta al estrés oxidativo. Se cree que granulocitos e hialinocitos 
son capaces de producir ROS y RNS distintos (Donaghy et al., 2012; 
Hong et al., 2013; Lambert et al., 2003). En general es asumida la idea 
de que la actividad oxidativa a través de la producción de ROS es más 
elevada en granulocitos que en hialinocitos (Donaghy et al., 2012; 
Hong et al., 2013; Lambert et al., 2007, 2003; Wang et al., 2017). De 
forma coherente con esta idea, en nuestro estudio se han identificado 
más proteínas relacionadas con procesos redox en granulocitos que en 
hialinocitos. Otros estudios han observado que los hialinocitos son 
capaces de producir especies de nitrógeno más reactivas (RNS) que 
los granulocitos (Kalyanaraman et al., 2012; Lambert et al., 2007).  

5.4.5 Proteínas identificadas implicadas en citoesqueleto 

 El citoesqueleto desempeña un papel central en muchas funciones 
celulares, regulando la forma de las células, la división celular, la 
adhesión, la motilidad, la migración, la transducción de señales y la 
fagocitosis, que son elementos cruciales en los mecanismos de defensa 
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(May & Machesky, 2001). De las proteínas identificadas en nuestro 
estudio relacionadas con citoesqueleto, 3 proteínas correspondieron a 
proteínas exclusivas de granulocitos y 2 a proteínas exclusivas de 
hialinocitos. 

 Una de las proteínas exclusivas de granulocitos se identificó como 
la subunidad 1A de la proteína 2/3 relacionada con actina. La actina es 
una proteína implicada en diversas funciones relacionados con el 
citoesqueleto como morfología, división celular, movimiento de 
orgánulos y vesículas, locomoción, fagocitosis, endocitosis y 
exocitosis (Kabsch & Vandekerckhove, 1992; May & Machesky, 
2001; Rubenstein, 1990), procesos de gran importancia en la respuesta 
inmune.   

 Además, dos proteínas identificadas en granulocitos que ya se han 
tratado en las secciónes previas 5.4.1 o 5.4.2. también tienen conexión 
con procesos redox. Una de ellas es la isoforma X4 de la proteína 1 
que interactúa con huntingtina (HIP1); HIP1 parece estar involucrada 
en el transporte de aminoácidos y el ensamblaje del citoesqueleto 
(Zhao et al., 2016). La otra es la proteína 44 activadora de Rho 
GTPasa, parcial, que está implicada en la organización del 
citoesqueleto, fagocitosis y adhesión (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy 
et al., 2010). 

 En el caso de hialinocitos, una de las proteínas exclusivas 
correspondió a la isoforma X7 de filamina A. Las filaminas son 
proteínas de unión a actina implicadas en organización del 
citoesqueleto y en señalización (Stossel et al., 2001). Se han 
observado genes filamina sobreexpresados en los hemocitos de O. 
edulis en contacto con B. ostreae (Morga et al., 2011a; Prado-Alvarez 
et al., 2015) y en Octopus vulgaris infectada por el parásito Aggregata 
octopiana (Castellanos-Martínez et al., 2014b). 

Otra de las proteínas exclusivas de hialinocitos fue la isoforma X1 
de espectrina cadena α. La espectrina es una proteína de unión a 
actina, componente principal de un sistema de proteínas estructurales 
asociadas con la superficie citoplasmática de las membranas 
plasmáticas de la mayoría de células (Bennett & Gilligan, 1993), 
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contribuyendo a la vinculación entre la membrana plasmática y el 
citoesqueleto (Röper et al., 2002). Se ha establecido que las proteínas 
que comprenden dominios de espectrina juegan un papel importante 
en el desarrollo o iniciación de la respuesta inmune (Mosavi & 
Cammett, 2004); recientemente dichos dominios se describieron con 
una elevada importancia en la inmunidad innata de moluscos (Picone 
et al., 2015). El citoesqueleto de espectrina-actina junto con las 
anquirinas (proteínas que también se han identificadas exclusivamente 
en hialinocitos) juega papeles clave en actividades tales como 
motilidad celular, activación, proliferación, contacto y mantenimiento 
de dominios especializados de membrana (Bennett & Chen, 2001). 

 Nuestros resultados muestran que la expresión proteica de 
granulocitos e hialinocitos también varía en proteínas relacionadas con 
el citoesqueleto. Numerosos  estudios han encontrado diferencias en 
funciones del citoesqueleto entre los tipos hemocitarios de bivalvos 
(Cajaraville & Pal, 1995; Fisher, 1988; López et al., 1997a; López et 
al., 1997c; Chu, 2000; Terahara et al., 2006; Kuchel et al., 2010; 
Hong et al., 2013; Wikfors & Alix, 2014). Los granulocitos se 
consideran el tipo celular con mayor actividad fagocítica (Cajaraville 
& Pal, 1995; Fisher, 1988; Carballal et al., 1997c; López et al., 
1997a;; Chu, 2000; Kuchel et al., 2010; Hong et al., 2013); 
considerando en conjunto las proteínas identificadas en nuestro 
estudio relacionadas con citoesqueleto y las relacionadas con 
transducción de señales asociadas a la fagocitosis, reconocimiento de 
patógenos para ser fagocitados y destrucción de patógenos a través de 
fagocitosis, se han identificado más proteínas relacionadas con 
fagocitosis en granulocitos que en hialinocitos, lo que podría tener 
relación con la mayor actividad fagocítica de este tipo celular. Además 
se han encontrado diferencias en la locomoción entre los tipos 
celulares de ostra (Kuchel et al., 2010), a lo que estas proteínas 
expresadas de manera diferente entre granulocitos e hialinocitos 
también podrían contribuir. Todos los procesos de fagocitosis se 
llevan a cabo mediante la reorganización del citoesqueleto de actina 
(May & Machesky, 2001), por tanto diferencias en las actinas 
presentes entre granulocitos e hialinocitos sugieren procesos 
fagocíticos diversos entre los tipos hemocitarios, este hecho concuerda 
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con estudios anteriores (López et al., 1997a; Terahara et al., 2006). 
Cabe destacar la proteína ß-integrina tiene un interés especial puesto 
que en C. gigas se ha demostrado que la fagocitosis de hialinocitos 
está regulada por un mecanismo dependiente de integrina, sugiriendo 
que los granulocitos podrían poseer otros receptores para llevar a cabo 
este papel (Terahara et al., 2006). Nuestros resultados concuerdan con 
este hecho ya que se ha identificado esta proteína únicamente en 
hialinocitos. Se ha propuesto que las diferencias en la capacidad 
fagocítica entre tipos hemocitarios puede estar relacionada con la 
naturaleza de las partículas fagocitados y con una fagocitosis basada 
en receptores de iniciación (Evariste et al., 2016; Hine, 1999; López et 
al., 1997a; Terahara et al., 2006). 

5.4.6. Proteínas identificadas implicadas en otras funciones 
inmunes 

 Algunas de las proteínas identificadas están también implicadas 
en otras funciones diferentes a las mencionadas en las secciones 
precedentes de la discusión. Es el caso de la cistatina A2, pues las 
cistatinas están implicadas en coagulación y activación del 
complemento (Iwanaga et al., 1998; Smith et al., 1999; Vasta et al., 
1999). La quelato férrico reductasa favorece la producción de factores 
antimicrobianos (Y. Sun et al., 2014). También es el caso de la serina 
proteasa mitocondrial (HtrA2) pues las serina proteasas están 
implicadas en la activación de la cascada del complemento (Rawlings 
& Barrett, 1993) y la activación del sistema profenoloxidasa 
(Aladaileh et al., 2007a; Cong et al., 2005; Hellio et al., 2007). Las 
C/EBPs son factores de transcripción que regulan la expresión de 
diversas citoquinas como TNF-α e IL-17 (Gaffen, 2011; Pope et al., 
2000). La miticina C es un péptido antimicrobiano (AMP); los AMPs 
poseen propiedades antibacterianas y antifúngicas, con el objetivo de 
conseguir la destrucción del invasor a través de la opsonización o por 
destrucción directa (Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004). La 
miticina C tiene una alta variabilidad polimórfica en bivalvos y se le 
atribuyen, además, funciones quimiotácticas e inmunorreguladoras 
(Costa et al., 2009a; Balseiro et al., 2011). 
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6 COMPARACIÓN DEL 
PROTEOMA DE 

GRANULOCITOS E 
HIALINOCITOS DE Ostrea edulis 

AL ENFRENTARLOS "IN 
VITRO" A INDUCTORES DE 

RESPUESTA INMUNE 

6.1 INTRODUCCIÓN 

 A diferencia de los vertebrados con un sistema inmune adaptativo 
capaz de producir una enorme diversidad de anticuerpos específicos 
que les confiere memoria inmunológica por periodos muy 
prolongados para destruir patógenos de forma específica, las ostras y 
el resto de invertebrados, generalmente de vida más corta, carecen de 
mecanismos de memoria inmunológica tan sofisticados y poseen un 
sistema inmune más comparable al sistema inmune innato de los 
vertebrados. Como filtradores bentónicos, las ostras están expuestas a 
una gran variedad de patógenos. El hecho de que las ostras, carentes 
de inmunidad adaptativa, puedan sobrevivir en un entorno marino tan 
rico en patógenos sugiere que estos organismos tienen un sistema 
inmune innato eficaz, aun siendo más genérico (menos específico) que 
el de vertebrados. Su sistema inmune se basa en relativamente pocos 
receptores que pueden reconocer patrones moleculares asociados a un 
amplio número de organismos patógenos y activar respuestas tanto 
celulares como humorales. Las respuestas celulares incluyen la 
movilización y el reclutamiento de hemocitos en el sitio de la 
infección, y la fagocitosis. Los hemocitos son un órgano primario en 
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la respuesta inmune de la ostra; su acción junto con las respuestas 
humorales, que incluyen citoquinas, enzimas y otros efectores 
inmunes, conduce a la destrucción de los organismos invasores y sus 
componentes (Guo et al., 2015). 

 Por tanto, el sistema inmune de los moluscos, primera línea de 
defensa contra los agentes patógenos, es capaz de reconocer 
estructuras comunes presentes en los microorganismos, conocidos 
como Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (Pathogen-
associated molecular patterns) (PAMPs) a través de Receptores de 
Reconocimiento de Patrones (Pattern recognition receptors) (PRRs) 
(Medzhitov & Janeway, 2002). El ácido lipoteicoico (LTA) de las 
bacterias Gram positivas, el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias 
Gram negativas y el DNA (CpG) (regiones con una gran 
concentración de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos) 
procedente de bacterias; el zymosan y los β-glucanos de levaduras y el 
ácido Poliinosínico: policitidílico (Poly I:C), ARN sintético de cadena 
doble que permite simular la infección de un virus, son algunos 
ejemplos de estructuras que funcionan como PAMPs activando una 
respuesta inmune que tiene como objetivo la eliminación del patógeno 
invasor (Aderem & Ulevitch, 2000). En estudios inmunológicos es 
frecuente el uso de diferentes PAMPs para provocar y analizar una 
respuesta inmune sin utilizar microorganismos vivos; en el presente 
estudio se han utilizado partículas inertes de LPS, Poly I:C y Zymosan 
con el objetivo de provocar en el sistema inmune de O. edulis 
reacciones antibacterianas, antivíricas y antifúngicas, respectivamente. 

6.1.1 Lipopolisacáridos (LPS) 

 El lipopolisacárido o LPS es el principal componente de la 
membrana externa de bacterias Gram-negativas y actúa como un 
fuerte estimulador de la inmunidad innata o natural en diversas 
especies eucarióticas, desde insectos a humanos (Lien et al., 2000; 
Pipe et al., 1997). El LPS (Figura 1) es un polisacárido hidrofílico que 
contiene una porción hidrofóbica (lípido A) altamente conservada 
(Ulevitch & Tobias, 1995). El lípido A representa el centro 
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inmunoreactivo del LPS debido a la especificidad y al reconocimiento 
altamente sensible de la estructura lipídica por numerosos 
componentes celulares y humorales de la inmunidad innata; dicho 
reconocimiento da lugar a una gran variedad de respuestas biológicas 
(Hoffmann et al., 1999; Medzhitov & Janeway, 2000, 1998). LPS es 
capaz de activar macrófagos de vertebrados (Celada & Nathan, 1994; 

Chen et al., 2003; Khadaroo et al., 
2003; Stout et al., 2005) y 
hemocitos de invertebrados 
(Ottaviani et al., 1995). Al activar 
macrófagos, se desencadena la 
secreción, entre otros, de óxido 
nítrico (NO) (Ottaviani et al., 
1997), citoquinas (Weiss et al., 
2001; Zhang et al., 2005) y la 
activación de múltiples señales de 
transducción en las que están 
implicadas fosfolipasas, proteínas 
G, proteína quinasas, etc. (Liu et 
al., 1994; Sweet & Hume, 1996; 
von Knethen et al., 2005). Al igual 
que en vertebrados, los hemocitos 
de invertebrados responden a la 
acción del LPS mediante cambios 
conformacionales, incremento de 
la movilidad y liberación de óxido 
nítrico (Hughes et al., 1991a; 
Hughes  et al., 1991b; Lowenstein 
et al., 1992; Xie et al., 1993). Se 
ha demostrado que el LPS 
bacteriano es capaz de activar 

diferentes cascadas de transducción de señales implicadas en 
inmunidad innata en hemocitos de mejillón  (Betti et al., 2006; Cao et 
al., 2004a, 2004b). 

 En diversas especies de ostras se ha demostrado que LPS aumenta 
la expresión de la enzima superóxido dismutasa (SOD), 

Figura 1. Representación esquemática 
de la estructura general de los LPS 
(Imagen adaptada de Serrato 2014). 
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desencadenando una serie de respuestas inmunes (Anju et al., 2013a; 
Gonzalez et al., 2005). Además, LPS induce la expresión de varias 
citoquinas, entre otras destaca el Factor TNF-α y la IL-17 (Park et al., 
2008; D. Zhang et al., 2009a; Li et al., 2014; Y. Zhang et al., 2013b; 
Yu et al., 2012) y lectinas (Anju et al., 2013b). En la ostra Saccostrea 
glomerata la inducción con LPS incrementa las actividades fagocíticas 
y la producción de fenoloxidasa (PO) (Aladaileh et al., 2007a). En C. 
gigas LPS también es capaz de activar la cascada ProPO (Hellio et al., 
2007). En ostras Pinctada fucata, LPS activa la vía de señalización 
NF-κß (C. Li et al., 2010). En la misma especie, la expresión de IRF2, 
regulador transcripcional que juega un papel fundamental en la 
inmunidad innata, aumenta tras la estimulación con LPS (X.-D. Huang 
et al., 2013), al igual que proteínas de unión a LPS y ß -1,3-glucanos 
(LGBPs) (D. Zhang et al., 2010). En O. edulis la administración de 
LPS induce un incremento del número de granulocitos circulantes y de 
la actividad lisoenzimática (Prado-Alvarez et al., 2015).  

