Prefacio.-

Excmo. Sr. Director
Excmos Sres. Académicos
Senoras vy Sefiores

Antes de entrar en la materia del discursos, permitanme que abra una
pagina de agradecimiento. En primer lugar, al Director de esta Docta
Corporacion, Profesor Cadérniga Carro que me animd a presentar mi
candidatura, a los tres académicos que la avalaron, Pablo Sanz Pedrero,
Gregorio Gonzdélez Trigo y Bartolomé Ribas Ozonas, y a todos los demés
que la aceptaron. Creo que el nombramiento de académico que me honra
es mas fruto de la generosidad de juicio que de los méritcs que pueden
concurrir en mi persona. Esperc que mi incorporacion a la vida activa de
la Academia sirva para asociar a sus trabajos la especialidad biclégica
que cultivo, la Parasitologia. Espero cumplir con mis deberes de
académico como mejor pueda y sepa. Gracias a todos.

Me contesta en este acto, el académico, también de Ciencias Afines,
Profesor Dominguez Carmona, que como tantos otros en esta Academia,
cuenta con la experiencia de vida que fueron los afos imborrables de
Galicia v su Universidad a la que pertenecimos. Gracia sinceras por el
esfuerzo y la generosidad que demuestra.

Ademds de estas menciones prdximas, permitanme que evoque testi-
manios, alejados de este tempo, pertenecientes a la esfera de lo intimo.
Un breve repaso, en clave de agradecimiento, al infra-curriculum de mi
vida: Un recuerdo emocionado para mis padres; él, hombre esforzado,
culto,, cristiano profundo y maestro: de profesidn y de ejercicio; ella,
inteligente, practica, cooperadora del milagro de criar y dar estudios a
sus 10 hijos. Un recuerdo también para mis hermanos, con ios que
tantas vivencias de Ia leyenda de nuestra casa y nuestro valle perdidos,
comparto.
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Para mis amigos del pasado y de hoy. Para mis profesores, con espe-
cial mencién, en la facultad legionense, para Eduardo Gallego, por enton-
ces lleno de la gracia de la comunicacién y para Rafael Saraza, sembra-
dor de universalidad (ambos desaparecidos), y con respeto de alumno,
para mi profesor de Parasitologia, Miguel Cordero del Campillo, ahorma-
dor de mi vocacién biol6gica.

Agradecimiento especial a mi mujer Maria de las Nieves, fortuna que
me acompana y que tanta paciencia y comprensién ha tenido siempre
conmigo, y para nuestros dos hijos, experiencia primero y apoyo después
de nuestra vida.

Un recuerdo para todos los que se doctoraron conmigo, los cate-
draticos vy titulares que se formaron a mi lado, los grupos de parasitolo-
gia, de Santiago, Alcald y Madrid. Su experiencia ampliada, me anima a
seguir confiando en las razones basicas de esta vida universitaria que
libremente escogi un dia.

Una nota final. Todo io que, sin intentarlo de modo apasionado, vengo
siendo en mi vida, no hubiera sido posible sin tres hechos conexos: la
miopia, obsticulo permanente que me indujo a ser observador de lo
proximo, los libros y el ambiente ge estudio de la casa de mis padres, vy
mi microscopio. Un monocular que tuve desde nifio y conservo, con el
que busqué siempre, a través del tiempo inicial de los descubrimientos
infantiles, lo posible méas alla. . .

El hecho de haber sido elegido para la medalla 44, de Ciencias Afines,
de nueva creacién, me ahorra el obligado elogio a mi antecesor. Espero
que algun dia, cuando haya pasado, quien me suceda, otro amante de la
vida, tenga para mi un recuerdo misericorde. Sin embargo, quiero
aprovechar esta oportunidad para rendir homenaja a dos académicos del
pasado, que por razones distintas estan préximos a mi condicién: a Don
Luis Alonso Mufoyerro, vinculado a nuestra tierra, amigo de la familia y
protector, Obispo que me confirmd en la fé catdlica que profeso; vy al
antecesor en la cstedra, Felipe Gracia Dorado, segunda medalla nimero
1 que fué de esta Academia. Algo del estilo que él, junto con Jaime
Gallego Berenguer y Juan Gil Collado, imprimieron en la ensefianza de
nuestra materia, persiste aun por los rincones de la citedra.



MICROSPORIDIOS: protistas parasitos, nuevos patdgenos humanos.

1. Introduccién.-

Para un observador de la biologia de las comunidades, y de la
parasitologia en concreto, los microsporidios constituyen un grupo al que
es preciso dedicar atencién renovada. Desde ser hasta hace poco un
"campo de especializacion” de sdlo unos pocos zodlogos, se han puesto
de moda y han cobrado interés, por dos hechos distantes pero igualmen-
te llamativos:

Por una parte porque se revelan como nuevos agentes infecciosos
para el hombre, habiéndose descrito en los dltimos 9 afios, dos géneros
y cinco especies nuevas, parasitos humanos.

Por otra, por el reciente descubrimiento de su extraordinaria antigle-
dad, lo que ha merecido su inclusidén en una nueva categoria taxondmica,
la de los Arquezgos. Y, segun nuestra opinién, la evidencia de que es el
parasitismo que practican como modalidad de vida, la causa por la que
han persistido hasta hoy. ¥ consecuentemente nos puedan mostrar, en
su estructura, claves, sélo imaginadas, de la vida de los eucariotas de
hace mas de 1000 millones de aios.

En el terreno privado de un parasitélogo hay otras razones para revisar
este mundo. En primer lugar la escasa literatura en castellano sobre el
grupo, v lo dubitativo de su denominacién como entidad biolégica. En
segundo lugar, una disculpa justificada para salir un tanto del estricto
campo de nuestra especializacién extrema, que gira alrededor de Trichi-
nella spiralis y especies préximas.

La literatura ibérica sobre el grupo incluye, en la ditima edicién del
Indice Catdlogo de Parasitismos !béricos, tan solo 16 citas, con la
particularidad de que la mitad al menos se refieren a Nosema apis'.
Todavia las denuncias de parasitismos humanos en Espania son escasas,
no conocemos mas que los casos estudiados por Lépez VelezZen el
Hospital Ramén y Cajal de Madrid, y por analistas? e histopatdlogos en
otros hospitales), pero dada fa creciente incidencia de SIDA, el nimero
de publicaciones sobre el tema deberd aumentar considerablemente.
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La denominacion del grupo, al vulgarizarse, estd corriendo el peligro
de caminar por la vertiente que hizo que el plural de neutros tales como:
"bacterium”, "mitocondrium”, pasaran al castellano como singular{"bac-
teria”, "mitocondria”). Asl of una vez y lel mas tarde®* referirse a ellos
como "las microsporidias”. Antes de que el neologismo "microsporidia”
tome carta de naturaleza, es preciso, lamandoles como siempre se hizo
en zoologia: microsporidios®, divulgar la naturaleza y milagros de estos
protistas, antiguos, enigmdticos, conocidos por los parasitélogos como
patdgenos de invertebrados y peces, y que ahora se comportan también,
véase tabla 1, como refinados agentes de salida en los enfermos
afectados por los virus de [a inmunodeficiencia humana. Asi, desde que
1985% se denuncia en Francia la relacién entre microsporidios vy
trastornos intestinales graves, se han descrito muchos casos de diarrea
cronica y sindrome de malabsorcidn de esta naturaleza en pacientes con
SIDA. En 1985 se denomina la primera especie del hombre, Enterocyto-
zoon bieneusi’, cuyo diagndstico por microscopia electrénica, se
convierte en un hecho comdan mediante biopsia intestinal o examen post-
morten, asi como por aislamiento coproldgico de esporas®. Otras nuevas
especies se incorporaron recientemente: Encephalitozoon hellem que
ocasiona lesiones corneales® vy sistémicas'®, Septata intestinalis'
patdgeno intestinal, y los patdgenos corneales: Microsporidium ceylonen-
sis'**?, Microsporidium africanum’?®, Nosema corneum y Nosema ocu-
larum', asi como infecciones por otras especies ya conocidas como
Encephalitozoon cuniculi'®, [ahora discutible) y Pleistophora sp'®.

