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Resumen

En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado la piel y el moco de teledsteos con especial énfasis en la inmunidad
de dorada y de lubina. Concretamente, nos hemos centrado en la caracterizacion de la piel con diferenciacion dorso-
ventral, la respuesta inmune contra el principal virus en dorada (linfocistis), las condiciones &ptimas de
almacenamiento de moco para evaluar las actividades inmunes humorales, incluyendo la congelacion (a -20°C 6 a -
80°C) y la liofilizacién, y comparando con moco fresco; asi como también en la caracterizacion del mapa protedmico
del moco de lubina y los cambios producidos por la administracion del probidtico Shewanella putrefaciens Pdp11, el
estrés por hacinamiento y las variaciones producidas por heridas crdnicas. Para este proposito, hemos desarrollado
estudios de histologia para analizar las piel a nivel optico (incluyendo tinciones con hematoxilina-eosina, PAS y
tricrdomico de Mallory), y a nivel electrénico cuantificando por anadlisis de imagen las regiones dorsal y ventral,
desarrollando un protocolo para aislar células de la piel en ambas regiones, asi como viendo el perfil de expresion
génica de nueve citoquinas (il1b, tnfa, il6, il7, il8, il15, il18, il10 y tgfb) en ambas regiones y los cambios frente al
patdgeno Photobacterium damselae ssp. piscicida, y el probidtico Pdp1ll. En el brote natural de linfocistis, la
replicacion del virus se estudid la replicacion del virus por PCR anillada, la respuesta humoral (IgM, complemento y
peroxidasa en suero), la respuesta humoral contra el virus fue estudiada a través de los niveles de IgM, el
complemento y la peroxidasa en suero, la respuesta celular a través peroxidasa y explosion respiratoria en leucocitos
de rifidn cefalico, y la expresion de marcadores inmunes como ifn, irf3, mx, mhc2a, csflr, ighm, tcra, hamp, illb'y
nccrpl. Para estudiar las variaciones en la inmunidad humoral debido al almacenamiento del moco hemos evaluado
proteinas totales, union de lectinas a azlcares terminales, IgM, peroxidasa, lisozima, proteasa, antiproteasa, esterasa
y fosfatasa alcalina, que son las principales actividades humorales que se evallan habitualmente bajo distintos retos.
Para estudiar los proteomas, realizamos la purificacion de las proteinas de moco, separacion de estas proteinas en 2-
D usando la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) e identificando esas
proteinas luego a través de cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria masas en tandem (LC-MS/MS).
Finalmente, para el analisis bioinformatico de los datos generados se utilizd el servidor MASCOT aprovechando las
bases de datos de NCBI y SwissProt. En el caso de los proteomas diferenciales, se utilizd el programa PDQuest
Advanced para detectar los spots diferencialmente expresados en los geles de dos dimensiones. Como resultados, en
primer lugar la microscopia Optica y electrénica reveld una mayor superficie celular y drea de microcrestas en la
region dorsal, pero mayor grosor epidérmico y niveles de apoptosis en la region ventral. Ademas, el perfil de
expresion de citoquinas no se alterd por la exposicidn al patégeno o al probidtico en la regidon dorsal pero se alterd
fuertemente en la regidn ventral. Por otro lado, el linfocistis, cuya replicacion fue demostrada solo en el grupo
infectado, provoco un descenso de la inmunidad adaptiva, y un incremento de la inmunidad citotdxica innata en el
lugar de la infeccion. Respecto al moco de dorada, el almacenamiento por congelacion o por liofilizacion disminuyo
los niveles de union de lectinas a azlcares terminales, y la lisozima y la proteasa, demostrando que la liofilizacion es
el método menos recomendado ya que altero los niveles de la mayoria de los parametros, excepto IgM, antiproteasa
y esterasa. A nivel protedmico, establecimos el primer mapa protedmico de lubina, contribuyendo a establecer
marcadores de bienestar, muchos de ellos asociados a la inmunidad de la mucosa, necesario para un mejor
entendimiento de las propiedades del moco en peces. Finalmente, la administracion de Pdp11 incrementd los niveles
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de varias proteinas relativas al inmunitario, mejorando la inmunidad de la mucosa; mientras que las proteinas
identificadas en el moco después de heridas cronicas disminuyeron en los niveles en todos los casos, aumentando
por tanto la susceptibilidad a infecciones.
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