6.1.2 Ácido Poliinosínico: policitidílico (Poly I:C) 

 Poly I:C es un compuesto sintético de ARN de doble cadena 
(dsRNA) (Figura 2) que permite simular una infección vírica, ya que 
casi todos los virus producen ARN de doble cadena en algún 
momento durante su replicación (Randall & Goodbourn, 2008). Se ha 
constatado que el enfrentamiento con el inductor Poly I:C 
desencadena una respuesta inmune en diferentes moluscos (De Zoysa 

Figura 2. Representación esquemática 
de la estructura general de Poly I:C. 

(Imagen obtenida de 
http://www.apexbt.com//media/diy/i

mages/struct/B5551.png) 
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& Lee, 2007; Fernandez-Trujillo et al., 2008; Pallavicini et al., 2008; 
Costa et al., 2009b; Wang et al., 2009b; Wu et al., 2010 Green et al., 
2015a; He et al., 2015). 

 Varios estudios demuestran el efecto de Poly I:C en la inmunidad 
de las ostras (Luo et al., 2012; Yu et al., 2012; Green & Montagnani, 
2013; S. Z. Wu et al., 2013; X. D. Huang et al., 2013; Y. Y. Zhang et 
al., 2014; Li et al., 2014; Green et al., 2014a, 2014b, 2015a, 2015b, 
2016a, 2016b; Lafont et al., 2017; Masood et al., 2016, 2017; Pauletto 
et al., 2017; Green & Speck, 2018). Las ostras son capaces de 
reconocer estos patrones moleculares asociados a virus como Poly I:C 
(Green & Barnes, 2009) desencadenando una respuesta inmune que 
activa cascadas de señalización y regula la expresión de efectores 
moleculares capaces de inhibir la entrada del virus en el organismo o 
su replicación (Green & Montagnani, 2013). Poly I:C regula 
positivamente la expresión de receptores de reconocimiento viral, 
moléculas de señalización y efectores antivirales semejantes a los de 
vertebrados en hemocitos de C. gigas (Green et al., 2014b). Además 
Poly I:C puede activar la vía de Rel/NF-κß en S. glomerata (Green & 
Barnes, 2009), la expresión de IL-17 y factores de regulación de 
interferon en Pinctada fucata (X.-D. Huang et al., 2013; S.-Z. Wu et 
al., 2013) y participa en la regulación de TNF-α, IL-17 y receptores de 
ARNs y ADNs víricos en C. gigas (Green et al., 2014b; Li et al., 
2014; Yu et al., 2012; Y. Y. Zhang et al., 2014).  

6.1.3 Zymosan A 

 El Zymosan A se prepara a partir de paredes celulares de levadura 
y consiste en complejos de proteínas y carbohidratos. El Zymosan se 
ha utilizado como un inductor del estallido respiratorio en muestras de 
hemolinfa de moluscos por gran número de autores (Anderson, 1994; 
Kumazawa et al., 1993; Torreilles et al., 1999; Wootton et al., 2003) y 
ha sido considerado el estimulante más potente del estallido 
respiratorio (Costa et al., 2008; Ordás et al., 2000). Su eficiencia para 
provocar la producción de ROS en el interior de los hemocitos se ha 
demostrado en diversos moluscos (Oyanedel et al., 2016), entre otros 
en ostras O. edulis (Aladaileh et al., 2007a; Hégaret et al., 2003; 
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Lambert et al., 2003; Xue et al., 2001). En O. edulis y en C. gigas, 
Zymosan induce procesos de fagocitosis (Bachère et al., 1991). En la 
ostra Saccostrea glomerata la estimulación con Zymosan incrementa 
las actividades fagocíticas y la producción de fenoloxidasa (Aladaileh 
et al., 2007a). En C. gigas Zymosan también aumenta la actividad 
fenoloxidasa (Hellio et al., 2007). En O. edulis la administración de 
Zymosan induce un incremento del número de granulocitos 
circulantes y de la actividad lisoenzimática (Prado-Alvarez et al., 
2015). 

6.1.4. Objetivos 

Este capítulo tiene como objetivo profundizar en el estudio de las 
diferencias en capacidad inmune entre los tipos hemocitarios de O. 
edulis, en este caso analizando los proteomas de los tipos hemocitarios 
tras enfrentarlos in vitro a diversos PAMPs, como vía experimental de 
simular el enfrentamiento a bacterias, virus y hongos. 

6.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

6.2.1 Material biológico  

 Para realizar los experimentos de separación hemocitaria se 
utilizaron ostras "naive" en relación con la bonamiosis, ostras de una 
población que no ha estado en contacto con Bonamia spp., en concreto 
de Limfjord, Dinamarca. Las ostras vivas se transportaron a las 
instalaciones del CIMA y se mantuvieron en tanques de 30L, con flujo 
continuo de agua salada de la Ría de Arousa hasta el momento de su 
utilización. Aproximadamente, ciento cincuenta ostras fueron usadas 
en los ensayos con cada inductor, en todos los casos los animales 
procedían de la misma zona y habían permanecido bajo las mismas 
condiciones. 



Comparación del proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis al 
enfrentarlos "in vitro" a inductores de respuesta inmune 

279 

6.2.2 Obtención de muestras de hemolinfa 

 La hemolinfa se obtuvo por extracción directa del músculo 
aductor siguiendo el procedimiento que se explica en el apartado 4.2.2 
de este trabajo. 

6.2.3 Separación hemocitaria y observación de la morfología 
de los hemocitos 

 La separación de las células de la hemolinfa de O. edulis y su 
posterior observación se realizaron exactamente como se describe en 
los apartados 4.2.3 y 4.2.4 . Tanto la separación hemocitaria como la 
posterior evaluación de la morfología de los hemocitos para asegurar 
una correcta separación y viabilidad celular se realizó repetidamente 
hasta conseguir 20x106 de células de cada tipo hemocitario por cada 
inductor y tiempo de incubación. Muestras de 20x106 hialinocitos y 
20x106 granulocitos se congelaron a -80°C hasta su posterior 
utilización. 

6.2.4 Enfrentamiento hemocitario a inductores de respuesta 
inmune 

 Los patrones moleculares asociados a patógeno (PAMPs), 
utilizados en este experimento para inducir una respuesta en los 
hemocitos de Ostrea edulis fueron: lipopolisacáridos (LPS), ácido 
poliinosínico: policitidílico (Poly I:C) y Zymosan A. En todos los 
casos se realizó un enfrentamiento "in vitro". En ensayos previos se 
había estimado la necesidad de utilizar 20 millones de células en cada 
tramiento para asegurar una cantidad de proteínas totales suficientes 
como para garantizar un análisis proteómico resolutivo. Esa elevada 
cantidad de células de cada tipo hemocitario para cada tratamiento 
motivó que la incubación, con 3 tiempos diferentes de duración, de 
cada tipo hemocitario con cada inductor no fuese posible en algún 
caso, teniendo en cuenta que todos los ensayos con un mismo inductor 
había que realizarlos en una misma jornada de trabajo para unificar 
condiciones experimentales para cada inductor. 
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 6.2.4.1 Lipopolisacáridos (LPS) 

 En frascos de cultivo de 25 cm3 se incubaron 20 millones de 
granulocitos y 20 millones de hialinocitos, respectivamente, en 15 mL 
de agua de mar filtrada (AMF) con lipopolisacárido (LPS de  
Escherichia coli O26:B6, Sigma, ref. L-8214) en una concentración de 
10 µ g/ml, durante una hora, en agitación y a temperatura ambiente. El 
mismo número de granulocitos y de hialinocitos se incubaron en las 
mismas condiciones pero sin la presencia del inductor (muestras 
control). Tras la incubación, el contenido de cada frasco se centrifugó 
a 800xg, 18°C, 15 min, y el sedimento se congeló a -80ºC hasta su 
posterior utilización para análisis proteómico (Figura 3). 

 6.2.4.2 Ácido Poliinosínico: policitidílico (Poly I:C) 

 En frascos de cultivo de 25 cm3 se resuspendieron 20 millones de 
granulocitos y 20 millones de hialinocitos en 15 mL de AMF y se 
incubaron con Poly I:C (Sigma, ref. P9582) en una concentración de 
50 µ g/ml a temperatura ambiente con agitación continua durante 15 
minutos. El proceso se repitió en ambos casos con diferentes tiempos 
de incubación (30 minutos y 1 hora). Como en el caso anterior, el 
mismo número de granulocitos y de hialinocitos se incubaron en las 
mismas condiciones pero sin la presencia del inductor (muestras 
control) durante 60 minutos. Tras la incubación, el contenido de cada 
frasco se centrifugó (800xg, 18°C, 15 min), el sobrenadante se eliminó 
y el sedimento se congeló a -80°C hasta su utilización para análisis 
proteómico (Figura 3). 

 6.2.4.3 Zymosan A 

 Partículas de Zymosan A (Zymosan A de Saccharomyces 
cerevisae, Sigma, ref. Z4250) se enfrentaron a granulocitos e 
hialinocitos con una relación 1:10 (1 hemocito: 10 partículas de 
Zymosan A). 20x106 células de cada tipo hemocitario se incubaron 
con 200x106 partículas de Zymosan A en frascos de cultivo de 25 cm3 

en 15 mL de AMF, con agitación, a temperatura ambiente, durante 
diferentes tiempos: 30 y 60 minutos en el caso de granulocitos y 15, 
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30 y 60 minutos en el caso de hialinocitos. Como en los casos 
anteriores, el mismo número de granulocitos y de hialinocitos se 
incubaron en las mismas condiciones pero sin la presencia del 
inductor (muestras control) durante 60 minutos. Transcurridos cada 
uno de los tiempos de incubación, el contenido de cada frasco se 
centrifugó (800xg, 18°C, 15 min) y el sedimento con células obtenido 
en cada caso se congeló a -80°C para continuar con el estudio 
proteómico (Figura 3). 
 
 

Figura 3. Esquema representativo del enfrentamiento hemocitario a distintos 
inductores de respuesta inmune, indicando la concentración del inductor y el 

tiempo de incubación. 



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

282 

 Una vez realizados todos los enfrentamientos, los grupos 
obtenidos para las comparaciones proteómicas son los que se 
muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1. Lista de tratamientos incluidos en los ensayos de enfrentamiento in vitro 
de cada tipo hemocitario de Ostrea edulis a inductores de respuesta inmune. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.5 Extracción proteica  

 La extracción proteica de las muestras se realizó como se explica 
en el apartado 4.2.5.  

6.2.6 Electroforesis bidimensional 2-DE  

 El proceso completo de electroforesis bidimensional se realizó 
exactamente como se describe en el apartado 4.2.6.  

Inductor Tipo celular Grupo 

LPS 

Granulocitos (G) 
G Control 

G LPS 60' 

Hialinocitos (H) 
H Control 

H LPS 60' 

Poly I:C 

 
Granulocitos (G) 

G Control 

G Poly 15' 

G Poly 30' 

G Poly 60' 

 
Hialinocitos (H) 

H Control 

H Poly 15' 

H Poly 30' 

H Poly 60' 

 
Zymosan A 

 

Granulocitos (G) 

G Control 

G Zymosan 30' 

G Zymosan 60' 

Hialinocitos (H) 

H Control 

H Zymosan 15' 

H Zymosan 30' 

H Zymosan 60' 
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6.2.7 Análisis de imagen y comparativa entre geles 

 El análisis proteómico se realizó de manera cualitativa con el 
programa informático PDQuest 8.0.1 (BioRad) como se explica en el 
apartado 3.2.6. 

  Los geles de cada tratamiento se compararon con los geles 
control correspondientes. La Figura 4 muestra las comparaciones 
correspondientes al enfrentamiento de granulocitos e hialinocitos al 
inductor LPS; las comparaciones correspondientes al experimento con 
Poly I:C se muestran en la Figura 5 y las correspondientes al 
enfrentamiento a Zymosan A están representadas en la Figura 6. 

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo de las distintas comparaciones entre geles 
llevadas a cabo con el inductor LPS. Se comparó granulocitos sin estimulación 

frente a granulocitos estimulados con LPS y, por otro lado, hialinocitos no 
estimulados frente a hialinocitos estimulados con LPS. 



NURIA RODRÍGUEZ DE LA BALLINA 

284 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema representativo de las distintas comparaciones realizadas entre 
geles al enfrentar "in vitro" cada tipo celular al inductor Zymosan A. Se comparó 

granulocitos no estimulados frente a granulocitos incubados con el inductor 
durante 30 y 60 minutos y, por otro lado, hialinocitos no estiimulados frente a 

hislinocitos incubados con el inductor durante 15, 30 y 60 minutos. 

Figura 5. Esquema representativo de las distintas comparaciones entre geles 
correspondientes al inductor Poly I:C. Se comparó granulocitos sin estimulación 

frente a granulocitos incubados con el inductor durante diferentes tiempos (15, 30 
y 60 minutos) y, por otro lado, hialinocitos no estimulados frente a hialinocitos 

incubados con inductor durante tiempos diferentes (15, 30 y 60 minutos). 
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6.2.8 Espectrometría de masas y búsqueda en bases de datos 

El análisis mediante espectrometría de masas y la búsqueda en las 
bases de datos se llevaron a cabo como se explica en el apartado 3.2.7.  

6.3 RESULTADOS 

6.3.1 Estudio del efecto del enfrentamiento a LPS en el 
proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis 

 Analizando los geles de granulocitos control y de granulocitos 
estimulados con LPS durante 60 minutos, se obtuvieron de media 891 
marcas proteicas en granulocitos control y 1052 en el caso de 
granulocitos incubados con LPS (Figura 7). En el primer grupo se 
detectaron 494 marcas comunes a todos los geles de granulocitos 
control, mientras que en el segundo hubo 603 comunes a todas las 
réplicas (Figura 8). Al comparar ambas condiciones (granulocitos no 
estimulados frente a granulocitos incubados con LPS), se detectaron 
409 marcas proteicas comunes a los 2 grupos, y en el caso de 
granulocitos control se encontraron 2 marcas exclusivas, mientras que 
no se detectó ninguna marca exclusiva correspondiente a granulocitos 
enfrentados a LPS (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Geles representativos del patrón proteico obtenido mediante 
electroforesis bidimensional de los granulocitos de Ostrea edulis sin estimulación 

(A) y granulocitos enfrentados a LPS durante 60 minutos (B). Los círculos rojos 
indican las marcas exclusivas detectadas en el grupo control. pI: punto 

isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 

 B  A 
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 En los geles de hialinocitos control se detectó una media 1237 
marcas proteicas y de 1104 en los geles de hialinocitos incubados con 
LPS durante 60 minutos (Figura 9). En el primer grupo se encontraron 
730 marcas comunes a las 4 réplicas y en el segundo se observaron 
669 marcas comunes (Figura 10). Comparando los dos grupos 
(hialinocitos control frente a hialinocitos incubados con LPS) se 
detectaron 539 marcas proteicas presentes en ambos y no se detectó 
ninguna marca exclusiva de ningún grupo.  