Los microsporidios, al menos serolégicamente, parece que son fre-
cuentes como infecciones latentes entre las poblaciones con conductas
de riesgo de SIDA' y, seroldgicamente también, en poblaciones con
parasitismos o aparentemente sanas, procedentes de areas tropicales.
'8 Este cuadro inacabado completa el espectro de especies descritas,
antes del SIDA, como parasitos incidentales del hombre: Nosema connori *®
y la mencionada E. cuniculi®®-?',

Como vemos, los microsporidios, abundantes a lo largo de la escala
zooldgica, alcanzan también, como era de esperar, de modo oculto o
patente al hombre,

L.a otra gran razon biolégica invocada al principio como causante del
interés creciente de los microsporidios es la singularidad y universalidad
del modo del parasitisme que eligieron y su antigiedad filogénica.
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Tabla 1.- Microsporidiosis clinica en humanos inmundeprimidos

Localizacién Especie Afo

a) En pacientes sin infeccién por HIV

Sistémica (cerebro vy rindn) Encephalitozoon cuniculi 1927
Sistémica (generalizada) Nosema connori 1973
Cérnea {estroma) Microsporidium cevlonensis 1973
Cérnea {estroma) Microsporidium africanum 1981/86
Musculos Pleistophora sp 1985
Cérnea (estroma) Nosema corneum 1990
Cornea {estroma) Nosema ocularum 1991

b) En pacientes con infeccién por HIV {SIDA)

Intestino {enterocitos} Enterocytozoom hieneusi 1985
Higado, peritoneo Encephalitozoon cuniculi 1387/8%8
Cdérnea (epitelio) vy sistémico Encephalitozoon hellem 1991
Intestino (enterocitos) Septata intestinalis 1993

En parte tomada de Canning,E.C. v Hollister, W.5.{1391}"¥

Ambas estadn relacionadas con la modalidad de infeccién. Ocurre por
inyeccion intracelular del esporoplasma, la célula fundadora o iniciadora
del ciclo. La espora, cuando alcanza el entorno {ambiente)?? de las
células adecuadas donde producir la infeccién, dispara el filamento polar
{a 500 um/s?)**que se clava, sin destruir la membrana celular, en el ci-
toplasma de la célula destinada a albergarlo, transformandose en un tubo
a través del cual avanza vy llega el esporoplasma. De este modo queda
incorporado directamente al citoplasma de la célula hospedadora, entre
el reticulo o en el interior de una cisterna de reticulo liso. Al no formar
una vacuola, no atrae hacia si a los lisosomas. Pasa oculto en su medio
vital, sin los riesgos del medio exterior, rodeado de todo o que necesita
para vivir.



Antonic R. Martinez.

Desde su situacién citopldsmica transforma a veces la célula
hospedadora, ‘subordinando a su servicio las funciones del nucleo,
convirténdola en céiula nodriza. Como meronte plasmodial se multiplica
oculto, al menos al principio, de la defensa inmunitaria.

La extensidn del parasitismo a protozoos pardsitos intra/extracelulares
como los Myxozoa y Apicomplejos primitivos {Gregarinidos), asi como a
algunos Ciliéforos, es un buen indicio de la antigliedad de su parasitismo.
Este hiperparasitismo se extiende tambhién a otros grupos como platelmin-
tos, nematodos e insectos. Pero la razdn fundamental de su antigiiedad
se encuentra en lo elemental de su organizacién. Aunque son verdaderos
eucariotas, pues tienen vesicula nuclear bien diferenciada y un sistema
de membranas citoplasmico, poseen ribosomas 70S como las bacterias
y carecen de organulos esenciales que se atribuyen a viejas asociaciones
simbidticas: mitocondrias y/o hidrogenosomas, perixosomas, cloroplas-
tos, centrosoma y estructuras con microtubulos 9+ 2, asi como otras
tales como los dictiosomas. Esto pudiera significar que emergieron de
modo auténomo antes de la formacién de todas estas estructuras que
forman las células eucariotas universales; y ello posiblemente por
adopcién del parasitismo citoplasmatico por inyeccidn. La naturaleza y
constitucién de sus ribosomas, mdas préximos a procariotas que
eucariotas, atestigua esta antigiGedad,?!:?5-25.27

El parasitismo endocelular, previo a cualquier otro, con cambio de
hospedador mediante la fase de resistencia, la espora, debid ser iniciado
muy pronto. Este éxito inicial anclé a los microsporidios en el sector mas
primitivo del nivel organizativo Protista, el Reino de los Arcquezoos?t,
permitiéndoles persistir de modo muy uniforme a través de la radiacién
adaptativa de sus sucesivos, en el tiempo evolutivo, hospedadores. Cada
grupo se verd explotado de modo desigual, pero de acuerdo con su volu-
men numérico, de aqui posiblemente la abundancia mayor de microspori-
dios entre los artrépodos, los mas abundantes entre los metazoos.

Con todos estos antecedentes, el grupo, uno de los pocos de perma-
nente parasitismo endocelular, véase tabla 2, llama a la curiosidad del
bidlogo, como una de las grandes estrellas de la protistologia.
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2, Desarrolio histérico.-

2. 1. Historia I. Origen y evolucidn def conocimiento de los microspori-
dios.

Con los microsporidios se comprobé por primera vez |la hip6tesis infec-
ciosa de Francastorius (1483-1553; médico de Padua, discipulo de
Copérnico) de que el origen de las enfermedades, "eran pequeiias
semillas que pasaban de un individuo enfermo a otro™. La comprobacién
de la teoria sélo se logré después del desarrollo de la microscopfa en la
segunda mitad del siglo XIX. Aunque el microscopio compuesto habia
sido descubierto por los constructores de gafas holandeses (Zacarias
Janssen, 1590), que mdas tarde inventaran también el telescopio
{Lippersey, 1608}, su perfeccionamiento no se alcanza hasta que se
logra la correccidn de las aberraciones (Lister, 1830; Abbe, 1878). Por
ello la primera incursién seria en el mundo bajo el limite de los sentidos,
lo hace un aficionado genial con un microscopio simple, formado por una
sola lente. Es Antonio van Leeuwenhoek, quien descubre gl mundo vivo
microscdépico (en 1680 levaduras; después los primeros parasitos: quis-
tes de Giardia que le parasitaban, ooquistes de Eimeria en el higado de
un conegjo} y otros animéculos?®. L Pasteur y Garnez®®, relacionan por
primera vez la presencia de un agente microscépico v la produccién de
una enfermedad, la pebrina o calcina, de los gusanos de seda (Bombyx],
que a la sazdn arruinaba la produccién de seda del d&rea mediterrdnea
europea. Nigeli en 18572 denomina al agente microscépico causante
de! proceso, siguiendo la nomenclatura binominal c¢reada por Linneo
{Systema naturag, X edicion} como Nosema bombvycis, literalmente
"enfermedad del gusano de seda” (ndésema = enfermedad, bombycis =
del gusano de seda). Es también el primer microsporidio descrito. Y
también de las primeras veces que se usa la nomenclatura binominal para
la denominacién de un agente infeccioso.

