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Establecimiento de cultivos celulares en hibridos de esturion Acipenser
naccarii x Acipenser baerii
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Abstract

The main objective of this study is to compare the influence of different variables on the viability of different tissues of a hybrid between Acipenser
naccarii x Acipenser baerii. The first variable that we have changed for this study is the temperature, which has been set at 37°C. The second
variable we have modified during the study has been the culture medium, we have used two alternative medium, IMDM and DMEM in order to
check its influence on cell growth. Finally, the third variable to be considered was the use of different types of tissue, such as, liver, nerve, gonad
and heart tissue.

Resumen

El objetivo principal del presente estudio es contrastar la influencia de diversas variables sobre la viabilidad del cultivo celular procedente de
cuatro tejidos de un hibrido de esturién entre las especies Acipenser naccarii x Acipenser baerii. La primera variable que se ha tenido en cuenta
es la temperatura, que ha sido establecida a 37°C. La segunda variable ha sido el medio de cultivo utilizado, probando dos medios alternativos
(IMDM y DMEM) con la finalidad de comprobar si existen diferencias en el crecimiento celular. La ltima variable ha sido el origen de los tejidos
utilizados: hepético, nervioso, gonadal y cardiaco.

Justificacion

En la actualidad, existen cultivos de diversas lineas celulares para numerosas especies de peces, muchas de ellas
son utilizadas rutinariamente para la diagnosis y estudio de enfermedades infecciosas que suelen afectar a los
peces cuando se cultivan de forma intensiva (Lakra et al., 2011). Asimismo, las lineas celulares pueden aplicarse a
estudios de ecotoxicologia, carcinogénesis, regulacion y expresion génica asi como a estudios de replicacion y
reparacion de ADN. En contraste con los cultivos celulares de mamiferos y aves, los cultivos celulares de peces
usualmente son desarrollados a temperaturas menores de 30°C y, en muchos casos, temperaturas menores de las
optimas no impiden el crecimiento celular (Bols et al, 2005). Hoy en dia, s6lo existen dos lineas celulares
establecidas para esturiones: una de tejido cardiaco del esturion Acipenser oxyrinchus (Li et al., 1985) y otra de
aleta del hibrido entre Huso huso y A. ruthenus (Hedrick, 1991). Por otro lado, se vienen realizando diversos
estudios para determinar las condiciones optimas de cultivo para células de otras especies de esturiones, como en
A. baerii (Ciba et al., 2008), en A. oxyrinchus (Grunow et al., 2011) y A. transmontanus (Huynh et al., 2011).

El propdsito de este trabajo es optimizar las condiciones de cultivo primario para el crecimiento celular del esturion
hibrido entre las especies Acipenser naccarii (Bonaparte 1836) y Acipenser baerii (Brandt 1869) en cuatro tejidos
(corazdn, higado, génada y cerebro).

Material y métodos

Los ejemplares de esturion hibrido A. naccarii x A. baerii fueron obtenidos de la piscifactoria Sierra Nevada S.L.
(Granada, Espafia). Se tomaron biopsias de génada, higado, corazén y de cerebro, y las muestras de cada tipo de
tejido fueron colocadas como explante en placas adherentes de cultivo de 35 mm conteniendo 3 ml de medio. Los
medios de cultivo utilizados en este trabajo han sido IMDM y DMEM (Gibco) y eran reemplazados cada 3-4 dias. El
mantenimiento de los cultivos se ha realizado en una estufa de diéxido de carbono, con un porcentaje establecido al
4% y a 37°C. El crecimiento celular fue controlado mediante observacion en microscopio Optico invertido (Motic
AE31) y fotografiado.

Resultados y discusion

En ambos medios de cultivo el indice de crecimiento fue similar para todos los tejidos analizados. El medio DMEM
se emplea fundamentalmente para la diferenciacion celular y numerosos estudios han demostrado buenos
resultados en cultivos celulares de esturion (Grunow et al., 2011; Kim et al., 2014). El medio IMDM es una variante
enriquecida del anterior y es la primera vez que se ha utilizado en cultivos de células de esturidn, obteniendo buenos
resultados.

Nuestros resultados demuestran que la temperatura de cultivo celular, al menos en este hibrido de esturion A.
naccarii x A. baerii, no esta limitada por la temperatura a la cual se crian los peces, ya que esta se encuentra
alrededor de los 15-16°C, muy por debajo de la utilizada en este estudio para el cultivo celular (37°C).

También, esta elevada temperatura es mas alta que la encontrada hasta ahora en diferentes estudios realizados en
cultivos celulares de esturiones, donde el rango de temperaturas dptimas varia entre los 15-18°C de A.
transmontanus (Hedrick, 1991) y la més alta de 28°C en el caso de las especies A. naccarii (Viegas et al., 2010) y A.
baerii (Kim et al., 2014).
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El crecimiento celular comenzd en las 24 horas siguientes a la siembra de los explantes en el medio y a partir de los
bordes del tejido.

Asi, los tejidos hepatico y cardiaco crecen en forma de monocapa. En el cultivo hepatico, a los once dias, se puede
reconocer un Unico tipo celular, con una morfologia mas o menos redondeada. La formacion de una monocapa es
habitual en el cultivo de hepatocitos de otros peces, asi en Cyprinus carpio se pude observar esta disposicién a los
cuatro dias de cultivo (Bickley et al., 2009). En el cultivo de células cardiacas, a los siete dias, son reconocibles al
menos tres tipos celulares diferentes en morfologia: células redondas y opacas de mayor o menor tamafio y células
ovaladas de mayor tamafio y relativamente abundantes en el tejido.