 A  B 

Figura 8. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro réplicas 
de los geles de granulocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A) y granulocitos 

enfrentados a LPS durante 60 minutos (B). pI: punto isoeléctrico. PM: peso 
molecular en Kilodaltons. 

 

 B  A 

Figura 9. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en 
los hialinocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A) e hialinocitos enfrentados 

a LPS durante 60 minutos (B). pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en 
Kilodaltons. 
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 La comparativa de geles correspondientes a la estimulación de 
granulocitos e hialinocitos con LPS se resume en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Resumen del análisis de geles 2-DE correspondientes a la estimulación con 
LPS, donde se incluye el numero medio de marcas proteicas en los 4 geles de cada 
tipo hemocitario, el número de marcas pproteicas comunes a las 4 réplicas de cada 
grupo y el número de marcas proteicas comunes y exclusivas en la comparación de 
cada tipo hemocitario de Ostrea edulis sin estimulación frente a la incubación con 
LPS durante 60 minutos. También se incluye el número de marcas identificadas de 

entre las exclusivas. 

Tipos 
hemocitarios y 

tratamiento 

Nº medio 
de marcas 
en los 4 
geles 

Nº de  marcas 
comunes a las 
4 réplicas de 
cada grupo 

Comparación entre grupos 

Nº de 
marcas 

comunes 

Nº de 
marcas 

exclusivas 

Nº de marcas 
identificadas 

Granulocitos (G) 
control 

891 494 
409 

2 1 

G+LPS 1052 603 0 0 

Hialinocitos (H)  
control 

1237 730 
539 

0 0 

H+LPS 1104 669 0 0 

 A  B 

Figura 10. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro 
réplicas de los geles de hialinocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A) e 

hialinocitos enfrentados a LPS durante 60 minutos (B). pI: punto isoeléctrico. 
PM: peso molecular en Kilodaltons. 

. 
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6.3.2 Estudio del efecto del enfrentamiento a Poly I:C en el 
proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis 

 En el enfrentamiento de granulocitos con Poly I:C durante tres 
tiempos diferentes se obtuvieron los siguientes datos: en los geles 
bidimensionales de granulocitos sin estímulo se detectaron 632 
marcas de media (Figura 11A), de las cuales 352 eran comunes a 
todos los geles del grupo (Figura 12A). Los geles los granulocitos 
incubados con Poly I:C durante 15 minutos mostraron 812 marcas de 
media (Figura 11B), de las que 582 fueron comunes a todas las 
réplicas (Figura 12B). En la exposición de granulocitos a Poly I:C 
durante 30 minutos la media de marcas proteicas detectada fue de 723 
(Figura 11C), de las que 591 fueron comunes a todas las réplicas 
(Figura 12C). Por último, tras la incubación con Poly I:C durante 60 
minutos se detectaron 719 marcas de media (Figura 11D), de las 
cuales 458 estaban presentes en todos los geles de este grupo (Figura 
12D). Al hacer una comparativa conjunta de las distintas condiciones 
se detectaron 269 marcas comunes a todos los tratamientos; en el caso 
de los granulocitos incubados con Poly I:C durante 15 minutos se 
observaron 5 marcas proteicas exclusivas de este grupo (Figura 11B) y 
para la exposición de 30 minutos se detectaron 3 marcas exclusivas de 
esta condición (Figura 11C).  
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 A  B 

 D 

Figura 11. Geles representativos del patrón proteico obtenido mediante 
electroforesis bidimensional de los granulocitos de Ostrea edulis sin estimulación 
(A) y granulocitos expuestos a Poly I:C durante 15 minutos (B), 30 minutos (C) y 60 
minutos (D).  Los círculos rojos indican aquellas marcas exclusivas de cada grupo. 

pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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A 

 
B 

 A  B 

 D  C 

Figura 12. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro réplicas 
de los geles que muestran la expresión proteica de los granulocitos de Ostrea edulis 
sin estimulación (A) y los granulocitos enfrentados a  Poly I:C  durante 15 minutos 

(B), 30 minutos (C) y 60 minutos (D). El peso molecular (PM) y el  punto isoeléctrico 
(pI) se indican en los ejes vertical y horizontal respectivamente. 
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 Al incubar hialinocitos con Poly I:C durante diferentes tiempos se 
observaron los siguientes resultados: los geles de hialinocitos control 
mostraron 491 marcas proteicas de media (Figura 13A), de las que 
350 estaban presentes en todas las réplicas (Figura 14A). Al enfrentar 
este tipo celular al inductor Poly I:C durante 15 minutos se observó 
una media de 313 marcas (Figura 13B), de las cuales 181 eran 
comunes a todo el grupo (Figura 14B). En el caso del enfrentameiento 
a Poly I:C durante 30 minutos se detectaron 531 marcas de media 
(Figura 13C), de las que 398 estaban presentes en los 4 geles de este 
tratamiento (Figura 14C). Al incubar hialinocitos durante 60 minutos 
con Poly I:C se observaron 330 marcas proteicas de media (Figura 
13D), de las que 219 fueron comunes a todas las réplicas (Figura 
14D). Comparando todos los geles se encontraron 151 marcas 
comunes a todos los tratamientos con hialinocitos. En los geles 
bidimensionales de hialinocitos sin exposición al inductor se observó 
1 marca exclusiva de este grupo (Figura 13A), con la incubación con 
Poly I:C de 15 minutos se detectaron 2 marcas exclusivas de este 
tratamiento (Figura 13B) y con el enfrentamiento al inductor durante 
30 minutos se encontraron 2 marcas exclusivas de esta condición 
(Figura 13C). 
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 A  B 

 D  C 

Figura 13. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en los 
hialinocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A) e hialinocitos enfrentados a Poly 

I:C durante 15 minutos (B), 30 minutos (C) y 60 minutos (D). Los círculos rojos 
indican aquellas marcas exclusivas de cada grupo. pI: punto isoeléctrico. PM: peso 

molecular en Kilodaltons. 
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Figura 14. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro réplicas 
de los geles que muestran la expresión proteica de los hialinocitos de Ostrea 
edulis sin estimulación (A) e hialinocitos enfrentados a Poly I:C  durante 15 

minutos (B), 30 minutos (C) y 60 minutos (D). El peso molecular (PM) y el  punto 
isoeléctrico (pI) se indican en los ejes vertical y horizontal respectivamente. 
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 El análisis de los geles bidimensionales de granulocitos e 
hialinocitos incubados con Poly I:C, indicando el numero de marcas 
proteicas comunes y exclusivas, se muestra en la tabla 3. 
 

Tabla 3. Resumen del análisis de geles 2-DE correspondientes a la estimulación con 
Poly I:C, donde se incluye el numero medio de marcas proteicas en los 4 geles de 
cada tipo hemocitario, el número de marcas proteicas comunes a las 4 réplicas de 

cada clase y el número de marcas proteicas comunes y exclusivas en la 
comparación de cafa tipo hemocitario de Ostrea edulis sin estimulación frente a la 
incubación con Poly I:C durante distintos tiempos. También se incluye el número 

de marcas identificadas de entre las exclusivas. 

Tipos 
hemocitarios y 

tratamiento 

Nº medio 
de marcas 
en los 4 
geles 

Nº de marcas 
comunes a las 
4 réplicas de 
cada grupo 

Comparación entre grupos 

Nº de 
marcas 

comunes 

Nº de 
marcas 

exclusivas 

Nº de 
marcas 

identificadas 

Granulocitos (G) 
control 

632 352 

269 

0 0 

G+Poly I:C 15 min 812 582 5 4 

G+Poly I:C 30 min 723 591 3 1 

G+ Poly I:C 60 min 719 458 0 0 

Presentes en varios G + Poly I:C pero no en G control 0 0 

Hialinocitos (H) 
control 

491 350 

151 

1 1 

H+Poly I:C 15 min 313 181 2 2 

H+Poly I:C 30 min 531 398 2 2 

H+Poly I:C 60 min 330 219 0 0 

Presentes en varios H + Poly I:C pero no en H control 0 0 

 

 6.3.3 Estudio del efecto del enfrentamiento a Zymosan A 
en el proteoma de granulocitos e hialinocitos de Ostrea edulis  

 El enfrentamiento de granulocitos con Zymosan A muestra los 
siguientes resultados: en el caso de los geles correspondientes a 
granulocitos sin estimulación, se detectaron 1130 marcas proteicas de 
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media de los 4 geles (Figura 15A), de las que 850 eran comunes a 
todas las réplicas (Figura 16A). En el caso de los granulocitos 
incubados con Zymosan A durante 30 minutos, los geles presentaban 
una media de 1141 marcas (Figura 15B), de las que 790 eran comunes 
a todas las réplicas (Figura 16B). Cuando el tiempo de incubación fue 
de 60 minutos se observaron 948 marcas proteicas de media (Figura 
15C), de los que 740 estaban presentas en todos los geles del grupo 
(Figura 16C). Se detectaron 646 marcas comunes a todos los 
tratamientos con granulocitos y no se encontraron marcas exclusivas 
de ningún tratamiento. 

 B  A 

 C 

Figura 15. Geles representativos del patrón proteico obtenido mediante 
electroforesis bidimensional de granulocitos de Ostrea edulis sin estimulación(A) 

y granulocitos enfrentados a Zymosan A durante 30 minutos (B) y durante 60 
minutos (C). pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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Figura 16. Mapas sintéticos de las marcas proteicas comunes a las cuatro réplicas 
de los geles de granulocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A) y granulocitos 

enfrentados a Zymosan A durante 30 minutos (B) y 60 minutos (C). pI: punto 
isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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 La incubación de hialinocitos con Zymosan A en diferentes 
condiciones deparó los siguientes resultados: los geles de hialinocitos 
sin estimulación presentaron 872 marcas proteicas de media (Figura 
17A), de los que 539 fueron comunes a todas las réplicas del grupo 
(Figura 18A). Al enfrentar este tipo celular a Zymosan A durante 15 
minutos se detectó una media de 722 marcas (Figura 17B), de las 
cuales 457 fueron comunes a todos los geles de esta condición (Figura 
18B). Cuando la incubación con Zymosan fue de 30 minutos se 
observaron 544 marcas de media (Figura 17C), con 414 comunes a las 
4 réplicas del grupo (Figura 18C). En el caso de la incubación con 
Zymosan de 60 minutos se detectaron 801 marcas de media en todos 
los geles del grupo (Figura 17D), de los que 533 estaban presentes en 
todos ellos (Figura 18D). Al realizar una comparación conjunta de los 
tratamientos con hialinocitos se encontraron 317 marcas proteicas 
comunes a todas las condiciones. Se detectó 1 marca proteica 
exclusiva de los hemocitos incubados con Zymosan durante una hora 
(Figura 17D). Por último, se observó 1 marca presente en todos los 
geles de hialinocitos enfrentados a Zymosan A y ausente en 
hialinocitos Control (Figura 19). 
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Figura 17. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en los 
hialinocitos de Ostrea edulis sin estimulación (A), e hialinocitos enfrentados a 

Zymosan A durante 15 minutos (B), 30 minutos (C) y 60 minutos (D). Los círculos 
rojos indican aquellas marcas exclusivas de cada grupo. pI: punto isoeléctrico. PM: 

peso molecular en Kilodaltons. 
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Figura 18. Mapas sintéticos de lasmarcas proteicas comunes a las cuatro réplicas de 
los geles que muestran la expresión proteica de los hialinocitos de Ostrea edulis sin 
estimulación (A) e hialinocitos enfrentados a Zymosan A durante 15 minutos (B), 30 
minutos (C) y 60 minutos (D). El peso molecular (PM) y el  punto isoeléctrico (pI) se 

indican en los ejes vertical y horizontal respectivamente. 
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Figura 19. Gel bidimensional representativo de las proteínas expresadas en los 
hialinocitos de Ostrea edulis al enfrentarlos a Zymosan A. El círculo rojo 

indica una marca presente en todos casos de incubación con Zymosan A pero 
ausente en los geles de hialinocitos no estimulados.  pI: punto isoeléctrico. PM: 

peso molecular en Kilodaltons. 
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 Los resultados del análisis de los geles del enfrentamiento a 
Zymosan A de granulocitos e hialinocitos se resumen en la tabla 4. 
 
 

Tabla 4. Resumen del análisis de geles 2-DE correspondientes a la estimulación con 
Zymosan A, donde se incluye el numero medio de marcas proteicas en los 4 geles 
de cada tipo hemocitario, el número de marcas proteicas comunes a las 4 réplicas 

de cada clase y el número de marcas proteicas comunes y exclusivas en la 
comparación de cada tipo hemocitario de Ostrea edulis sin estimulación frente a la 
incubación con Zymosan A durante distintos tiempos. También se incluye el número 

de marcas identificadas de entre las exclusivas. 

Tipos 
hemocitarios y 

tratamiento 

Nº medio de 
marcas en 
los 4 geles 

Nº de marcas 
comunes a las 4 
réplicas de cada 

grupo 

Comparación entre grupos 

Nº de 
marcas 

comunes 

Nº de 
marcas 

exclusivas 

Nº de 
marcas 

identificadas 

Granulocitos (G) 
control 

1130 850 

646 

0 0 

G+Zy 30 min 1141 790 0 0 

G+Zy 60 min 948 740 0 0 

Presentes en los dos G+Zymosan pero no en G control 0 0 

Hialinocitos (H) 
control 

872 539 

317 

0 0 

H+ Zy 15 min 722 457 0 0 

H+ Zy 30 min 544 414 0 0 

H+ Zy 60 min 801 533 1 0 

Presentes en varios H+Zymosan pero no en H control 1 1 

 

6.3.3 Identificación proteica 

 Todas las marcas proteicas consideradas exclusivas en las 
distintas comparaciones entre geles, mostradas en las tablas 2, 3 y 4, 
que presentaban una buena resolución en los geles (una distancia 
suficiente como para ser cortadas del gel sin interferir con otras 
marcas y con intensidad apropiada), se cortaron, se digirieron con 
tripsina y se secuenciaron mediante espectrometría de masas. Un total 
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de diecisiete marcas proteicas con peso molecular, pH e intensidad 
variables presentaron estos requisitos. Como se recoge en la tabla 5, la 
secuenciación permitió la identificación de proteínas específicas de 
granulocitos no estimulados (control) al compararlos con granulocitos 
enfrentados a LPS (Fig. 20), granulocitos enfrentados a Poly I:C 
durante 15 (Fig. 21A) y 30 minutos (Fig. 21B), hialinocitos no 
estimulados al compararlos con hialinocitos enfrentados a Poly I:C 
(Fig. 22A), hialinocitos enfrentados a Poly I:C durante 15 (Fig. 22B) y 
30 minutos (Fig. 22C), e hialinocitos enfrentados a Zymosan (15, 30 y 
60 minutos) al compararlos a hialinocitos no estimulados (Fig. 23). 