Es muy curioso que el primer agente infeccioso, en el que se
demuestra la vieja hipdtesis de los "seminaria” de Francastorio, fuera el
parasito de un insecto (til, el gusano de seda, y un microsporidio,
"etimoldgicamente, formador de esporas diminutas”; ejemplo del mds
pequefio de los "animales microscépicos”, protozoos; un grupo parasita-
rio hasta hace poco tiempo de mayor interés zooldgico que sanitario. Luis
Pasteur, estudié durante seis afos la pebrina y descubrié un método para
evitarla mediante el diagndstico vy eliminacién de los gusanos infectados -
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portadores del microbio- y de {as hojas de morera que comian, contami-
nadas. De este modo, es tamhién con un microsporidio con lo que se
inauguran las primeras medidas de control y profilaxis de una enfermedad
infecciosa {1860). De este modo ademds, Pasteur demostré experimen-
talmente por primera vez, la hipStesis que sostenla; la conexién entre los
microbios (como él los denominaba) y la enfermedad, o teoria de los gér-
menes patégenos (Pasteur 18865), uno de los avances médicos més
importante de todos los tiempaos.

La historia de los microsporidios es inicialmente franco-alemana. Su
reconocimiento como entidad de seres diferenciados del resto de los
Protozoos, se debe a Balbiani, en 1882, que aunque no conoce mas que
una especie, N. bombycis, la considera perteneciente a un Orden nuevo
entre los Esporozoos: protozoos que al final de su ciclo forman esporas
de resistencia. A pesar de este avance inicial, el conocimiento del grupo
pasa por numerosas vicisitudes, contribuyendo a su desarrollo (véase
tabla 3) autores como Thélohan, Moniez, Henneguyen, Gurley, Doflein,
Pérez, Léger, Hasse, Flu, Levaaditi, Nicolau, Fantham, Porter, Debaisieux,
Pillot y especialmente Kudo, 1924%2 en cuya monograffa, la primera so-
bre biologia y taxonomia de los microsporidios, se citan ya 14 géneros
y 150 especies. Hoy, 1994 el nimero de géneros vélidos supera, (véase
listado de Larssen, tabla 4}, los 126%,

11
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Tabla 3.- Relacién de los 14 primeros géneros descritos
de Microsporidios y sus hospedadores.

Autor, afo Género Hospedadores

Nageli, 1857 Nosema Insectos, apicomplejos, platel-
mintos, hasta vertebrados

Schneider, 1884 Chytridicpsis Coledpteros

Balbiani, 1884 Microsporidum  Diversos

Thelohan, 1831 Glugea Peces

Henneguy, 1892 Thelohania Culicidos, nematodos

Gurley, 1893 Pleistophora Celentéreos, insectos, peces

Mrazek, 1897

Doflein, 1898

Pérez, 1908

Myxocystis

Gurleya

Duboscqia

Léger y Duboscg, Perezia

1908

Léger y Hasse, 1910  Stempeliia

Léger y Hasse, 1810 Telomyxa

Flu, 1911

Octospora

Léger y Hasse, 1916  Mrazekia

Anélidos

Crustaceos (Daphnia, Artemia,
Diaptomus}

Termitas

Insectos y apicomplejos

Insectos (Culicidos)
Insectos {(Ephemeropteros)
fnsectos

Anélidos

12
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Tabla 4.- GENEROS DE MICROSPORIDIOS {en orden alfabético).

Abelspora Azevedo, 1987
Agglomerata Larsson & Yan, 1988
Agmasoma Hazard & Oldacre, 1975
Alfvenia Larsson, 1984
Amblyospora Hazard & Oldacre,
1975

Ameson Sprague, 1977
Amphiacantha Caullery & Mesnil,
1914

Amphiamblys Caullery & Mesnil,
1914

Anncaliia Issi, & al., 1993
Auraspora Weiser & Purrini, 1980

Bacillidium Janda, 1928

Baculea Loubés & Akbarieh, 1978
Berwaldia Larsson, 1981
Bohuslavia Larsson, 198%
Burenella Jouvenaz & Hazard, 1978
Burkea Sprague, 1977

Buxtehudea Larsson, 1980

Campanulospora Issi & al., 1983
Caudospora Weiser, 1946
Caulleryetta Dogiel, 1922
Chapmanium Hazard & Oldacre,
1975

Chytridioides Trégouboff, 1913
Chytridiopsis Schneider, 1884
Coccospora Kudo, 1925
Cougourdella Hesse, 1935
Cristulospora Khozhaeva & Issi,
1989

Cryptosporina Hazard & Oldacre,
1975

Culicospora Weiser, 1977
Culicosporella Weiser, 1977
Cylindrospora Issi & Voronin, 1986
Cystosporogenes Canning & al.,
1985

Desportesia Issi & Voronin, 1986
Duboscqgia Pérez, 1908

Edhazardia Becnel & al., 1989
Encephalitozoon Levaditi & al.,
1923

Endoreticulatus Brooks & al., 1988
Enterocytozoon Desportes -& al,,
1985

Episeptum Larsson, 1986
Eviachovaia Voronin & lIssi, 1986

Flabelliforma Canning & al., 1991

Geusia Riih & Korn, 1979
Glugea Thélogan, 1891
Golbergia Weiser, 1977
Gurleya Doflein, 1898
Gurleyides Voronin, 1986

Hazardia Weiser, 1977

Helmichia Larsson, 1982

Hessea Ormigres & Sprague, 1973
Heterosporis Schubert, 1969
Hirsutosporos Batson, 1983
Holobispora Voronin, 1986
Hrabyeia Lom & Dykova, 1990
Hyalinocysta Hazard & Oldacre,
1975

Ichthyosporidium Caullery & Mesnil,
1905

Incdosporus Qverstreet & Weidner,
1974

Issia Weiser, 1977

Janacekia Larsson, 1984
Jirovecia Weiser, 1977
Jiroveciana Larsson, 1980

Kinorhynchospora Adrianov & Ryba-
kov, 1992

Lanatospora Voronin, 1986
Loma Morrison & Sprague, 1981
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Mariona Stempell, 1909
Marssoniella Lemmermann, 1900
Merocinta Pell & Canning, 1993
Metchnikovella Caullery & Mesnil,
1897

Microfilum Faye & al., 1991
Microgemma Ralphs & Matthews,
1986
MicrosporidyopsisSchereschewsky,
1925

Microsporidium Balbiani, 1884
Mitoplistophora Codreanu, 1966
Mrazekia Léger & Hesse, 1916
Myxocystis Mrazek, 1897

Napamichum Larsson, 1990
Nelliemelba Larsson, 1984
Neoperezia Issi & Voronin, 1979
Nolleria Beard & al., 1990
Norlevinea Vavra, 1984
Nosema Naegeli, 1857
Nosemoides Vinckier, 1975
Nudispora Larsson, 1990

Octosporea Flu, 1911
Octotetraspora !ssi & al., 1991
QOligosporidium Codreanu-Balcescu
& al., 1981

Ormieresia Vivaras & al., 1977
Orthosomella Canning & al., 1991
Orthothelohania Codreano & Co-
dreanu-Balcescu, 1974
Ovavesicula Andreadis & Hanula,
1987

Parapleistophora Issi & al., 1991
Parastempellia Khodzhaeva, 1988
Parathelohania Codreanu, 1966
Pegmatheca Hazard & Oldacre,
1975

Perezia Léger & Duboscg, 1909
Pilosporella Hazard & Qldacre, 1975
Pleistophora Gurley, 1893
PleistosporidiumCodreanu-Balcescu
& Codreanu, 1982

14

Polydispyrenia Canning & Hazard,
1982

Pseudopleistophora Sprague, 1977
Pulicispora Vedmed & al., 1991
Pyrotheca Hesse, 1935

Rectispora Larsson, 1980
Resiomeria Larsson, 1987
Ringueletium Garcia, 1990

Semenovaia Voronin & Issi, 1986
Septata Cali & al., 1993
Simuliospora Khodzhaeva & al.,
1990