En gobnada y cerebro el crecimiento se produce o bien en células individuales o formando pequefos agregados. A
los siete dias de cultivo de las células de gonada se pueden identificar cuatro tipos celulares diferentes: células con
forma eliptica de tamafio intermedio y aisladas, células de gran tamafio con un ndcleo prominente y de aspecto
granuloso, células de pequefio tamafio circulares y aisladas, y células con aspecto irregular. En el caso del tejido
cerebral, a la semana de encontrarse en cultivo se pueden diferenciar morfoldgicamente dos tipos celulares en
nuestro cultivo primario: por un lado, células opacas de morfologia redondeada y otras células préacticamente
translucidas.
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JUSTIFICACION

En la actualidad existen cultivos de diversas lineas celulares para numerosas especies de peces. Muchas de ellas son utilizadas rutinariamente para la diagnosis y el estudio de enfermedades
Infecciosas que suelen afectar a los peces cuando se cultivan de forma intensiva (Lakra et al., 2011). Asimismo, las lineas celulares pueden aplicarse a estudios de ecotoxicologia,
carcinogenesis, regulacion y expresion genica, asi como a estudios de replicacion y reparacion de ADN. En contraste con los cultivos celulares de mamiferos y aves, los cultivos celulares de
peces usualmente son desarrollados a temperaturas menores de 30°C lo que en muchos casos, no impiden el crecimiento celular (Bols et al., 2005). Hoy en dia, sélo existen dos lineas
celulares establecidas para esturiones: una de tejido cardiaco del esturion Acipenser oxyrinchus (Li et al., 1985) y otra de tejido muscular procedente de aleta del hibrido Huso huso x A.
ruthenus (Hedrick, 1991). Por otro lado, se vienen realizando diversos estudios para determinar las condiciones optimas de cultivo para celulas de otras especies de esturiones, como en A.
baerii (Ciba et al., 2008), en A. oxyrinchus (Grunow et al., 2011) y A. transmontanus (Huynh et al., 2011). El propdsito de este trabajo es optimizar las condiciones de cultivo primario para el
crecimiento celular del esturion hibrido entre las especies Acipenser naccarii (Bonaparte 1836) y Acipenser baerii (Brandt 1869) en cuatro tejidos (corazon, higado, gonada y cerebro).

Fig. 2. Corte longitudinal de cabeza de esturion

para tomar una muestra de cerebro. de cultivos, placa A con IMDM vy placa B con DMEM (Gibco).

TEJIDO ) ) )
HIGADO CEREBRO CORAZON GONADA
VIABILIDAD

SEMANA 1 + + + +
SEMANA 2 + + + +
SEMANA 3 + + + +
SEMANA 4 + + + +
SEMANA 5 - + - +
SEMANA 6

Tabla 1: Semanas de viabilidad de los cultivos.

Fig. 3: Placas con explantes de los distintos tejidos en dos medios

MATERIAL Y METODQOS

Los ejemplares de esturion hibrido A. naccarii x A. baerii (Fig. 1), de aproximadamente 2
anos de edad, fueron obtenidos de la piscifactoria Sierra Nevada S.L. (Riofrio, Granada). Se
tomaron muestras de gonada, higado, corazon y de cerebro (Fig. 2), y las muestras de cada
tipo de tejido fueron colocadas como explante en placas adherentes de cultivo de 35 mm
conteniendo 3 ml de medio (Fig. 3). Los medios de cultivo utilizados en este trabajo han sido
IMDM y DMEM vy eran reemplazados cada 3-4 dias. EI mantenimiento de los cultivos se ha
realizado en una estufa de dioxido de carbono, con un porcentaje establecido al 4% y a 37°C.
El crecimiento celular fue controlado mediante observacion en microscopio optico invertido.

RESULTADOS Y DISCUSION

En ambos medios de cultivo el indice de crecimiento fue similar para todos los tejidos
analizados. El medio DMEM se emplea fundamentalmente para la diferenciacion celular y en
anteriores estudios se ha obtenido buenos resultados en cultivos celulares de esturion
(Grunow et al., 2011; Kim et al., 2014). El medio IMDM es una variante enriquecida del
anterior y es la primera vez que se ha utilizado en cultivos de céelulas de esturion, obteniendo
Idénticos resultados.

Una primera conclusion de este estudio es que la temperatura de cultivo celular (37°C), al
menos en este hibrido de esturion A. naccarii x A. baerii, no esta relacionada con la
temperatura a la cual se crian los peces (alrededor de los 15-16°C), muy por debajo de la
anterior.

La Tabla 1 recoge un resumen de la viabilidad celular de los distintos tejidos analizados a lo
largo de este trabajo.

Las células de cerebro crecen de forma aislada, las de gonada en forma de agregados y por
ultimo, los tejidos hepatico y cardiaco crecen en forma de monocapa. La formacion de una
monocapa es habitual en el cultivo de hepatocitos de otros peces, como el caso de Cyprinus
carpio a los cuatro dias de su cultivo (Bickley et al., 2009).

Resultados obtenidos en los distintos cultivos a las 48 horas. Imagenes del Microscopio optico invertido para cada tipo de tejido. Objetivo 10x.

HIGADO

CORAZON

Celulas dispuestas en monocapa. Células dispuestas en monocapa.

Una unica forma celular.

Tres formas celulares.

CEREBRO

GONADA

Células crecen aisladas. Células crecen agregadas.

Dos formas celulares. Tres formas celulares.

Resultados obtenidos en los distintos cultivos a los 7 dias. Imagenes del Microscopio optico invertido para cada tipo de tejido. Objetivo 40x.
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