 

 

Figura 20. Gel bidimensional representativo de las proteínas expresadas en los 
granulocitos de Ostrea edulis sin inductor al compararlas con granulocitos 
enfrentados a LPS. Las proteínas identificadas se encuentran numeradas y 

marcadas en rojo. pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 
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Figura 21. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en 
los granulocitos de Ostrea edulis enfrentados a Poly I:C durante 15 minutos (A) y 
30 minutos (B). Las proteínas identificadas se encuentran numeradas y marcadas 

en rojo pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en Kilodaltons. 

A 

 

B 
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 Figura 22. Geles bidimensionales representativos de las proteínas expresadas en los 
hialinocitos de Ostrea edulis sin inductor (A) e hialinocitos enfrentados a Poly I:C 
durante 15 minutos (B) y 30 minutos (C). Las proteínas identificadas se encuentran 

numeradas y marcadas en rojo. pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en 
Kilodaltons. 
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 En el caso en que se identificó una proteína hipotética, la 
secuencia de aminoácidos identificada coincide con la secuencia de 
una proteína de la ostra C. gigas de la que no se conoce su nombre ni 
función. 

   

 

Figura 23. Gel bidimensional representativo de las proteínas expresadas en los 
hialinocitos de Ostrea edulis expuestos al Zymosan A. la proteína identificada 

como presente en los tres tiempos de incubación y ausente en el control aparece 
numerada y marcada en rojo. pI: punto isoeléctrico. PM: peso molecular en 

Kilodaltons. 
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6.4 DISCUSIÓN 

 Los patrones de expresión proteica de hialinocitos y granulocitos 
cambiaron al enfrentarlos a los distintos inductores de respuesta 
inmune. Se constató una tendencia inversa en granulocitos con 
respecto a hialinocitos pues el número de marcas proteicas en los 
geles de los primeros aumentó con el estímulo de los inductores, 
mientras que en los segundos el número de marcas disminuyó. Las 
diferencias observadas en respuesta celular entre granulocitos e 
hialinocitos frente al mismo estímulo son coherentes con las 
observaciones de los apartados previos. No obstante, hay que resaltar 
la diferencia marcada en el número de marcas proteicas registradas en 
los geles de los controles (granulocitos e hialinocitos no estimulados) 
del ensayo con Poly I:C en comparación con los ensayos con LPS y 
Zymosan. También es reseñable que el número de marcas proteicas en 
los geles de granulocitos no estimulados fue mayor que en los de 
hialinocitos no estimulados en las pruebas con Poly I:C y con 
Zymosan, tal como se registró en el apartado 4.3.1, mientras que en la 
prueba con LPS ocurrió lo contrario. 

 El número de marcas proteicas detectadas como exclusivas de 
tratamiento fue escaso. Una razón que justifica esta escasez es el 
carácter muy conservador del procedimiento experimental para 
aceptar una marca como exclusiva, (marcas presentes en todas las 
réplicas del tratamiento en cuestión, claramente separadas de otras, de 
intensidad adecuada e inequívocamente ausentes en todas las réplicas 
del tratamiento con que se compara). Por otro lado, el carácter 
exclusivamente cualitativo de nuestro estudio no recoge diferencias de 
cuantitativas que muy probablemente afectarían a un número mucho 
mayor de proteínas que las cualitativas (presencia/ausencia). Quizás el 
protocolo de separación hemocitaria pudo suponer un estrés para las 
células que las limitase para reaccionar frente a los estímulos 
empleados aunque se detectaron respuestas evidentes en la variación 
del número de marcas proteicas en los geles. 
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 Se detectaron discrepancias notables entre los valores teóricos del 
peso molecular y/o punto isoeléctrico (pI) de algunas de las proteínas 
identificadas y los valores observados según la posición de las marcas 
en los geles. Estas discrepancias podrían corresponder a isoformas 
generadas por una variedad de causas, incluidas las modificaciones 
postraduccionales, el empalme alternativo y la aparición de familias 
multigénicas (De La Fuente et al., 2011). Un único cambio de 
aminoácido o una modificación postraduccional (PTM) puede alterar 
el punto isoeléctrico de una proteína significativamente (Fields et al., 
2012).  

6.4.1 Pruebas con el inductor de respuesta inmune LPS  

En los ensayos con el inductor LPS se identificó una proteína 
exclusiva en los granulocitos no estimulados, la proteína 2 que 
contiene motivos tripartitos (TRIM2). Las proteínas que contienen 
motivos tripartidos (TRIM) están involucradas en una amplia gama de 
procesos biológicos, incluyendo diferenciación celular, apoptosis, 
regulación de la transcripción y transducción de señales, teniendo un 
papel esencial en la regulación de la inmunidad innata (Kawai & 
Akira, 2011; McNab et al., 2011; Ozato et al., 2008). Estudios 
recientes han demostrado que la activación de varias vías de 
señalización de suma importancia en el sistema inmune como NF-κß  
(factor nuclear kappa-ß ) están reguladas por múltiples moléculas, 
incluyendo la familia de proteínas TRIM (Kawai & Akira, 2011). La 
familia de genes TRIM está implicada en la respuesta antiviral de 
moluscos (He et al., 2015). El gen TRIM2 puede inhibir la 
transcripción viral; se sobreexpresa en ostras C. gigas infectadas por 
OsHV-1 (He et al., 2015; Jouaux et al., 2013; Rosani et al., 2015) y 
tras la exposición a Poly I:C (Green et al., 2015a, 2016a). Previamente 
se ha demostrado que las proteínas TRIM son un factor inmune 
importante también en ostras C. virginica (Guo et al., 2015; Guo & 
Ford, 2016). En la revisión de Kawai & Akira (2011) sobre proteínas 
TRIM se recoge que LPS produce un aumento en la expresión de 
algunas de ellas, mientras que no tiene efecto sobre otras, aunque no 
se menciona si LPS tiene o no efecto sobre TRIM2 concretamente. 
Nuestros resultados sugieren que LPS provoca el bloqueo o la 
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inhibición de la expresión de la proteína TRIM2 en los granulocitos de 
O. edulis, lo que confirmaría un papel para esta proteína en la 
respuesta inmune. 

6.4.2 Pruebas con el inductor de respuesta inmune Poly I:C 

En los ensayos con el inductor de respuesta inmune Poly I:C se 
identificaron 4 proteínas exclusivas de tratamiento en granulocitos, en 
concreto actina, aldosa 1-epimerasa, hidratasa metilglutaconil-CoA 
(AUH), proteína 36 que contiene dominios BTB y MATH y proteína 6 
que contiene dominios de repeticiones de anquirina, y 5 en 
hialinocitos, isopenicilina N epimerasa (IPN epimerasa), posible 
prolina iminopeptidasa (PIPasa), glutamina sintetasa (GS), hidratasa 
metilglutaconil-CoA (AUH) y una proteína hipotética detectada 
previamente en C. gigas con función desconocida. 

 La actina, como componente principal del citoesqueleto, 
desempeña papeles importantes en muchas funciones tales como 
motilidad celular, fagocitosis, movimiento de orgánulos y 
transducción de señales (Doussau & Augustine, 2000; May & 
Machesky, 2001; Valentijn et al., 1999). Los patógenos subvierten 
procesos normales de la célula huésped para crear un nicho 
especializado, que mejora su supervivencia. Un objetivo común y 
recurrente de patógenos es el citoesqueleto de la célula huésped, que 
es utilizado por estos microbios con propósitos que incluyen la unión, 
la entrada en las células, el movimiento dentro y entre las células, la 
formación de vacuolas y la remodelación, y la evasión de la 
fagocitosis (Gruenheid & Finlay, 2003). Se han documentado cambios 
en la expresión de actina en crustáceos en respuesta al virus del 
síndrome del punto blanco (WSSV) (Chai et al., 2010; H.-C. Wang et 
al., 2007) y al virus de cabeza amarilla (YHV) (Bourchookarn et al., 
2008). Del mismo modo, la expresión de actina varía en diferentes 
moluscos en respuesta a infecciones víricas, como es el caso del virus 
de necrosis viral aguda en Chlamys farreri (G. Chen et al., 2011) y del 
OsHV-1 en ostras C. gigas (Corporeau et al., 2014; Jouaux et al., 
2013). La regulación de la expresión de la actina por los parásitos P. 
olseni y B. ostreae se ha observado en almejas Ruditapes 
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philippinarum (Fernández-Boo et al., 2016) y ostras O. edulis 
(Martín-Gómez et al., 2012), respectivamente. Si bien se detectó la 
actina sólo en los granulocitos enfrentados a Poly I:C durante 15 
minutos, se trata de una proteína presente también en los granulocitos 
no estimulados, por tanto nuestros resultados podrían indicar la 
presencia de una isoforma de actina que ha sufrido modificaciones 
postranscripcionales como consecuencia del enfrentamiento a Poly 
I:C. Las proteínas relacionadas con la estructura y función del 
citoesqueleto son la primera diana del estrés oxidativo en bivalvos, 
destacando una relación directa entre la producción de ROS y 
variaciones en el citoesqueleto (Dalle-Donne et al., 2001; Gómez-
Mendikute & Cajaraville, 2003; Miura et al., 2005). La carbonilación 
y glutationtionación de la actina puede implicar un papel protector 
para la actina contra el estrés oxidativo (McDonagh et al., 2005). 
Además la fusión entre el fagosoma y el lisosoma requiere 
polimerización de actina (Stockinger, 2006). 

 La aldosa 1-epimerasa (también llamado mutarotasa) cataliza el 
equilibrio de α-y ß -anómeros de aldosas, jugando un papel clave en el 
metabolismo de los azúcares y en la vinculación de lactosa y 
galactosa. Este metabolismo central en el suministro de energía es 
esencial para el mantenimiento del organismo (Ruiz et al., 1992; 
Whittle & Gabbott, 1986). El contenido de glucógeno está 
positivamente relacionado con la supervivencia de ostras (Berthelin et 
al., 2000; Patrick et al., 2006) y un bajo almacenamiento de 
glucógeno podría conducir a un suministro insuficiente de glucosa en 
bivalvos durante la respuesta inmune, aumentando así la 
susceptibilidad a agentes patógenos. La inmunidad de un organismo es 
el mayor determinante de su supervivencia, y en ella influyen 
estrategias de relocalización de energía (X. Wang et al., 2012a, 
2012b). La regulación de las actividades de transporte de glucosa se 
ha observado en ostras C. gigas en respuesta a condiciones de estrés 
(Hanquet et al., 2011). La mortalidad de vieiras C. farreri infectadas 
por Vibrio anguillarum aumenta considerablemente cuando las 
reservas de glucógeno disponibles no son suficientes (X. Wang et al., 
2014). En almejas R. philippinarum afectadas por la enfermedad del 
anillo marrón se observa una disminución significativa del peso seco y 
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de las reservas de glucógeno (Flye-Sainte-Marie et al., 2007). Moreira 
et al. (2014) también detectaron cambios en la expresión de Aldosa 1-
epimerasa en los hemocitos de almejas R. philippinarum como 
respuesta a la infección bacteriana. La detección de aldosa 1-
epimerasa en los granulocitos de la ostra plana enfrentados a Poly I:C 
durante 15 minutos sugiere que una de las primeras reacciones en los 
granulocitos frente a un patógeno, vírico en este caso, es un reajuste 
de las reservas energéticas. 

 La hidratasa metilglutaconil-CoA (AUH) es una proteína 
bifuncional que puede modular la traducción mitocondrial y participa 
en el metabolismo de la leucina (Nakagawa et al., 1995), 
proporcionando un vínculo potencial entre el metabolismo 
mitocondrial y la regulación de genes. La mitocondria es central en el 
metabolismo celular y juega un papel fundamental tanto en la 
producción de energía como en la biosíntesis. El papel de la AUH en 
el catabolismo de la leucina puede estar relacionado con un efecto en 
la síntesis de proteínas de las mitocondrias (Richman et al., 2014).. 
Cambios en la expresión de genes y proteínas en respuesta a Poly I:C 
y a la infección por OsHV-1 se han estudiado en ostras C. gigas 
(Green & Montagnani, 2013; Jouaux et al., 2013; Corporeau et al., 
2014; Green et al., 2014b, 2016a; He et al., 2015; Rosani et al., 2015), 
observando una marcada regulación diferencial de proteínas 
involucradas en organización del citoesqueleto, sistema inmune, 
inducción de señales de estrés, vías de señalización y metabolismo 
energético; así como un aumento en la expresión de receptores de 
reconocimiento viral, moléculas de señalización y efectores antivirales 
en los hemocitos. Nuestra detección de AUH tanto en granulocitos 
como en hialinocitos de ostra plana enfrentados a Poly I:C durante 15 
minutos es coherente con la necesidad de síntesis proteica y 
regulación de la expresión génica asociada a la respuesta a dicho 
enfrentamiento. Es remarcable que la producción AUH como 
respuesta temprana antívirica sea común a ambos tipos hemocitarios 
de la ostra plana. 