Spherospora Garcia, 1991
Spiroglugea Léger & Hesse, 1924
Spraguea Weissenherg, 1976
Steinhausia Sprague & al., 1972
Stempellia Léger & Hesse, 1910
Striatospora Issi & Voronin, 1986
Systenostrema Hazard & Qldacre,
1975

Tardivesicula Larsson & Bylén,
1992

Telomyxa Léger & Hesse, 1910
Tetramicra Mathews & Matthews,
1980

Thelohania Henneguy, 1892
Toxoglugea Léger & Hesse, 1924
Toxospora Voronin, 1993
Trichoduboscgia Léger, 1926
Tricornia Pell & Canning, 1992
Tuzetia Maurand & al., 1971

Unikaryon Canning & al., 1974

Vairimorpha Pilley, 1976
Vavraia Weiser, 1977

Weiseria Doby & Saguez, 1964



MICROSPORIDIOS

La historia, ejemplo de tantas experiencias y pasiones, se puede
seguir en la revisién de la taxonomia del grupo hecha por Sprague,
19773

Thélohan en 1892, al considerar a Nosema anomalum la especie que
Moniez estudié como productora de tumores {xenomas) en el pez
Gasterosteus aculeatus, como un sinénimo de su nuevo género de
mixosporidios Glugea (creado en honor al zoélogo alemdn Glug) trasladé
los microsporidios a los mixosporidios {otro de los 6érdenes de los
Sporozoa). Esta circunstancia se va a arrastrar durante los afos posterio-
res, e incide negativamente en el desarrollo taxonémico de los micros-
poridios. Por una parte, porque aunque se vuelve a reconocer la identidad
particular de los microsporidios, como lo hace Gurley,1893 y més tarde
Labbé, 1899, se hace dentro del contexto de los mixosporidios. Por otra,
porque aun cuando se separan definitivamente al ser considerados como
un Phylum {tronco), alguna terminologia de mixosporidios continda
aplicandose a fases del ciclo biolégico de microsporidios, lo que acarrea
confusion. Es muy curioso el protagonismo de estos primeros autores,
que se refleja en dedicatorias y omisiones {jamores y odios?). Como
indica Kudo??, parece poco explicable que Thélahon que trabajaba en el
mismo laboratorio de Balbiani, ignorara su trabajo. Pero tiene cierta l6gi-
ca. Al considerar los microsporidios descritos como mixosporidios no te-
nfa objeto el orden creado por Balbiani. Por otra parte lo espectacular de
las lesiones en los peces vy la abundancia de los mixospridios entre ellos,
debié cegar su discernimiento. Y de paso violé la ley de la prioridad al
hacer a Nosema sinénimo de Glugea. Su trabajo fué por otra parte fructi-
fero. Describié varias especies y realizé la primera clasificacién, distin-
guiendo la presencia o ausencia de una pared rodeando al esporoplasma
durante la esporogonia.

Gurley, 1893 reconoce nuevamente su identidad separada aungue
dentro de los mixosporidios, intentando incluirlos en un nuevo orden, lo
que no fue seguido, salvo por Doflein, 1899. Este autor crea la Subclase
Nidosporida de la Clase Sporozoa, para reunir a los esporozoos con
esporas provistas de capsula y/o filamento polar (Myxosporidios, Mi-
crosporidias, Actinomyxidios) y crea el género Gurleya. Por su parte Lab-
bé, 1899, conservandolos dentro de los mixosporidios, restituye la deno-
minacién de Balbiani [como un Orden, con el morfema ida), Orden MI-
CROSPORIIDA, v a! considerar justamente la prioridad de Nosema sobre
Glugea, clasificéd a los microsporidios como un Orden con una Familia:
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Nosematidae, con los géneros Nosema, Plistophora y Thelgha haciendo
hincapié en que la diferencia entre Nosema vy Plistophora estaba en la
ausencia en el primero de una "cdpsula envolvente™ del esporoplasma.
La confusion creada por Thelahon fué deshecha definitivamente por el
eminente protozodlogo Pérez, 1905, al distinguir entre Nosema y Glugea,
pues el primero no tiene esporogonia dentro de una vesicula esporégena
y, al final de la esporogonia, cada esporoplasma da lugar a una sola
espora ("evolucién monospdrica”™ de Pérez). Ademas de otras muchas
contribuciones, al restituir la identidad separada de Nosema, facilitd la
segunda clasificacidon seria de los microsporidios, la realizada por Stem-
pell, 1809 enia que el Orden MICROSPORIDIA {nueva forma de escritura
del orden que modifica la mas correcta de Labbé, pero que se impondrd
sobre los otros) se divide en tres familias: Nosematidae Labbé, 1899;
Plistophoridae, fam. n.; y, Glugeidae Thélahon, 1892, La clasificacién de
Stempell, ademds de resumir los conocimientos sobre el grupo acumula-
dos hasta el momento, introduce el principio de definir cada taxdn por un
tipo determinado de caracteristicas, lo que es un método taxondémico
universal. Asi, define las familias por tas caracteristicas de las formas
vegetativas, los géneros por el modo de formacion de las esporas y las
especies por la forma de las esporas. Este principio de raciocinio no es
seguido sin embargo por Leger y Hesse, 1322 que vuelven Glugea, Nose-
ma, Plistophora, etc a una misma familia Glugeidae Thélohan, 1832. Su
clasificacién en subdrdenes no tiene justificacién y en trabajos pos-
teriores fué paulatinamente desmontada. A pesar de su artificiosidad
persistid en el tiempo y fué seguida, con modificaciones por Kudo,
1924%* y por Wenyon, 1926% que restaura la familia Nosematidae,
siendo definitivamente abandonada en la nueva clasificacién de Tuzet,
0., Maurand,J., Fize,A., Michel,R. y Fenwick,B. (1971)%, que es un
nuevo enfoque, posterior a los primeros trabajos de la morfologia ob-
servada mediante microscopia electrénica de transmision.

Los trabajos de los primeros autores, descriptivos, demuestran que el
grupo, cuenta con una considerable espectro parasitario, desde los
gregarinidos - como hiperpar4sitos - hasta los vertebrados. Aunque se
descubren grupos enteros en anélidos, crustdceos vy peces, los insectos
parecen ser los mas parasitados. En principio parecen ser la distraccion
de los zodlogos de un circulo restringido, lo que se refleja en los
nominativos genéricos que se escogen para denominarlos. Asi surge una
némina endogamica del grupo de investigadores antes citados - véase
tabla 3 -, mayor aun si ademés de los microsporidios se considera a los
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primeros mixosporidios (Myxozoa), con los que se estudian al principio.
Asl, Gurleya, Perezia, Thelahonia, Duboscgia, Mrazekia., en honor de
Gurley, Pérez, Thelohan, Duboscq, Mrazek. Costumbre que continua mas
tarde en nombres como Hassia, Desportesia, Issia, Janacekia, Jirovecia,
Loma, QOrmieresia, Resiomeria, Semenovaia, Spraguea, Stainhausia,
Stempellia, Tuzetia, Vavraia, Weiseria. etc. Tal es asi, que salvo los
actuales especialistas: Larsson, Canning, Orestein {Ann Cali, su jefe de
grupo, tiene un género dedicado: Anncaliia, Issi et al.,1993}, todos los
que han sido algo en microsporidios tienen un género dedicado.