 Las proteínas MATH-BTB funcionan como adaptadores que 
dirigen las proteínas a la ubiquitinación y posteriormente a la 
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proteólisis (Thomas, 2006). El sistema de ubiquitinación funciona en 
una amplia gama de procesos incluyendo transcripción, oncogénesis, 
apoptosis, ciclo celular y respuesta inmune (Passmore & Barford, 
2004). BTB es un dominio de interacción proteína-proteína que 
participa en diversas funciones celulares de vital importancia entre las 
que destaca la unión de diversas proteínas a ubiquitinas para su 
degradación (Perez-Torrado et al., 2006). Por otro lado el dominio 
MATH es un dominio homólogo a TRAF y Meprina, que forma parte 
de TRAFs (factores asociados a receptores de TNF (Factor de necrosis 
tumoral)), y se encuentra frecuentemente en proteínas implicadas en la 
transducción de señales (Perez-Torrado et al., 2006). Los TRAFs 
pueden activar las vías de señalización JNK (quinasas C-Jun N-
terminal) y NF-κß, dando lugar a diversas respuestas tales como 
inflamación, apoptosis, proliferación celular y respuestas inmunitarias 
contra patógenos (Dempsey et al., 2003; Hehlgans & Pfeffer, 2005; L. 
Li et al., 2009). Se han caracterizado dominios MATHs en TRAFs de 
varios bivalvos como C. farreri (Qiu et al., 2009),  y en ostras como 
Pinctada fucata (Huang et al., 2012) y C. gigas (B. Huang et al., 
2014). Varios genes con dominios MATH forman parte de vías de 
señalización celular implicadas en la inmunidad innata de varios 
bivalvos, entre ellos las ostras C. gigas (Toubiana et al., 2014).. 
Thomas, (2006) sugirió que las proteínas MATH-BTB forman parte 
de un inmunoproteosoma relacionado con la defensa antiviral. Por 
otro lado los factores TRAFs con un dominio completo de MATH 
tienen mayor probabilidad de participar directamente en la respuesta 
inmune (B. Huang et al., 2014). MATH se encuentra entre los 
dominios implicados en la inmunidad antiviral de varios moluscos 
marinos, como son las ostras C. gigas (Green et al., 2015a). La 
detección de la proteína 36 que contiene dominios BTB y MATH en 
los granulocitos de la ostra plana europea enfrentados a Poly I:C 
durante 15 minutos es coherente con la información de los artículos 
previos mencionados y confirmaría el papel de esta proteína en la 
respuesta antivírica de los granulocitos de O. edulis. 

 Las repeticiones de anquirina (AR) están presentes en muchas 
proteínas biológicamente importantes, y funcionan como reguladores 
de interacciones específicas proteína-proteína (Ghosh et al., 1998), 
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por lo que tienen gran relevancia en la señalización celular. Proteínas 
que presentan repeticiones de anquirina se han encontrado en diversos 
bivalvos y se consideran moléculas fundamentales en la inmunidad 
innata (Montagnani et al., 2008; D. Zhang et al., 2009b; Mu et al., 
2010; Q. Yang et al., 2011; Lee et al., 2013; L. Zhang et al., 2014). 
Las repeticiones de anquirina (AR) son responsables de la interacción 
con proteínas NF-kß, y por tanto, participan en la activación de la vía 
de señalización NF-kß (Baldwin, 1996). Se han observado genes de 
proteínas con dominios AR cuya expresión varía entre ostras C. gigas 
resistentes y susceptibles al fenómeno de la mortalidad estival (Fleury 
& Huvet, 2012). Genes anquirina se han observado con una expresión 
diferencial en respuesta a una infección bacteriana en varios moluscos 
(McDowell et al., 2014; K.-J. Wang et al., 2008). Una proteína con 
repeticiones de anquirina se incluye entre los genes con importancia 
relevante en la respuesta de ostras C. gigas frente a OsHV-1 (Rosani 
et al., 2015) Dentro de los genes que más veces se han observado 
expresados de manera diferencial en respuesta al estrés en bivalvos se 
encuentran genes de proteínas con dominios AR (Miao et al., 2015). 
Además, el dominio de repeticiones de anquirina es uno de los genes 
de O. edulis que presentan una expresión regulada por la infección por 
el parásito B. ostreae (Martín-Gómez et al., 2012). Nuestra detección 
de la proteína 6 que contiene repeticiones de Anquirina en 
granulocitos expuestos a Poly I:C durante 30 minutos confirma su 
implicación en la respuesta antiviral de los granulocitos de O. edulis. 
La discrepancia importante entre el valor teórico del peso molecular 
de la proteína 6 que contiene repeticiones de Anquirina y el valor 
observado en el gel podría corresponder a isoformas generadas por 
una variedad de causas, como modificaciones postraduccionales 
(Roger et al., 2008), empalme alternativo o existencia de familias 
multigénicas (De La Fuente et al., 2011).  

 La isopenicilina N epimerasa (IPN epimerasa) es la enzima que 
cataliza la conversión de isopenicilina N en penicilina N en hongos, 
dando lugar a la formación de cefalosporina, uno de los mejores 
antibióticos ß -lactámicos, ampliamente utilizado en el tratamiento de 
enfermedades infecciosas (Martin et al., 2004). Se ha identificado IPN 
epimerasa como una proteína exclusiva de los hialinocitos de O. 
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edulis no estimulados al compararlos con hialinocitos expuestos a 
Poly I:C, desgraciadamente la falta de bibliografía hace que su 
función no esté clara en moluscos. 

 La prolina iminopeptidasa (PIPasa) es una enzima que actúa 
específicamente escindiendo los residuos N-terminal de los residuos 
de prolina (Sarid, 1962). Las enzimas peptidasas son particularmente 
cruciales en la inmunidad innata debido a su capacidad para hidrolizar 
componentes proteicos de microorganismos invasores (Allam et al., 
2000; Paillard et al., 2004). Tras la formación del fagolisosoma, 
además del efecto tóxico de las ROS, los microorganismos 
fagocitados son atacados por una variedad de enzimas lisosómicas, 
entre ellas las peptidasas (Gestal et al., 2008). En nuestro estudio la 
proteína prolina iminopeptidasa (PIPasa) se detectó únicamente en 
hialinocitos enfrentados a Poly I:C durante 15 minutos; es posible que 
dicho enfrentamiento provocase una respuesta temprana antiviral en 
los hialinocitos, con participación de esta peptidasa para degradar 
proteínas víricas. 

 La glutamina sintetasa (GS) es una enzima ubicua que participa 
en funciones celulares complejas, incluyendo el metabolismo del 
nitrógeno, el reciclaje del neurotransmisor glutamato, la síntesis de 
glutamina para la producción de aminoácidos, azúcares... (Caizzi et 
al., 1990). La glutamina sintetasa cataliza varias reacciones, siendo la 
conversión de glutamato en glutamina la principal (Tate et al., 1972), 
proporcionando así nitrógeno para la producción de purinas, 
pirimidinas, aminoácidos y otros componentes requeridos en muchos 
procesos celulares esenciales. La vía glutamina sintetasa / Glutamato 
sintetasa (GltS) es de crucial importancia en las células ya que 
L-glutamina y L-glutamato son donantes de nitrógeno para la 
biosíntesis de los principales compuestos que contienen N, 
incluyendo, aminoácidos, nucleótidos y poliaminas entre otros 
(Reitzer, 1996). En mejillones M. galloprovincialis enfrentados con 
bacterias se observó un incremento de glutamina sintetasa (Ji et al., 
2013; H. Wu et al., 2013a). Esta enzima también se detetctó 
relacionada con el sistema inmune de las almejas Mya arenaria y R. 
philippinarum en respuesta a una infección bacteriana (Araya et al., 
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2010; Moreira et al., 2014). La expresión del enzima GS varió en la 
ostras C. gigas expuestas a distintos tipos de estrés, como hipoxia y 
contaminantes (Boutet et al., 2004a; Sussarellu et al., 2010; Tanguy et 
al., 2005b). Existen virus capaces de producir cambios en los niveles 
de glutamina (Yu et al., 2011), cuya formación depende de GS. 
Además entre los genes implicados en la respuesta inmune innata de 
langostinos frente al virus del síndrome de punto blanco se encuentra 
GS (Shi et al., 2010). La detección de GS en los hialinocitos de O. 
edulis enfrentados a Poly I:C durante 15 minutos sugiere la 
implicación de esta enzima en la respuesta antiviral de los hialinocitos 
de la ostra plana. 

6.4.3 Pruebas con el inductor de respuesta inmune ZymosanA 

 Tan sólo se identificó una proteína inducida en los ensayos 
realizados con el inductor Zymosan A, la cadena ß de espectrina, 
presente en todas las muestras de hialinocitos enfrentados a Zymosan, 
en todos los tiempos de incubación (15, 30 y 60 minutos) y ausente en 
los hialinocitos no estimulados. 

 La espectrina es una proteína de unión a actina, componente 
principal de un sistema de proteínas estructurales asociadas con la 
superficie citoplasmática de las membranas plasmáticas de la mayoría 
de las células de metazoos (Bennett & Gilligan, 1993), contribuyendo 
a la vinculación entre la membrana plasmática y el citoesqueleto 
(Röper et al., 2002). Las subunidades ß contienen la mayor parte de 
los sitios de reconocimiento de espectrina a otras proteínas, 
incluyendo anquirinas y actinas (Hu et al., 1995). Se han observado 
espectrinas presentes en moluscos, como el gasterópodo Haliotis 
midae y los bivalvos Chlamys farreri y Mytilus trossulus (Bairati & 
Gioria, 2008; Dyachuk & Odintsova, 2009; Huan et al., 2011; Picone 
et al., 2015). El citoesqueleto de espectrina-actina junto con las 
anquirinas juega papeles clave en actividades tales como motilidad 
celular, activación, proliferación, contacto y mantenimiento de 
dominios especializados de membrana (Bennett & Chen, 2001). Se ha 
establecido que las proteínas que comprenden dominios de espectrina 
juegan un papel importante en el desarrollo o iniciación de la 
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respuesta inmune (Mosavi & Cammett, 2004), recientemente dichos 
dominios fueron descritos con una elevada importancia en la 
inmunidad innata de moluscos (Picone et al., 2015). Nuestro hallazgo 
de que el enfrentamiento a Zymosan induzca la producción de esta 
proteína en hialinocitos de ostra plana concuerda con la importancia 
de las espectrinas en la inmunidad de moluscos.  

 Por otro lado se sabe que Zymosan induce procesos de fagocitosis 
por parte de los hemocitos desencadenando una serie de respuestas 
inmunológicas (Aladaileh et al., 2007a), y que resulta ser uno de los 
estimulantes más potente del estallido respiratorio (Costa et al., 2008; 
Ordás et al., 2000). Las proteínas relacionadas con la estructura y 
función del citoesqueleto son la primera diana del estrés oxidativo en 
bivalvos, destacando una relación directa entre la producción de ROS 
y variaciones en el citoesqueleto (Dalle-Donne et al., 2001; Gómez-
Mendikute & Cajaraville, 2003; Miura et al., 2005). Teniendo en 
cuenta que las espectrinas participan en funciones importantes del 
citoesqueleto (Das et al., 2006), tiene sentido que el enfrentamiento a 
Zymosan provoque cambios en la expresión de la proteína espectrina 
en los hialinocitos de la ostra plana. 

 En nuestros resultados detectamos una diferencia importante entre 
el valor teórico del peso molecular de la cadena ß de espectrina y el 
valor observado en el gel; esta diferencia podría corresponder a 
isoformas generadas por diferentes causas, como modificaciones 
postraduccionales (Roger et al., 2008), empalme alternativo y 
existencia de familias multigénicas (De La Fuente et al., 2011). 
 

En definitiva, los granulocitos e hialinocitos de ostra plana son 
células que participan en la respuesta inmune y su enfrentamiento in 
vitro por separado a conocidos inductores de respuesta inmune dio 
lugar a variaciones de sus proteomas respectivos. Entre las proteínas 
cuya expresión varió se identificaron 6 en granulocitos, otras 6 en 
hialinocitos y una más que varió en ambos tipos hemocitarios; la 
mayor parte de las proteínas identificadas tienen funciones 
reconocidas en la respuesta inmune.  
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 7 DISCUSION GENERAL 

 Como resultado del estudio proteómico del sistema inmune de la 
ostra plana O. edulis, a través de los diferentes planteamientos 
experimentales recogidos en los capítulos previos, se han identificado 
un gran número de proteínas con papeles relevantes en distintas 
funciones en el ámbito de la respuesta inmune de la ostra plana y, por 
tanto, vitales para la supervivencia del bivalvo. Con objeto de 
proporcionar una visión conjunta e integradora de las aportaciones de 
cada uno de los planteamientos experimentales, a continuación se 
reunen todas las proteínas identificadas a lo largo del estudio, 
repartidas por grupos funcionales, revisando su implicación en las 
secciones del estudio. 

7.1 PROTEÍNAS RELACIONADAS CON APOPTOSIS 

 Los mecanismos y vías de señalización que subyacen a la 
apoptosis son cruciales en la defensa inmune de moluscos contra 
parásitos protozoarios, patógenos y en procesos de toxicidad 
ambiental causada por diferentes contaminantes y sustancias tóxicas 
(Kiss, 2010; Schaumburg et al., 2006; Sokolova, 2009).  

 Se han identificado dos proteínas implicadas en apoptosis con 
relevancia en la respuesta de la ostra a Bonamia spp. Se trata de dos 
proteínas detectadas exclusivamente en el grupo de hemolinfa de 
ostras de la estirpe EGS negativo para ambas especies de Bonamia: la 
proteína Lupus La y la catepsina B. La proteína Lupus La participa 
en la síntesis proteica, modulando estabilidad y/o la traducción de 
otras proteínas asociadas con la apoptosis (Valavanis et al., 2007). Las 
catepsinas son proteínas implicadas en apoptosis. Tienen un papel 
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fundamental en la respuesta inmune de bivalvos, estando implicados 
en la interacción entre almejas y parásitos Perkinsus spp. (Kang et al., 
2006; Soudant et al., 2013) y en los genes de defensa de vieiras C. 
farreri (Wang et al., 2009b). Se ha observado que el gen de la 
catepsina B se sobreexpresa en la relación O. edulis- Bonamia spp. 
(Morga et al., 2012). La manipulación de procesos apoptóticos del 
huésped por parásitos intracelulares ocurre tanto en vertebrados como 
en invertebrados (Deveraux et al., 1997; Schaumburg et al., 2006). 
Estudios previos sugieren que, B. ostreae podría inhibir la apoptosis 
para sobrevivir dentro de los hemocitos de su hospedador (Gervais et 
al., 2016; Morga et al., 2012, 2017). En nuestro estudio  catepsina B 
tiene un especial interés ya que es uno de los candidatos propuestos en 
este esudio como marcador de resistencia o tolerancia a bonamiosis.   

 En la comparación entre los tipos hemocitarios dentro de 
granulocitos se han identificado un gran número de proteínas 
implicadas en apoptosis. El sistema ubiquitina proteosoma, al cual 
pertenece la enzima de conjugación de ubiquitina E2W (UBE2W), 
está implicado en procesos de muerte celular programada (Yamamoto 
et al., 2006). Las proteínas que contienen motivos tripartitos (TRIM), 
como TRIM38 y TRIM2, están involucradas en apoptosis (Kawai & 
Akira, 2011; McNab et al., 2011; Ozato et al., 2008). SOCS, que 
forma parte de la proteína 13 que contiene repeticiones de anquirina y 
SOCS box (ASB-13), es un importante regulador de citoquinas 
(Yoshimura et al., 2007), las cuales están relacionados con apoptosis 
(Barcia & Ramos-Martinez, 2008; Ottaviani et al., 2004, 1997). Las 
proteínas N-acetillactosaminida ß -1,6-N-acetilglucosaminil transferasa 
(GlcNAcT), cistatina A2 y la proteína 4 con repeticiones F-
box/LRR están involucrados en la producción de citoquinas 
(Brockhausen et al., 1989; Ochieng & Chaudhuri, 2010; Taguchi et 
al., 2000; J. Q. Wang et al., 2014); pudiendo participar en la 
regulación de procesos apoptóticos. Las proteínas quinasas activadas 
por mitógenos (MAPKs) como MAPK1 y la proteína 1 de unión a 
MAPK, forman parte de una de las vías de señalización más 
importantes en el control de múltiples procesos fisiológicos, entre 
otros la muerte celular programada (Gerdol & Venier, 2015). Las 
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MAPKs pueden ser activadas mediante GTPasas de la familia Ras, en 
nuestro estudio se han identificado varias proteínas relacionadas con 
las vías de señalización Ras y MAPKs, estando por tanto 
estrechamente involucradas en procesos de apoptosis. Es el caso de la 
proteína 44 activadora de Rho GTPasa (Lacal, 1997), la proteína 1 
que contienen dominios homólogos a pleckstrina y asociados a Ras 
(Chang & Karin, 2001; Lewis et al., 1998; Matsunaga-Udagawa et al., 
2010; Sturgill & Wu, 1991; Therrien et al., 1999), así como los 
receptores de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR) 
(Technau et al., 2005) y el potenciador de conector supresor quinasa 
de Ras 2 (CNKSR2) (X. Wang et al., 2008). Además, se han 
identificado otras proteínas que participan de manera importante en 
procesos apoptóticos: el factor elongación 1 alfa (EF1-α) (Gangwani 
et al., 1998; Lamberti et al., 2004), el factor de mortalidad 4 
(MORF4) (Bertram et al., 1999; Chen et al., 2010; Liang et al., 
2010), la baculoviral IAP (Deveraux et al., 1999; Krammer, 2000; 
Salvesen & Duckett, 2002), la poli [ADP-ribosa] polimerasa 3 
(PARP3) (Hartwig, 2001; Yu et al., 2006), la serina proteasa 
mitocondrial (HtrA2) (Jeyaraju et al., 2009; Kiss, 2010; Sokolova, 
2009; Suzuki et al., 2004) y la proteína 1 que interactúa con 
huntingtina (HIP1) (Hackam et al., 2000; Raychaudhuri et al., 2007). 

 Por su parte, en hialinocitos también se han identificado proteínas 
relacionadas con apoptosis pero en un número mucho menor.  Destaca 
la caspasa 2 que está implicada en gran cantidad de vías apoptóticas 
(Creagh et al., 2003) y la p53 (Kiss, 2010; Royds & Iacopetta, 2006; 
Sokolova, 2009). Otras proteínas relacionadas con procesos de muerte 
celular y apoptosis son: el potenciador de unión a cajas CCAAT 
(C/EBP) (Gaffen, 2011; Pope et al., 2000), la galectina (Davicino et 
al., 2011; Rabinovich & Gruppi, 2005; Vasta, 2009), la subunidad 4 
reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Berton & Lowell, 
1999), la metalotioneína IV (Kiningham & Kasarskis, 1998; Sato & 
Bremner, 1993), la ß-integrina (Terahara et al., 2006) y la miticina C 
(Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004). 
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7.2 PROTEÍNAS IMPLICADAS EN VÍAS DE SEÑALIZACIÓN 

 El sistema inmune innato está bajo control de una compleja red de 
vías de señalización conservadas evolutivamente, que se activan 
dependiendo de diferentes estímulos o invasiones. Las cascadas de 
señalización celular coordinan la inducción de numerosos genes 
implicados en la respuesta inmune e inflamatoria (Song et al., 2010).  

 En granulocitos se han identificado las siguientes proteínas 
implicadas en vías de señalización: MAPKs como MAPK1 y la 
proteína similar a p1 de unión a MAPK, forman parte de una de las 
vías de señalización más importantes en el control de variedad de 
procesos fisiológicos, incluyendo la inmunidad innata de bivalvos 
(Gerdol & Venier, 2015). La vía de señalización NF-κß que tiene un 
papel central en la coordinación de la expresión de una amplia 
variedad de genes que controlan respuestas inmunes (Li & Verma, 
2002). La proteína 1 de translocación de linfoma del tejido linfoide 
asociado a mucosas, isoforma X1 (MALT1) es uno de los 
componentes esenciales, necesarios para el correcto funcionamiento 
de la vía de señalización NF-κß (Hayden et al., 2006). La proteína 1 
que contiene dominios homólogos a pleckstrina y asociados a Ras, 
está relacionada con la cascada de señalización de Ras-ERK (Chang & 
Karin, 2001; Lewis et al., 1998; Matsunaga-Udagawa et al., 2010; 
Sturgill & Wu, 1991); por otro lado el dominio PH (homólogo 
pleckstrina), estimula la vía de señalización MAPK (Therrien et al., 
1999). Las proteínas con dominios de repeticiones de anquirina y 
SOCS box (ASB) están implicadas en la señalización celular del 
sistema inmune (Kamura et al., 1998). SOCS son inhibidores de las 
vías de señalización de citoquinas, se trata de reguladores fisiológicos 
clave del sistema inmune (Yoshimura et al., 2007), que controlan el 
exceso de citoquinas e inhiben una variedad de vías de transducción 
de señales, en particular vías JAK-STAT (Croker et al., 2008; 
Yoshimura et al., 2007). La enzima de conjugación de ubiquitina 
E2W (UBE2W) pertenece al sistema ubiquitina proteosoma, 
implicado en señalización inmune (Yamamoto et al., 2006). El 
potenciador de conector supresor quinasa de Ras 2 (CNKSR2) es 
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capaz de regular la activación de la cascada de señalización Ras-ERK 
(Anselmo et al., 2002; Brennan et al., 2011; Clapéron & Therrien, 
2007). La fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato fosfodiesterasa gamma 1 
(PLCɣ1) es la responsable de la producción de los segundos 
mensajeros DAG e IIP3, componentes esenciales en mecanismos de 
transducción de señales (Bloomquist et al., 1988). Las cistatinas están 
implicadas en la activación de la vía del complemento (Iwanaga et al., 
1998; Smith et al., 1999; Vasta et al., 1999). El receptor del factor de 
crecimiento de fibroblastos 1-A (FGFR1A) está implicado en vías de 
señalización Ras-MAPK (Technau et al., 2005). Las enzimas serina 
proteasa, a las que pertenece (HtrA2), están implicadas en la 
activación de la cascada del complemento (Rawlings & Barrett, 1993) 
y del sistema profenoloxidasa (Aladaileh et al., 2007a; Cong et al., 
2005; Hellio et al., 2007). Las proteínas de reconocimiento de 
peptidoglicano (PGRPs) desempeñan un papel central en la activación 
de vías de transducción de señales tipo Toll o Inmunodeficiencia 
(IMD) (Royet & Dziarski, 2007). 

 También en granulocitos se han identificado otras proteínas con 
funciones relevantes en transducción de señales, como son: TRIM38 
y TRIM2 (Kawai & Akira, 2011; McNab et al., 2011; Ozato et al., 
2008), EF1-α (Gangwani et al., 1998; Lamberti et al., 2004), HSP90 
(Hahn, 2009; Pratt & Toft, 2003; Yahara et al., 1998), baculoviral 
IAP (BIR) (Rosani et al., 2015), las moléculas de adhesión celular 
relacionada con el antígeno carcinoembrionario (CEACAMs) 
(Hammarström, 1999), las proteínas G de unión a nucleótidos de 
guanina (D. Wang et al., 2011), HIF-1 (Semenza, 2007) y la 
proteína activadora de Rho GTPasa 44 (Bokoch, 2005).  

 Las siguientes proteínas identificadas en hialinocitos también 
participan en diversas vías de señalización: las proteínas 
relacionadas con el receptor de lipoproteínas de baja densidad 
(LDR) pertenecen a la vía de señalización WNT capaz de regular 
muchos procesos inmunes (Staal et al., 2008). La vía de señalización 
PI3K conduce a la activación de la familia Rho GTPases (Berton & 
Lowell, 1999). El receptor transmembrana tirosina-quinasa (ROR) se 
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consideran reguladores centrales de la señalización Wnt (Green et al., 
2008). Las filaminas tienen un papel activo en las vías de señalización 
a través de la activación de NF-κß (Feng & Walsh, 2004; Vasselon, 
2002). Además también se han identificado: flotillinas (Hoehne et al., 
2005; Langhorst et al., 2007), repeticiones de anquirina (AR) que 
participan en la activación de la vía de señalización NF-κß (Baldwin, 
1996), el gen armadillo involucrado en la señalización TLR 
(McGettrick & O’Neill, 2004) e integrinas (Tyrer et al., 2006). 

 Tanto en granulocitos como en hialinocitos se han identificado 
diversas isoformas de inhibidores de disociación GDP Rho 
(RhoGDI); proteínas implicadas en la regulación de Rho GTPasas 
(Golovanov et al., 2001; Olofsson, 1999), proteínas de señalización 
intracelular que regulan múltiples vías implicadas en organización del 
citoesqueleto, adhesión y apoptosis (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy 
et al., 2010).  

 En granulocitos enfrentados a Poly I:C se identificó la proteína 
36 que contiene dominios BTB y MATH y la proteína 6 que 
contiene repeticiones de anquirina. ambas proteínas implicadas en 
transducción de señales.  

7.3 PROTEÍNAS RELACIONADAS CON PROCESOS REDOX  

 El balance redox es un proceso importante para la defensa celular. 
El aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), 
conocido como "estallido respiratorio", tiene como objetivo la 
degradación de microorganismos invasores (Bachère et al., 1991; 
Comesaña et al., 2012). ROS actúan como potentes efectores 
inmunológicos y muestran un amplio espectro de toxicidad siendo 
cruciales en la defensa del hospedador y en el buen funcionamiento de 
los hemocitos. 

 Nuestro estudio ha identificado varias proteínas que participan en 
la respuesta al estrés oxidativo de la célula. En relación con la 
respuesta a Bonamia spp., se identificaron la biliverdina reductasa A 
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(BVRA) y la superóxido dismutasa extracelular [Cu-Zn] (EcSOD) en 
el grupo de hemolinfa no infectado de las ostras de la estirpe EGS. El 
producto de la enzima BVRA, la bilirrubina, se ha descrito como un 
potente limpiador de ROS con efecto citoprotector (Kapitulnik & 
Maines, 2009). Se sabe que SOD está implicada en la respuesta al 
estrés oxidativo (Gonzalez et al., 2005), siendo uno de los 
mecanismos más importantes de defensa antioxidante en casi todas las 
células, incluyendo las de moluscos (Anju et al., 2013a). Varios 
estudios muestran la implicación de la SOD en la respuesta inmune de 
bivalvos, entre otros en la interacción parásito-hospedador; la 
expresión de EcSOD en ostras resistentes Saccostrea glomeratato al 
parásito Martelia sydneyi es mucho mayor que en aquellas no 
resistentes (Green et al., 2009). La expresión de SOD varía en los 
hemocitos de O. edulis desafiados in vitro por B. ostreae (Morga et 
al., 2011b). Además de su papel antioxidante, la SOD es responsable 
de producir H2O2, un segundo mensajero importante que tiene 
potencial para causar daño oxidativo en parásitos, activar la 
transcripción de genes y las vías de transducción de señales e influir 
en la activación celular (Goodall et al., 2004; Reth, 2002). Por tanto, 
niveles altos de actividad de Cu/Zn SOD pueden dar lugar a un 
estallido respiratorio más potente y letal (Goodall et al., 2004). La 
inhibición de esta enzima por Bonamia spp. podría representar una 
estrategia eficaz para sobrevivir. 

 Además la tiorredoxina 1 y la glutatión S-transferasa omega 
(GSTΩ) (Lillig & Holmgren, 2007; Martins et al., 2014), se 
detectaron en el grupo de hemolinfa positivo para Bonamia spp. de la 
estirpe EGS y en el grupo de hemolinfa con señal positiva débil para 
B. ostreae de la estirpe ERS, respectivamente. Dicha proteína también 
podría ser producida por el protozoo para protegerse de la defensa del 
bivalvo pues en P. marinus se observó un aumento en la expresión de 
la tiorredoxina después de la exposición al mucus de C. virginica 
(Pales Espinosa et al., 2014). GST juega un papel importante en la 
defensa de bivalvos contra parásitos; en R. philippinarum el gen GST 
se expresa en almejas infectadas por P. olseni (Kang et al., 2006) y en 
ostras C. virginica parasitadas por P. marinus (Tanguy et al., 2004). 
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El aumento de la expresión de GSTΩ se ha documentado previamente 
durante la interacción de O. edulis - B. ostreae (Martín-Gómez et al., 
2012; Morga et al., 2011b). En nuestro estudio la glutatión 
S-transferasa 3 (GST3) se ha identificado como exclusiva de 
granulocitos. GST es uno de los mayores xenobióticos detoxificantes 
(Blanchette et al., 2007) y está relacionada con la reducción de la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Martins et al., 
2014). 

 Se identificaron componentes clave de la cadena respiratoria en 
los grupos de hemolinfa negativos para Bonamia spp. de ostras de las 
estirpes EGS y EGNS: citocromo C oxidasa subunidad I; NADH 
deshidrogenasa, NADH-ubiquinona oxidorreductasa y succinato 
deshidrogenasa (SDH). La modificación de la expresión en bivalvos 
de tales proteínas por diferentes parásitos se ha descrito previamente 
(Kang et al., 2006; Perrigault et al., 2009; Prado-Alvarez et al., 2009a; 
Tanguy et al., 2004), y así como en el caso concreto de la expresión 
génica de O. edulis infectada por B. ostreae (Martín-Gómez et al., 
2012). La cadena respiratoria mitocondrial es esencial en la respuesta 
inmune de los moluscos: i) las células inmunoestimuladas presentan 
mayores necesidades metabólicas y energéticas (Coyne, 2011; Van 
Rensburg & Coyne, 2009); ii) un sistema funcional de transporte de 
electrones es necesario para la fagocitosis de patógenos (Van 
Rensburg & Coyne, 2009) y iii) la actividad intensiva de la cadena 
respiratoria genera un exceso de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
(Koopman et al., 2010), considerado un mecanismo de defensa contra 
patógenos invasores (De Zoysa et al., 2009b). Dos de ellas, la NADH 
deshidrogenasa y la citocromo C oxidasa subunidad I, se 
detectaron como exclusivas de granulocitos. Además, ésta es uno de 
los candidatos propuestos en este estudio como posible marcador de 
resistencia o tolerancia a bonamiosis 

 Otras de las proteínas identificadas en granulocitos que participan 
en la producción de ROS y en reacciones celulares redox son: 
CNKSR2 (X. Wang et al., 2008), la proteína G de unión a 
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nucleótidos de guanina subunidad α (Luo et al., 2014) y el factor 
inducible de hipoxia-1 alfa (HIF-1α) (Choi et al., 2013). 