Después del intenso trabajo inicial, resumido por la monografia de
Kudo, se entra en una fase de reposo hasta los anos 60 en que se aplica
el microscopio electrdnico. Antes surge el debate sobre el papel del
filamento polar que se dispara de las esporas. En principio se consider6
como un opérculo que abria el microporo a través del cual sslia el esporo-
plasma {Stempell, 1909}*, pero Morganthaler 1920 demostrd la natu-
raleza tubular del filamento de Nosema apis y Oshima, 1937 sugirié, es-
tudiando N. bombycis, que el esporoplasma es inoculado directamente
en el epitelio intestinal del haspedador, a través del filamento. Dissanaike
y Canning (1955 a 1957} consideran que el esporoplasma estd anclado
al filamento y éste tira de él cuando se dispara. Mediante microscopia
electrénica Huger,1960, Lom y Vavr4, 1961 y Kudo vy Daniels, 1963,
clarificando numerosos trabajo previos {Léger v Hesse, 1916; Kudo,
1920, 21 y 24; Kohier, 1921, Vavr4, 1960) determinan las estructuras
de la espora, lo que es tanto como decir la identidad Jltima de los
microsporidios®,

La microscopia electrdnica, permitié conocer mejor las estructura de
las tres fases identificadas clésicamente en el ciclo: merontes, esporon-
tes y esporas.

Con ello se produjo la segunda avalancha de trabajos sobre microspo-
ridios, confirmandose entre otros detalles, la hipdtesis de Oshima, de la
penetracién del esporoplasma en la célula hospedadora a través del
filamento polar disparado de la espora, que es el motivo funcional alrede-
dor del cual gira el origen, la antigledad vy la evolucién de los microspori-
dios. Antes, Kudo®® resume asf los principales autores que han contri-
buido ai desarrollo del conocimiento de los microsporidios con el modelo
N. bombycis: Stempell, 1909; Kudo,1916; Hutchison,1920; Jame-
son,1922. El desarrollo taxondmico hasta la década de los 60 se debe
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a Léger y Hesse, 1922; Kudo,1924; Jirovec, 1936; Weiser, 1947, 1961;
Thomson, 1960; Codreanu, 1961. Dos buenas revisiones a consultar son
las de Vdvra, 1977% y Larsson 1986,

El desarrollo moderno de la taxonomia se debe a Weisser, 19777,
19852 Sprague 19774°,1982°*;Canning, 1987*%; Larsson, 1988% vy
Cavalier-Smith, 199328,

Un hito histérico en el conocimiento de la biologia de los
microsporidios es el reconocimiento de su posible sexualidad. Loubés,
1979%, identifica la presencia de complejos sinaptonémicos, lo que
indica meiosis y la formacién de nuacleos haploides.

Los microsporidios que habfan sido considerados como importantes
limitantes del potencial bidtico de los artrépodos v, por ello, de interés
biolégico {ecoldgico), empiezan a ser mas importantes cuando se
considera las secuencias derivadas de sus ciclos bioldgicos directos en
explotaciones industriales de peces. Géneros con mero interés zoolégico
pasan a ser econdmicamente importantes bajo las condiciones impuestas
por la aquicultura, asi ocurre con Glugea, Pleistophora, l.oma, Thelaho-
nia, etc. Lo propio sucede con las especies de Gurleya en los cultivos
industriales de crusticeos. |

El estudio de los microsporidios de los mamiferos y consecuentemente
del hombre marcan la ditima fase de la historia del conocimiento de estos
protistas. Nace del estudio de Encephalitozoen cuniculi y culmina con el
reconocimiento de los microsporidios como agentes de salida, oportunis-
tas, en los enfermos inmunosuprimidos {Tabla 1), vy el reconocimiento de
la doble antigliedad de este grupo, como pardsitos y como eucariotas.

En la magnifica monografia de Canning v Lom, 19867 se resume la
historia de E. cuniculi, el microsporidio méas estudiado hasta finales de los
80. Inicialmente su fama se basd en dos coincidencias. Por una parte su
presencia en animales de experimentacién - conejos y ratones -,y por
otra, su pretendida relacién causal con enfermedades viricas, tales como
la poliomielitis v la rabia. En 1922 Wright and Craighead*® descubren
en el cerebro y médula espinal de conejos de la colonia de donde proce-
dfan los ejemplares a los que se pretendla infectar con el agente causal
de la poliomielitis infantil, unos microorganismos, que tomaban la
coloracién de Gram, de alrededor de 4 x 1,5 um. En 1923, Levadeti,
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Nicolau and Schoen*® reconocieron que era un microsporidio y le
denominaron Encephalitozoon cuniculi. Se demuestran vias de infeccidn
natural y artificial y se encuentra por diferentes autores en otros lugares.
Un paso cuantitativo, en este camino fue su pretendida relacién con la
rabia. Los corpusculos de Negri, lesién histoldgica patognomdanica de la
rabia localizada preferentemente en el asta de Amdn, se interpretan
como microsporidios v se describen especies nunca confirmadas como
Glugea lyssae Levadeti et al. 1924; Glugea rabiei Levadety et al. 1926;
Encephalitozoon rabiei Manouetian et Viola, 1924 vy E. negri Manouelian
et Viola, 19271,

Después de esta época inicial estéril surgen, a partir del trabajo de
Torres®2° en Brasil, descripciones esporddicas, ciertas en unos caso o
discutibles en otros de procesos humanos letales ocasionados por
Encephalitozoon spp. Tras haber sido considerado como un sinédnimo de
Nosema, Cali en 1970% separa Nosema de Encephalitozoon por la
condicién permanentemente binucleada del primer grupo.

Todo este trabajo aparentemente académico, prepard el terreno para
el nuevo resurgir del interés por los microsporidios, al final de 1os 80 por
dos hechos diferentes: Por una parte el reconocimiento de su papel
patdgeno en inmunosuprimidos extremos que culmina con la descripcién
de la especies Enterocytozoon bieneusi’, Encephalitozoon hellem® vy
Septata intestinalis'', por otra el reconocimiento de los microsporidios
como uno de los mds antiguos filos de los eucariotas, fdsil viviente de
épocas remotisimas del establecimiento de la vida sobre la tierra?®?, Y
lo que para nosotros es mds importante, un ejemplo viviente de uno de
los primeros ensayos con éxito del parasitismo; modalidad de simbiosis
de explotacidn.

2.2. Historia lI. Lugar que ocupan los microsporidios entre los seres
vivos,

Se pretende condensar la evolucién histérica del fugar, en la escala
zoolégica, que ocupan los microsporidios.

Segln una de las interpretaciones actuales de la filogenia de los seres

vivos, tal como el drbol de evolucién universal que propone Cavalier-
Smith, T. 1989%2 (Fig 1),basado en el fenograma, consecuencia del
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analisis mediante taxonomia numérica de las secuencias alineadas de los
RNAr de las subunidades menores de los ribosomas {Soguin, M. L. et al
1989%%), o la mé&s reciente?® filogenia producida por el anélisis de los
RNAr de las fracciones 18S mediante el algoritmo de Saitou y Ney®,
los Microsporidios son arquezoos, parasitos endocelulares.

HOMBRE
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]PUHTAS

CROMISTAS

GINOFLAGELADOS
GRLIADOS

WCETOZ005
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METANOBACTERUS

PROTOCARIOTAS
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Escharichia cok
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] ARGUEBACTERIUS
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Figura 1. Redibujada de Cavalier-Smith, 1289 {loc.cit.®®), a su vez
inspirada en el fenograma elaborado por Sogin et al., 1989 (loc.cit.®?) al
comparar los RNAr. Los microsporidios se situan, junto con los diplomo-
nadidos y otros protistas sin mitocondrias, entre los arquezoos; los mas

primitivos entre los eucariotas.
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La definicion se sale del marco convencional del lenguaje que
acostumbra a encuadrar a los seres vivos como vegetales o animales. Por
ello requiere alguna explicacién previa. Ei concepto de divisién de los
seres vivos en animales y vegetales estd en todas las lenguas, lo que
indica que pertenece al acervo comuin de la observacion de los seres
vivos. Tradicionalmente las caracteristicas principales de diferenciacion
entre animales y plantas fueron definidas por Aristoteles {Historia de los
animales)®® persistiendo la idea de reducir todos los seres vivos a uno
de estos dos reinos, mas alla de los siguientes 2000 anos.