 Además se han identificado proteínas que participan en dicho 
proceso en hialinocitos: la transcetolasa 2 (TKT2) tiene un papel 
relevante en la tolerancia al estrés oxidativo (Campos et al., 2012; 
Dheilly et al., 2013; Go & Jones, 2008), y la capacidad de eliminar 
ROS del citoplasma (Tomanek, 2012). La enzima piridoxina-5'-
fosfato oxidasa (PNPO) catalizada la biosíntesis de vitamina B6 (di 
Salvo et al., 2003), un antioxidante clave en la extinción de oxígeno 
singlete y anión superóxido (Ehrenshaft et al., 1999; Jain & Lim, 
2001; Osmani et al., 1999). Las metalotioneínas (MTs) son 
importantes reguladores del estrés oxidativo (Kiningham & Kasarskis, 
1998; Sato & Bremner, 1993). La subunidad 4 reguladora de 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)  tiene un papel relevante en 
estallido respiratorio y en la producción de NO en los hemocitos 
(García-García et al., 2008). La proteína 2 similar a monooxigenasa 
que contiene flavina FMO GS-OX juega un papel clave en 
detoxificación (Boutet et al. 2004a). 

7.4 PROTEÍNAS RELACIONADAS CON EL CITOESQUELETO  

 El citoesqueleto desempeña un papel central en muchas funciones 
celulares como regulación de la forma celular, división celular, 
adhesión, motilidad, migración, transducción de señales y fagocitosis 
(May & Machesky, 2001). Muchos parásitos son capaces de desafiar 
la maquinaria celular para invadir y sobrevivir dentro de las células 
huésped (Rottner et al., 2004). Las interacciones parásito-hospedador 
están implicadas en cambios citoesqueléticos (Gruenheid & Finlay, 
2003). Por tanto, el citoesqueleto juega un papel crucial en la 
respuesta inmune (Wickramarachchi et al., 2010), participando en la 
eliminación de patógenos (G. Chen et al., 2011) 

 En la comparación del proteoma de la hemolinfa entre ostras con 
diagnóstico diferente para Bonamia spp. se identificaron varias 
proteínas relacionadas con el citoesqueleto: el complejo-T de la 
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proteína 1α, la proteína 3 que contiene el dominio FH1/FH2, la 
proteína similar a Kelch 24 y la proteína 3B que contiene el 
dominio factor A Von Willebrand se detectaron en el grupo de 
hemolinfa negativo de las ostras de la estirpe EGS. Cabe destacar que 
dos de ellas, la proteínas similar a Kelch 24 y la 3B que contiene el 
dominio factor A Von Willebrand se proponen como posibles 
marcadores de resistencia o tolerancia a bonamiosis. La cadena 
pesada de dineína citoplasmática se detectó en el grupo de 
hemolinfa con señal positiva débil para B. ostreae de ostras de la 
estirpe. Cambios en proteínas de O. edulis relacionadas con el 
citoesqueleto asociados a la parasitación por Bonamia spp. se han 
documentado previamente, lo que es coherente con la fagocitosis del 
parásito por los hemocitos de la ostra (Chagot et al., 1992; Martín-
Gómez et al., 2012; Morga et al., 2011a). 

 Entre las proteínas exclusivas de granulocitos se identificaron 
diversas proteínas relacionadas con el citoesqueleto: la familia Rho 
GTPasas son proteínas de señalización intracelular que regulan 
múltiples vías implicadas en la organización del citoesqueleto, 
fagocitosis y adhesión (Hall, 1994; Lacal, 1997; Mulloy et al., 2010). 
HSP90 está asociado con proteínas del citoesqueleto, tales como 
actina y tubulina (Czar et al., 1996; Garnier et al., 1998; Liang & 
MacRae, 1997). Otras de las proteínas identificadas que están 
implicadas en el citoesqueleto y en fagocitosis son: la HIP1 (Zhao et 
al., 2016) y el EF1-α (Gangwani et al., 1998; Lamberti et al., 2004). 

 Las proteínas  relacionadas con el citoesqueleto identificadas en 
hialinocitos fueron la flotillina, implicada en procesos celulares como 
endocitosis y fagocitosis (Bared, 2004; Bickel et al., 1997; Dremina et 
al., 2005; Hoehne et al., 2005; Langhorst et al., 2007; Rajendran et 
al., 2003), la filamina, proteína de unión a actina implicadas en 
organización del citoesqueleto (Stossel et al., 2001), y la espectrina, 
que es una proteína de unión a actina que contribuye a la vinculación 
entre la membrana plasmática y el citoesqueleto (Röper et al., 2002). 
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 Cabe destacar que se han identificado varias actinas con diversos 
puntos isoeléctricos (pIs) y pesos moleculares (PMs) tanto en 
granulocitos como en hialinocitos. Por tanto, en los hemocitos de 
Ostrea edulis parecen existir varios tipos de actinas o actinas con 
diferente modificaciones postranscripcionales. Las secuencias 
genómicas de actina pueden representar varias isoformas (Adema, 
2002). La expresión de diversas actinas en la respuesta inmune de 
varios invertebrados marinos, bivalvos entre ellos, se ha observado 
previamente (G. Chen et al., 2011; J. Zhang et al., 2010). Las 
modificaciones postranscripcionales de actinas pueden implicar 
variaciones en su función proteica (Abe et al., 2000; Papakonstanti & 
Stournaras, 2002; Vandermoere et al., 2007). Por tanto la existencia 
de varias isoformas de actina sugiere que estas proteínas tienen 
funciones complejas en los hemocitos de la ostra plana. El hecho de 
que esta proteína esté presente en ambos tipos celulares con ciertas 
modificaciones postranscripcionales diversas sugiere funciones 
celulares concretas que varían entre los tipos hemocitarios. 

 En nuestro estudio, la actina también se ha identificado en 
granulocitos expuestos a Poly I:C. Se ha demostrado que los 
patógenos son capaces de interferir en el citoesqueleto del huésped 
con objetivos como unión, entrada en las células, movimiento dentro y 
entre las células, formación de vacuolas y evasión de la fagocitosis 
(Gruenheid & Finlay, 2003). Además la fusión entre el fagosoma y el 
lisosoma requiere polimerización de actina (Stockinger, 2006). 

 Por último sólo en las muestras de hialinocitos enfrentados a 
Zymosan se ha identificado espectrina en comparación con las 
muestras de hialinocitos sin inductor. Dicha proteína está implicada en 
funciones importantes del citoesqueleto (Das et al., 2006) y en la 
inmunidad innata de moluscos (Mosavi & Cammett, 2004; Picone et 
al., 2015). 
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7.5 PROTEÍNAS IMPLICADAS EN TRANSCRIPCIÓN, TRADUCCIÓN Y 
DEGRADACIÓN PROTEICA 

 Se han identificado proteínas implicadas en la síntesis proteica 
(transcripción y traducción) y en su degradación. Con la comparación 
del proteoma de la hemolinfa entre ostras con diagnóstico diferente 
para Bonamia spp., se detectó ARN helicasa p47, implicada en 
traducción, exclusivamente en el grupo de hemolinfa negativo de 
ostras de la estirpe EGS. La proteína dedos de zinc ZFAT, implicada 
en la transcripción se detectó en el grupo de hemolinfa positivo de 
ostras de esa misma estripe. Continuando con la estirpe EGS, el factor 
de iniciación eucariótica 4A-III y la proteína P2 ribosomal ácida 
60S, ambas implicadas en síntesis de proteínas, se detectaron en el 
grupo de hemolinfa negativo y en el positivo, respectivamente. Tiene 
sentido que los factores de transcripción y traducción se modifiquen 
como consecuencia de la bonamiosis. En general, la presencia de un 
parásito conduce a cambios en el genoma y el proteoma del 
hospedador como mecanismo de respuesta a la infección (Cao et al., 
2009; Cronin et al., 2001; Martín-Gómez et al., 2012; Morga et al., 
2010). En particular, la interacción parásito-hospedador inhibe la 
expresión de eIF4A, y por lo tanto bloquea la traducción de proteínas 
(Prasad et al., 2014). Hay que destacar que el factor de iniciación 
eucariótica 4A-III se propone en este estudio como posible marcador 
de resistencia o tolerancia a la bonamiosis.  En granulocitos se 
identificaron el factor elongación 1 alfa (EF1-α o eEF1A), clave en la 
traducción de proteínas (Browne & Proud, 2002; Ejiri, 2002) y la 
proteína bifuncional BirA, que actúa como regulador transcripcional 
(Brennan et al., 1989). 

 La degradación de las proteínas es otro proceso relevante en la 
homeostasis de las proteínas. La subunidad reguladora 8 de la 
proteasa 26S y la proteína 2 asociada a la ubiquitina, implicadas en 
la degradación proteica, se detectaron en el grupo de hemolinfa 
negativo de ostras de la estirpe EGS y en el grupo de hemolinfa con 
señal débil para B. ostreae de la estirpe ERS, repectivamente. Se han 
observado variaciones en la expresión del gen de la subunidad 
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reguladora de la proteasa 26S en las ostras planas parasitadas por B. 
ostreae (Martín-Gómez et al., 2012). El proteasoma juega un papel 
crítico en la degradación de la proteína mediada por ubiquitina a 
través de la vía ubiquitina-proteasoma y está implicado en la 
proliferación celular, apoptosis y respuestas al estrés, por tanto el 
proteasoma es considerado como un componente esencial del sistema 
de defensa (H. Wu et al., 2013a). La subunidad reguladora 8 de la 
proteasa 26S es otro de los candidatos propuestos en este estudio 
como marcador de resistencia o tolerancia a bonamiosis. También 
implicada en la degradación proteica, la enzima de conjugación de 
ubiquitina E2W (UBE2W) se identificó como exclusiva de 
granulocitos. 

 Además proteínas implicadas en transcripción y en síntesis 
proteica se han identificado en hialinocitos y granulocitos enfrentados 
a Poly I:C. La hidratasa metilglutaconil-CoA (AUH) se detectó en 
ambos tipos celulares aunque de forma más temprana en granulocitos. 
En hialinocitos se detectó también la glutamina sintetasa (GS); la vía 
Glutamina sintetasa es de crucial importancia en las células y participa 
en la biosíntesis de aminoácidos entre otras moléculas (Reitzer, 1996). 
GS participa en la respuesta inmune innata de invertebrados frente a 
virus como WSSV (virus del síndrome de punto blanco) (Shi et al., 
2010). Se ha observado que existen virus capaces de producir cambios 
en los niveles de glutamina en vertebrados (Yu et al., 2011). 

7.6 PROTEÍNAS IMPLICADAS EN METABOLISMO ENERGÉTICO 

 Se sabe que las reservas energéticas del huésped se movilizan 
para generar la energía necesaria para contrarrestar al parásito 
(Engelsma et al., 2014). Además, las células inmunitarias requieren un 
suministro constante de energía para el mantenimiento básico y 
funciones inmunitarias específicas, tales como migración, fagocitosis 
y citotoxicidad (Buttgereit et al., 2000; Krauss et al., 2001). La 
estimulación inmunitaria da como resultado un aumento de la 
actividad bioquímica y, por tanto, una mayor demanda de ATP. Por lo 
tanto, procesos cruciales para las funciones inmunes específicas se 
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deterioran rápidamente cuando las células inmunitarias son privadas 
de energía (Coyne, 2011). 

 Mediante la comparación del proteoma de la hemolinfa entre 
ostras con distinto diagnóstico para Bonamia spp. se detectaron dos 
proteínas involucradas en el metabolismo energético, adenilosuccinato 
sintetasa (AdSS) y arginina quinasa (AK), en el grupo de hemolinfa 
negativo de ostras de la estirpe EGS. La AdSS cataliza la primera 
reacción en la síntesis de AMP, su regulación se considera un punto 
de control en el mantenimiento de la relación ATP/GTP celular 
(Raman et al., 2004). Esta enzima es otro de los candidatos propuestos 
en este estudio como posibles marcadores de resistencia o tolerancia a 
bonamiosis. La AK, cataliza la transferencia de un grupo fosfato entre 
fosfoarginina y ADP para producir L-Arginina y ATP durante el 
proceso de respuesta inmune. L-Arginina es la única fuente fisiológica 
del átomo de nitrógeno para producir oxido nítrico (Kinsey & Lee, 
2003), lo que se considera crucial en la respuesta inmune innata (Apel 
& Hirt, 2004). Así, AK podría desempeñar un papel importante en la 
respuesta inmune contra patógenos invasores modulando la 
concentración de NO (Shi et al., 2012). En el caso del grupo de 
hemolinfa negativo de ostras de la estirpe EGNS se identificó la 
adenilato quinasa, que desempeña un papel importante en la 
provisión de ATP para funciones citoesqueléticas cruciales en los 
mecanismos de defensa y es reconocida como un marcador sensible 
del estado energético celular (van HoSRSen et al. 2009; Dzeja & 
Terzic 2009).  

 En la respuesta de los granulocitos a Poly I:C, se identificó la 
aldosa 1-epimerasa, implicada en el metabolismo de los azúcares. 
Bajo la invasión de patógenos el organismo desvía los recursos 
energéticos disponibles de los procesos menos críticos a donde es más 
necesario (Zhou et al., 2010), por tanto en la inmunidad de un 
organismo influyen estrategias de relocalización de energía (X. Wang 
et al., 2012a, 2012b). 



Discusión General 

 

333 

7.7 PROTEÍNAS IMPLICADAS EN RECONOCIMIENTO 

 El reconocimiento inmune juega un papel de vital importancia en 
el sistema inmunológico al discriminar lo propio de sustancias no 
propias; paso esencial en la activación de una respuesta inmune 
coordinada y eficaz, sobre todo en organismos que carecen de 
inmunidad adaptativa. 

 En granulocitos se identificaron las siguientes proteínas con 
funciones de reconocimiento: las proteínas con dominios LRR, que 
reconocen y se unen a patrones moleculares asociados a patógenos 
específicos (PAMPs) (He et al., 2015), y la proteína de 
reconocimiento de peptidoglicano SC2 (PGRP SC2) y la molécula 1 
de adhesión celular relacionada con el antígeno carcinoembrionario 
(CEACAM1), que son PRRs (Chen et al., 2015; Royet & Dziarski, 
2007) capaces de unirse a patógenos proporcionando una respuesta 
inmune innata para controlar la infección (Schmitter et al., 2004).  

 Las proteínas identificadas en hialinocitos implicadas en 
reconocimiento fueron: las galectinas, capaces de unirse a los 
glicanos presentes en la superficie de microorganismos y favorecer la 
entrada de patógenos dentro de las células huésped (Tasumi & Vasta, 
2007); las histonas, capaces de unirse a LPS y otros PAMPs para 
eliminar diversos patógenos (Nikapitiya & Dorrington, 2013); las 
integrinas, que pertenecen a una familia de receptores transmembrana 
que son responsables de procesos de adhesión y desplazamiento 
celular, degranulación, fagocitosis y encapsulación en invertebrados 
(Tyrer et al., 2006); la miticina C, que participa en el reconocimiento 
de patógenos y posee propiedades antibacterianas y antifúngicas 
(Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004); la proteína 4 
relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDR4), 
pues los receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDLR) son 
receptores de superficie celular implicados en la captura de una gran 
diversidad de lipoproteínas de baja densidad (Gotthardt et al., 2000), y 
el dominio 10 similar al factor de crecimiento epidérmico múltiple 
(MEGF10), que participa en las interacciones receptor-ligando 
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(Campbell & Bork, 1993); MEGF10 se considera un receptor 
relacionado con el sistema inmune de ostras (Chen et al., 2015). 

7.8 PROTEÍNAS IMPLICADAS EN OTRAS FUNCIONES INMUNES 

 Se identificaron proteínas implicadas en funciones también 
asociadas a la respuesta inmune pero diferentes a las correspondientes 
a los grupos funcionales tratados previamente. 

 Con la comparación del proteoma de la hemolinfa entre ostras con 
diagnóstico diferente para Bonamia spp. se identificó a la proteína 
fumitremorgin A (fmtA) en el grupo de hemolinfa positivo para B. 
ostreae de ostras de la estirpe EGNA. Esta proteína desempeña un 
papel importante en la resistencia de bacterias y virus (D. Wang et al., 
2011). La proteína 2 del complemento C1q se identificó en el grupo 
de hemolinfa negativo de ostras de esta misma estirpe. C1q es el 
primer subcomponente del complejo C1 de la vía clásica de activación 
del complemento, que es crucial para la eliminación de patógenos en 
invertebrados (Zhang et al., 2008).  

Como proteínas exclusivas de granulocitos se identificaron: la 
cistatina A2, implicada en coagulación y activación del complemento 
(Iwanaga et al., 1998; Smith et al., 1999; Vasta et al., 1999), la 
quelato férrico reductasa, que favorece la producción de factores 
antimicrobianos (Y. Sun et al., 2014), la serina proteasa mitocondrial 
(HtrA2), implicada en la activación de la cascada del complemento 
(Rawlings & Barrett, 1993) y la activación del sistema 
profenoloxidasa (Aladaileh et al., 2007a; Cong et al., 2005; Hellio et 
al., 2007), la α-Manosidasa lisosomal, encargada de la digestión y la 
eliminación de partículas extrañas (Cheng, 1992; Gestal et al., 2008), 
y la proteína 2 relacionada con lipasa pancreática, enzima 
implicada en el metabolismo lipídico que participa en digestión; 
citotoxicidad y presenta propiedades antimicrobianas (Lowe, 2000).   
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 En granulocitos enfrentados a Poly I:C se identificó la peptidasa 
prolina iminopeptidasa, proteína que participa en la eliminación de 
microorganismos fagocitados (Gestal et al., 2008; Sokolova, 2009). 

 En hialinocitos se identificaron: C/EBPs, factores de 
transcripción que regulan la expresión de diversas citoquinas como 
TNF-α e IL-17 (Gaffen, 2011; Pope et al., 2000), La miticina C, 
péptido antimicrobiano con propiedades antibacterianas y antifúngicas 
(Canesi et al., 2002b; Tiscar & Mosca, 2004), y la histona H2A que 
puede actuar como péptido antimicrobiano (C. Li et al., 2007).  

7.9 COMPARACIÓN DEL PROTEOMA ENTRE GRANULOCITOS E 
HIALINOCITOS DE O. EDULIS 

 El estudio comparativo entre los tipos hemocitarios realizado 
mediante 2-DE y "shotgun" ha resultado en la identificación de gran 
cantidad de proteínas exclusivas de cada tipo celular con funciones 
clave en el sistema inmune. Las diferencias en el metabolismo celular 
sugieren, que granulocitos e hialinocitos pueden estar implicados en 
diferentes funciones fisiológicas (Hong et al., 2014). 

 Nuestros resultados muestran 19 proteínas exclusivas de 
granulocitos implicadas en procesos apoptóticos, y 8 en hialinocitos, 
lo que sugiere que, como se ha demostrado en estudios previos 
(Goedken et al., 2005; Sunila & LaBanca, 2003) la apotosis tiene más 
relevancia en los granuclocitos. El hecho de que se detectasen 
proteínas implicadas en muerte celular programada diferentes hace 
pensar que granulocitos e hialinocitos podrían tener mecanismos 
diversos en la eliminación de partículas extrañas como patógenos; 
observación que se ha manifestado con anterioridad (Wikfors & Alix, 
2014). 

 Se han identificado 22 proteínas de granulocitos implicadas en 
vías de señalización, y 8 en hialinocitos. Los granulocitos son 
considerados los principales hemocitos inmunocompetentes en la ostra 
C. gigas, ya que poseen mayor capacidad fagocítica, mayor expresión 
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de genes relacionados con el sistema inmune y mayor producción de 
moléculas activas (Wang et al., 2017). De las 22 proteínas 
identificadas en granulocitos implicadas en transducción de señales 
principalmente participan en importantes vías de señalización de la 
respuesta inmune como MAPK, Ras y NF-κβ. El mayor número de 
proteínas implicadas en estas vías detectado en granulocitos podría 
estar relacionado con la mayor capacidad inmune de este tipo celular. 
Por su parte varias proteínas de hialinocitos están implicadas en la vía 
de señalización WNT, dicha cascada se ha documentado ampliamente 
por sus funciones reguladoras durante la cicatrización de heridas y la 
regeneración de tejidos (Fathke et al., 2006; Z. Zhang et al., 2009; 
Wang et al., 2016). Estudios previos indican una especialización de 
los hialinocitos en agregación y reparación de heridas (Ruddell, 1971; 
Suzuki et al., 1991), nuestros resultados parecen concordar con este 
hecho al identificar la vía de señalización WNT más relacionada con 
hialinocitos que con granulocitos. 

 Dentro de las proteínas implicadas en procesos redox se identificó 
un número similar de proteínas en ambos tipos celulares (6 en 
granulocitos y 5 en hialinocitos). Estos datos sugieren que pueden 
existir variaciones en el estallido respiratorio entre los tipos 
hemocitarios. Estudios previos demuestran que granulocitos e 
hialinocitos son capaces de reaccionar de manera distinta frente a 
varios tipos de estrés, incluso de diferenciar entre especies de 
patógenos (H. Li et al., 2008). Además se cree que los mecanismos 
para eliminar partículas extrañas podrían ser diferentes entre dichos 
tipos celulares (Wikfors & Alix, 2014); por ejemplo la vía NO-sintasa 
parece ser más dominante en hialinocitos, mientras que la NADPH-
oxidasa es más activa en granulocitos (Lambert et al., 2007). Por otra 
lado, parece que este proceso no es igual entre granulocitos e 
hialinocitos; aunque normalmente se considera que la actividad 
oxidativa a través de la producción de ROS es más elevada en 
granulocitos que en hialinocitos (Donaghy et al., 2012; Hong et al., 
2013; Lambert et al., 2007, 2003; Wang et al., 2017), existen estudios 
donde se ha observado mayor producción de ROS en hialinocitos 
(Evariste et al., 2016); en cualquier caso, se ha apuntado que ambos 
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hemocitos con capaces de producir ROS y especies reactivas de 
nitrógeno (RNS) distintos (Hong et al., 2013). 

 En granulocitos se identificaron 4 proteínas con funciones 
relacionadas con el citoesqueleto y 3 en hialinocitos. Estudios previos 
han encontrado diferencias en funciones relacionadas con el 
citoesqueleto entre los tipos hemocitarios de ostra como son la 
locomoción (Kuchel et al., 2010),  actividad fagocítica (Cajaraville & 
Pal, 1995; Fisher, 1988; López et al., 1997c; Chu, 2000; Kuchel et al., 
2010; Hong et al., 2013) y encapsulación (Aladaileh et al., 2007b). 
Los granulocitos se consideran el tipo celular con mayor actividad 
fagocítica (Cajaraville & Pal, 1995; Fisher, 1988; López et al., 1997c; 
Chu, 2000; Kuchel et al., 2010; Hong et al., 2013). Todos los procesos 
de fagocitosis se llevan a cabo mediante la reorganización del 
citoesqueleto de actina (May & Machesky, 2001), por tanto 
diferencias en las actinas presentes entre granulocitos e hialinocitos 
sugieren procesos fagocíticos diversos entre los tipos hemocitarios, 
este hecho concuerda con estudios anteriores (C López et al., 1997a; 
Terahara et al., 2006). La proteína ß-integrina tiene un interés 
especial puesto que en C. gigas se ha demostrado que la fagocitosis de 
hialinocitos está regulada por un mecanismo dependiente de integrina 
(Terahara et al., 2006); nuestros resultados concuerdan con este hecho 
ya que se ha identificado esta proteína únicamente en hialinocitos. 
Además, la subunidad 4 reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa 
(PI3K) también se ha identificado exclusivamente en hialinocitos; 
PI3K es una de las principales vías de señalización mediada por 
integrinas en fagocitosis (Berton & Lowell 1999). 

 Se han identificado diversas proteínas entre los tipos hemocitarios 
especializadas en reconocimiento, con una mayor representación en 
hialinocitos que en granulocitos. Estudios previos demuestran que 
granulocitos e hialinocitos son capaces de reaccionar de manera 
distinta frente a varios tipos de estrés, incluso de diferenciar entre 
especies de patógenos (H. Li et al., 2008); tiene sentido pensar que en 
esta diferenciación estén implicadas diversas moléculas de 
reconocimiento. Por otro lado hay autores que creen que las 
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diferencias en la capacidad fagocítica entre tipos hemocitarios pueden 
estar relacionadas con la naturaleza de las partículas fagocitados y con 
una fagocitosis basada en receptores de iniciación (Evariste et al., 
2016; Hine, 1999; C López et al., 1997a; Terahara et al., 2006), donde 
el reconocimiento de dichas partículas es esencial. 

 Las dos únicas proteínas relacionadas con la activación de la 
cascada del complemento que se identificaron en la comparación 
proteómica entre los dos tipos hemocitarios se detectaron en 
granulocitos. 

 Ambos tipos hemocitarios tienen propiedades inmunológicas y 
antimicrobianas pero parece que los granulocitos están más 
especializados. Es comúnmente asumida la hipótesis de que los 
granulocitos son el principal tipo hemocitario implicado en la defensa 
inmune de bivalvos (Carballal et al., 1997c; Donaghy & Volety, 2011; 
Hégaret et al., 2003; Terahara et al., 2006). Se ha observado una 
mayor cantidad de enzimas lisosomales presentes en granulocitos que 
en hialinocitos (Cochennec-Laureau et al., 2003a; López et al., 1997a; 
Pipe et al., 1997; Wang et al., 2017). B. ostreae se multiplica con 
mayor éxito en el interior de hialinocitos que de granulocitos, 
sugiriendo que el sistema defensivo de granulocitos es más eficaz en 
la destrucción del parásito (Cochennec-Laureau et al., 2003a). Todos 
estos estudios concuerdan con nuestros resultados donde se han 
identificado más proteínas implicadas en digestión y con propiedades 
antimicrobianas en granulocitos que en hialinocitos apoyando la idea 
de que los granulocitos son los principales hemocitos 
inmunocompetentes (Wang et al., 2017). 
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8 CONCLUSIONES 
 

I.  La presencia de Bonamia spp. provoca cambios en el proteoma 
de la hemolinfa de Ostrea edulis. Las proteínas con expresión 
modificada por el parásito son posibles factores clave en la 
interacción huésped-parásito y pueden jugar un papel relevante 
en la resistencia o tolerancia a la bonamiosis. 
 

II.  La bonamiosis provoca cambios en la expresión de algunas 
proteínas implicadas en las principales vías metabólicas. Tales 
cambios pueden i) ser causados por el parásito, para bloquear 
el metabolismo del hospedador con el fin de escapar de los 
mecanismos de defensa, o ii) reflejan una disfunción 
metabólica en el hospedador como consecuencia de la 
enfermedad. 
 

III.  La producción de algunas proteínas del hemocito de la ostra 
implicadas en el metabolismo energético y en apoptosis se ve 
bloqueada por el parásito, lo que le beneficia pues permite su 
supervivencia y multiplicaciónen los hemocitos de la ostra.   
 

IV.  Una de las estrategias de Bonamia spp. para sobrevivir en el 
interior del bivalvo podría ser interferir con el estallido 
respiratorio de O. edulis mediante bloqueo de la cadena 
respiratoria, en particular de la superóxido dismutasa Cu/Zn. 
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V.  Las proteínas citocromo C oxidasa subunidad I, 
adenilosuccinato sintetasa, factor de iniciación eucariótico 
4A-III, subunidad reguladora 8 proteasa 26S, proteína similar a 
Kelch 24, catepsina B y proteína 3B que contiene  el dominio  
factor A von Willebrand son candidatas a ser consideradas 
marcadores de resistencia o tolerancia frente a bonamiosis, lo 
que ha de confirmarse con estudios ad hoc.  
 

VI.  Tanto los granulocitos como los hialinocitos de O. edulis 
incluyen en su proteoma múltiples proteínas con función 
inmune por lo que ambos tipos celulares están implicados en el 
sistema de defensa. No obstante, hay diferencias en el 
proteoma entre granulocitos e hialinocitos de la ostra plana, 
incluidas proteínas con función inmune, lo que sugiere 
disparidad funcional entre los dos tipos hemocitarios. 
 

VII.  Se identificaron más proteínas implicadas en fagocitosis y 
apoptosis en granulocitos que en hialinocitos, lo que sugiere 
que ambas funciones celulares tienen más relevancia en los 
primeros. 
 

VIII.  Se identificaron más proteínas implicadas en determinadas 
vías de señalización importantes en la respuesta inmune como 
MAPK, Ras y NF-κβ en granulocitos, mientras que en 
hialinocitos hay más proteínas identificadas que participan en 
la vía de señalización WNT. Esto sugiere un predomino 
diferente de vías de transducción entre los tipos hemocitarios y 
refuerza la disparidad funcional. 
 

IX.  La modificación del proteoma en respuesta avarios inductores 
del sistema inmunes es diferente entre granulocitos e 
hialinocitos de O. edulis. 
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