El esquema de los dos reinos se amplid con el descubrimiento de los
seres microscopicos por Antonio van Leeuwenhoek {1632-1723),lo que
se incorpora ya en la X edicién del Systema Naturae de Linneo {1758},
persistiendo, con las subsiguientes perfecciones, a través de la obra de
los grandes naturalistas Lamark y Cuvier®®. La idea, conviviendo con la
de Haeckel de considerar a los seres microscdpicos como pertenecientes
a otro reino o subreino, el de los Protistas, pervivid practicamente hasta
los anos 30 de este siglo. Al tiempo se fueron estableciendo otros con-
ceptos, tales como protozoos y protofitos, respectivamente para los
animales y plantas microscopicos (Fig 2). La crisis del sistema de dos
reinos vino de la mano de las dificultades para encuadrar en uno u otro
mundo a muchos seres que continuamente se descubrfan, especialmente
entre los microscépicos.

Uno de los intentos de resolver la casi cierta intergradacién ani-
mal/planta de este nivel de organizacion consistié en la creacién por
Hogg (186015 de un tercer reino, el Regnum Primigenium formado por
protoctistas. La idea es en buena manera explotada por Haeckel(1834-
1915)%%% que en diferentes épocas va asignado grupos a este tercer
reino, al que finalmente destina con el nombre Protista a los unicelulares
de todo tipo, con las bacterias y cianoficeas como Moneres o Monera,
protistas sin nucleo.

Golfuss {1818)5*% introdujo el término protozoo {del griego proto =
primero y zoon = animal), para designar a los méds simples entre los
animales: esponjas, rotiferos, cnidiarios, asi como los més pequenos ani-
mdculos vistos y descritos primero por Leeuwenhoek. Aun no existia el
concepto de célula {Schleiden y Schwan, 1838,1839) como unidad fun-
cional de los seres vivos. La generalizacidon de la celularidad permitié a
von Siebold {1845), verdadero recreador del concepto, restringir el térmi-
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Figura 2. Esquema clésico de los dos reinos, vegetal y animal, de seres
vivos. La linea de puntos sefala el iimite de Io microscoépico, y por ello
de los protozoos y protofitas. En este esquema, muy utilizado hasta la
década de los 30, los microsporidios son una rama especializada de los
protozoos capaces de formar esporas.
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no para sélo los animalés unicelulares, divisién de los invertebrados crea-
da por Cuvier., Y en esta reduccién anidé el nidcleo de las discusiones fu-
turas. Los conocidos como protozoos diferfan sustancialmente entre sf,
y algunos contaban con afinidades, mds préximas a vegetales u hongos
que a animales. Algunos grupas eran disputados por botédnicos y zoolo-
gos, vy aparecian incluido en una u otra ciencia segun la formacién bésica
del protistélogo que los estudiaba®. Los protozoos inclufan en principio
a los flagelados, ciliados, suctorios y amebas. Los microsporidios no
aparecen en el esquema hasta que se afade a los protozoos los esporo-
zoos, dentro de los cuales se encuadran los microsporidios (Balbiani,
1882) como un Orden.

A pesar de que Balbiani los clasifica separados de los myxosporidios,
van a permanecer un largo tiempo asociados a éstos y a los haplospori-
dios, como Cnidosporidios o esporozoos capaces de formar esporas con
filamento/s polarfes. Lo que no es fija es su ubicacién taxondmico de
Reino a Phylum.

En el esquema de tres reinos de Haeckel, 1876 : plantas, protistas y
animales, no son colocados entre los protistas, sino entre los "Monera
animales” {hipotéticos) vy el resto de tipos de animales, como una rama,
junto con los ciliados, de los més primitivos {Archezoa) (Fig. 3)

En el esquema de cuatro reinos de Copeland, 1938° y afios posterio-
res 1947, 1956 : Monera, Protoctista, Metaphyta y Metazoa, se les sitla
por primera vez como protistas eucariotas dentro de uno de los 8 tipos
del Reino Protoctista: {Phylum Fungilii, junto con el resto de los esporo-
zoos: apicomplejos, mixosporidios, microsporidios, haplosporidios) (Fig.
43,

El sistema de 5 reinos disefiado por Whittaker, 1957 (Fig. 5 Whitta-
ker, 1977%")en el que se afiade al de Copeland el reino de los hongos
{Fungi) y la divisién del papel ecoldégico de seres ingestores {coma los
animales), absorbedores {como los hongos) o fotosintetizadores (como
las plantas) los microsporidios, junto con los esporozooa se sitdan entre
los protistos consumidores. En una clasificacién mas amplia {Whittaker,
1977%) se eleva su situacidon a uno de los 10 tipos del Reino Protista
: Phylum Cnidosporidia, lo que significa que son separados de los Sporo-
zoos { = apicomplejos) pero aun asociados a los mixosporidios y haplos-
poridios.

23



Antonio R. Martinez.

Figura 3. Esquema propuesto, entre otros por Haeckel en el que se
incluyen por primera vez los protistas (Reino Protista) como la casa
comin que aloja a todos los seres unicelulares, por encima del nivel
bacteriano {Monera). A pesar del tiempo, 1986 cuenta con varias
anticipaciones, Por ejemplo la asociacién entre los esporozoos y los
ciliados. Los microsporidios estdn junto con los esporozoos {apicomple-
jos) y ciliados entre los animales monéricos {arquezoos). Redibujado de
Lipscomb, 1981 iloc.cit.®).
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ANIMALIA

Figura 4. Esquema de los cuatro reinos de Copeland. Los microsporidias
se situan dentro del grupo Fungili de los protistas. Al asociarlos a
esporozoos y mixosporidios, se situan en una posicién avanzada dentro
de los protistas. Redibujado de Lipscomb, 1991°%®,
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Figura 5. Esquema de los cinco reinos concebidos por Whittaker®?. Se
considera el gran tamafio y diversidad de los protistas, raiz de donde
parten los grupos superiores (reinos). Se establece una separacién, tanto
a nivel protfstico como multicelular, de los grupos de acuerdo con su
especializaciéon ecoldgica como ingestores (desde los protozoos a los
animales), absorbedores (desde los protomicota a los hongos superiores)
y sintetizadores (protofitas y plantas). El valor did4ctico del esquema,
parejo a la artificiosidad que le caracteriza, hace que sea uno de los
esquemas mas poputares. Los micropsoridios, entre los Cnidosporidios,
forman un grupo diferenciado.
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Aunque aparentemente el sistema de Margulis de 5 reinos (Fig 6 y
Margulis y Schwartz 1985} no hace mas que dar una explicacién ra-
zonable al salto existente entre los Monera procariotas y eucariotas, con-
sistente en la hip6tesis de formacién de los eucariotas como quimeras de
dos, tres o mas procariotas, el esquema de cinco reinos de Margulis
juega un papel basico en el entendimiento de la situacién de los micros-
poridios entre los seres vivos consumidores o parazoos (véase méis ade-
lante Microsporidios y parasitismo). La hipétesis se confirma paulati-
namente a medida que se acumulan evidencias experimentales, y los
microsporidios son uno de los escasos representantes de aquel mundo
previo a las quimeras que originaron a los eucariotas y consecuentemen-
te, a todos los tipos superiores de vida,

En el esquema de Margulis 1374%*% Jos Microsporidios aun perma-
necen asociados a los mixosporidios, formando uno de los 31 tipos del
Reino Protoctista {0 Protistal en asocia a los monera y protistas. No es
especialmente interesante para entender el lugar de los microsporidios
entre los seres vivos. Como indica acertadamente Lipscomb®® las clasi-
ficaciones deben consistir en el ensamble por homologfas de los grupos
monofiléticos, no por otros motivos aunque estos sean practicos. Por
ello, bajo el punto de vista de los microsporidios, que son monofiléticos,
los esquemas anteriores reflejan escasamente su situacién bioldgica.

Un paso importante en el intento de hacer al Reino Protista como una
unidad mas individualizada, es el que aporta Cavalier-Smith®®, Considera
como cierta la pervivencia de representantes vivos anteriores al paso
simbidtico de la formacién definitiva de los eucariotas, por ejemplo (Pe-
lomyxa palustris - ameba anaerdbica, sin mitocondrias, centrosoma ni re-
ticulo, con bacterias simbidticas - como Unico representante del Phylum
Caryoblasteal, y o extiende a los representantes de un subphylum no
s6lo a Pelomyxa, sino también Entamoeba, Trichomonas, Metamonadidos
y Microsporidios.

En su esquema de 1993% hay 6 reinos: Prokaryota, Protozoa, Chro-
mista {Cryptophyta y Cromophyta), Plantae, Fungi y Animalia. Y lo que
importa a nuestro fin, dentro de los Protozoa, como subreino el nuevo,
Archezoa, donde engloba a todos los protistas carentes de mitocondrias
y otros organulos, considerados por ello mds primitivos, tal como
Pelomyxa v Entamoeba, Metamonadidos y Microsporidios (Fig 7.)
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Figura 6. Redibujade de Whittaker®2. Representa la interpretacién que
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!

DOMINIO PROTISTA

Figura 7. Interpretacién del esquema que propone Cavalier-Smith, 1981%
En él se separan definitivamente, entre los protistas, los Archezoa
(arquezoos) donde se reunen a los microsporidios, metamonadidos
{Giardia y otros) y heteromonddidos, de los Metacariota que engloba a
protozoos y cromistas.
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Las criticas a esta idea han sido numerosas. La falta de mitocondrias
se considera mejor una simplificacién o pérdida por adaptacién a la anae-
robiosis, es decir mas un caricter evolucionado que un cardcter primi-
tivo. Un vez més los 4rboles no dejan ver el bosque; aunque es mas facil
pensar que existen relictos de la larguisima época evolutiva anaerdbica,
se prefiere ver a los anaerobios, sin mitocondrias, como readaptados a
los escasos habitats sin oxigeno o al parasitismo endocelular, Sin embar-
go hoy parece que mAas investigadores se inclinan por juzgar que la au-
sencia de mitocondrias no es un cardcter secundariamente adquirido. Los
protistas sin mitocondrias, centenares de especies, serfan asi descendien-
tes de los protistas anteriores a la adquisicién, por simbiosis, de las mito-
condrias.

A nuestros efectos Cavalier-Smith sirve para concretar el nivel de
organizacidon donde se encuentran los microsporidios. Otra cuestion
distinta es su inclusién en los Protozoa. En el esquema de Cavalier-Smith,
los protozoos, aunque purgados de los Chromista, aun no son otra cosa
que un sistema polifilético, o mejor un sistema para-filético, un nivel de
organizacién donde permanecen algunos representantes que terminan en
un reino definido. Esto que es valido para hongos, plantas e incluso ani-
males, no tiene sentido para grupos como los Micrasparidios. El nivel pro-
tistico puede ser un apeadero de la via que conduce a la gran estacién
(Phylum Plantae, por ejemplo], pero es apeadero y término para otros
grupos. Las lineas continuas desde los protistos a las plantas o a los
animales, indican subliminalmente esta idea.

La generalizacién de esta idea conduce a esquemas evolutivos com-
pletamente diferentes, que pueden ser tan simples como el de Dodson,
1971% con sélo tres reinos: Mychota comprendiendo desde los virus
a los procariota incluidos, Animalia y Plantae o la de Leedale, 1974°%
con cuatro dmbitos (reinos) partiendo de un centro inominado, a su vez
elevado de los monera.

Nada aportan a nuestro grupo estas interpretaciones. Tampoco la ima-
gen similar de Jos 19 reinos, a modo de abanico de Leedale, 1974,

Todo el panorama anterior se enmarca en la taxonomia clasica, utili-
zande tipos como descriptivos de especies y homologias como herra-
mienta de asociacidn entre taxones. La taxonomla numérica, fenética,
amplia el &mbito de las observaciones morfolégicas, al hacerlo mediante
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herramientas estadistica sobre expresiones fenotipicas en poblaciones,
disociadas en unjdades observables o medibles (unidades taxondmicas
operativas). El sistema rinde grandes ventajas en el andlisis de la subes-
peciacidn y en general en los taxones inferiores a la familia. Su utilizacién
para los grandes grupos empieza a ser posible cuando lo que se somete
a andlisis, son elementos comunes, bien conservados, donde se tienen
que encontrar las huellas de las vicisitudes pasadas; las huellas de la evo-
lucién. Se procede a la comparacién de secuencias macromoleculares
comunes a todos los seres vivos, y por elio, comunes también a los ante-
cesores comunes. La idea partié del trabajo de Zuckerkandl y L. Pauling.
7% v consiste en hacer una filogenia molecular. La cuestién inmediata a
rasolver fue las caracteristicas basicas con las que deberla contar las mo-
léculas escogidas. Las que contaran al maximo con las siguientes carac-
teristicas: 1.- Que sean evolucionariamente homdlogas; 2.- Con secuen-
cias muy conservadas y de cambio pausado {que cambien o hayan cam-
biado con suficiente lentitud como para que puedan ser apreciadas las
distancias genealdgicas mds extensas}; 3.- Que los genes que definen es-
tas moléculas no sean capaces de saltar o transferirse entre especies; y
4.- Que las referidas moléculas estén formadas por un nimero esta-
disticamente representativo de lupares wvariables independientes (i-
dealmente con varios dominios funcionales) que puedan usarse para
probar la evolucién convergente o divergente.

Después del trabajo de Woese, 19877 parece ser que los RNA ribo-
sdmicos {RNAr} o sus DNA nucleares, son las moléculas que cumplen
mejor las proposiciones anteriores. Los ribosomas estan universalmente
distribuldos entre los organismos individuales y sus constituyentes (cloro-
plastos, mitocondrias y organulos funcionalmente equivalentes). Las va-
riaciones que se observan en los RNAr son comparativamente mas con-
servadas que las de otros constituyentes universales, tales como la ubi-
quitina, actina o la tubulina. El primer objetivo fue la fraccidn 5S de apro-
ximadamente 125 nucle6tidos, pero por su tamano se sustituyd por la
fraccidon menor que oscila entre 1.200 nucle6tidos de un microsporidio
a 2.300 de un protozoo. La secuenciacidn rdpida se ha visto facilitada
por dos razones. Primero, gracias a que las secuencias 5’ y 3'de los ex-
tremos de codificacién altamente conservadas de los extremos de codifi-
cacidn permiten, mediante protocolos de PCR, disponer "in vitro™ de
cantidades grandes de DNA gendmico. Como resultado de ésto, especies
de las que solo se disponen de unas pocas células pueden ser incluidas
en los estudios de comparacién. En segundo lugar, regiones altamente
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conservadas se encuentran distribuidas a lo largo del sistema, por lo que
oligonucledtidog complementarios obtenidos por sintesis de estas regio-
nes pueden usarse como cebadores de ampliacién, y la secuencia com-
pleta determinarse por la yuxtaposicién de las secuencias desde una re-
gion conservada a la siguiente con los protocolos de dideoxinuclestido
de cadena terminal. De este modo se omiten otros procedimientos tedio-
$0% y caros como la construccion de genotecas especlficas. Por todas es-
tas razones la subunidad menor del RNAr es una de las herramientas més
empieada para el estudio de las interrelaciones filogénicas de los seres
vivas entre sf. 727383.74.76.76

Se han utilizado varios métodos para el andlisis filogenético con los
datos del RNAr: Andlisis de Parsimonia’’, andlisis cladistico y matrices
de distancia (similaridad-disimilaridad, distancia génica)’®. Cada uno de
los procedimientos cuenta con ventajas y limitaciones. Los resultados del
método de andlisis filogenético por parsimonia (PAU} v los de similaridad-
disimilaridad dan 4rboles muy préximos entre si, por lo que ambos se uti-
lizan indistintamente. 7980813283

El resultado de este proceso es un cambio radical en las hip6tesis
anteriores que definian jos seres vivos como pertenecientes a reinos de
plantas, animales, hongos, cromistos y protistos. Parecen existir so-
lamente tres grandes linajes: El de las eubacterias en el cual se en-
cuentran también los pldstidos celulares {mitocondrias vy cloroplastos), el
de las arquebacterias y el de los eucariotas.

En la Fig. 8 se representan los tres linajes mencionados, como Iineas
divergentes sin rafz. Las longitudes de cada segmento son proporcionales
a las distancias evolutivas entre los organismos representados. Por ello,
se observa que existen mayores distancias entre los grupos principales
de protistos que las que se definen para grupos tan notoriamente distin-
tos como animales, plantas vy hongos. Cuando la representacion se hace
mediante el método de matriz de distancias, representando un arbol en
el que los componentes horizontales de separaciéon representan la distan-
cia evolutiva entre los organismos, tomando como escala 10 cambios por
cada 100 posiciones, se produce la imagen del dendograma de la Fig. 9.

La comparacién de tas subunidades menores de los RNAr soporta la

idea adelantada por Mereschkowsky, K. {1905, 1910} y Wallin (1927),
v desarrollada por Margulis en la década de los B0® de la relacién es-
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Figura 8. Interpretacién del esquema sin raiz propuesto por Sogin, 199177
que asocia los tres grandes linajes (Reinos} de seres vivos: arquebacte-
rias, eubacterias y eucariotas, de acuerdo con la similaridad entre los
RNAr. Los microsporidios se situan como uno de los primeros grupos de
la estirpe de los eucariotas.
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Xerropus laevis
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Chlamydomonas reinhardlil
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Oxytricha nova
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Dictyostellum discoideun
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Figura 9. Tomada del trabajo de Sogin et al., 198975, Es la filogenia que
se deduce del andlisis, para las especies que se indican, de los RNAr de
las fracciones pequefias [como de 165). En esta bella imagen, se
disocian, por una parte, las bacterias (arquebacterias como Sulfolobus vy
eubacterias como Bacillus) y por otra los eucariotas. El microsporidio
{Vairimorpha necatrix) es el segundo mds primitivo entre los eucariotas.
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trecha entre los cloroplastos y las cianobacterias, asf como entre las mi-
tocondrias y la subdivisién o de las bacterias purpura®%,

Por tanto los microsporidios se encuentran en {a ralz de la separacién
de los eucariotas. De acuerdo con el método de anélisis, aparecen los
primeros o los segundos {Vairimorpha necatrix, la primera especie anali-.
zada}. Los primeros si el andlisis se realiza por el método de anélisis de
parsimonia {fig. 10). Los segundos si el anélisis se lleva a cabo mediante
la matriz de similaridad.

X Jeovis

R LT
emra}\\/ . dhctun

¥ oecatrix

E graciiis

Figura 10. Trasladado por ordenador de Vossbrink et al.,1987%
Representacién derivada del método de matriz de distancias de las
subunidades menores de RNAr de 8 especies de eucariotas. La raiz del
arbol procede de la comparacién con una arquebacteria. La longitud de
las lineas es proporcional a la distancia evolutiva.

El microsporidio analiado {V.necatrix) aparece como el mas antiguo vy
profundamente separado del tronco de los eucariotas.
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Cuando Sogin et al {1989) estudian la yuxtaposicidn absoluta de las
secuencias de los RNAr de las fracciones menores de arquebacterias, eu-
bacterias y representantes de microsporidios, euglenozoos, micetozoos,
hongos, plantas y animales (Tabla 5) tanto cuando se considera el nime-
ro de bases iguales a arquebacterias y eubacterias en conjunto, como
cuando se considera el niimero de bases tguales a unao de estaos grupos
por separado, los microsporidios son el grupo de seres mas alejados, es
decir, con menos coincidencias con las bacterias,

Por el contrario, los diplomonadidos (Giardia lamblia) son el grupo mas
préximo. Los valores tan pequefios para los microsporidios, se deben
posiblemente, o bien a una evolucién acelerada, o bien a una mayor
antigliedad de este grupo con relacién al inmediatamente siguiente, los
diplomonéadidos. Las diferencias, tanto de los diplomonddidos como de
los microsporidios con el resto de protozoos y eucariotas son tan grandes
que cabe la tentacién de considerarlos como reinos independientes entre
los seres vivos. Esta idea la desarrolla en cierta medida Cabalier-
Smith®”-%%, que considera que el signo de diferenciacién de los eucario-
1as no es mas que el nicleo, el sistema de endomembranas citoplasmati-
cas y el citoesqueleto, existiendo mas de 1.000 especies de protozoos
y hongos que no tienen mitocondrias.

Algunos de estos protozoos son reliquias vivientes del comienzo de
la evolucién de los eucariotas, habiéndose separado del tronco evolutivo
de éstos antes de la asociacidn simbiética con las mitocondrias. Esto le
permite dividir los eucariotas en arquezoos {microsporidios y metamona-
didos} y metacariotas {protozoos, plantas, hongos y animales) (Fig. 1 vy
7. tabla 5).

Cavalier-Smith, 1993 {loc. cit.), integrando los acercamientos cladis-
tico v los arboles de secuencias de DNAr, crea un esquema de filogenia
universal, introduciendo alguna nueva categorfa como Imperio y Supe-
rreino. En el mismo, Microsporidios son un Phylum situado en el Imperio
Eucariota, Superreino Archezoa (junto con el Phylum Archamoeba (Pe-
lomyxa,Mdstigamoeba) vy Phylum Metamonada (Enteromonas, Giar-

dia, Oxymonas)}.
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Tabla 5.- Los 8 reinos de seres vivos y sus 10 subreinos {Cavalier-

Smith, 1993).

Imperio BACTERIA
Reino 1.Eubacteria
Subreino 1. Negibacteria
Subreino 2. Posibacteria
Imperic EUKARYOTA
Super-Reino 1. ARCHEZOA
Reino Archezoa
Super-Reinoc 2. Metakariota
Reino 1. Protozoa
Subreino 1.Adictyozoa
Subreino 2.Dictyozoa
Reino Plantae (*)
Reino Animalia {*)
Reino Fungi (*)
Reino Chromista (*)

* Se omiten los correspondientes subreinos.

El trabajo de Tom Cavalier-Smith {Microbiol.Rev.,57:953-394) ha
sublevado los dnimos de los especialistas. Representa la gota que
llend el vaso de las inquietudes por la necesidad de una nueva
disposicion taxondémica, lo mas consensuada posible, que sustituya
a la ya vieja de Levine et al. (1980)lloc. cit.''®). Por ello, bajo 1a
direccién esta vez de D.J. Petterson se ha nombrado, en la Socie-
dad de Protozodlogos, un nuevo Comité para la Sistemdtica vy
Evolucién, encargado de elaborar una nueva clasifiacién {Society of
Protozoologists. Newsletter, Spring edition 1994, Vol.18 {1)).
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2,3. Historia. lll. Asociaciones heterotipicas mutuales. Origen de los
aucariotas y microsporidios.

Se han propuesto cuatro modelos alternativos sobre el origen de los
eucariotas. Uno, el disefado en la teoria del desarrollo {conocida también
como teorfa autégena) (Gray, 1983)%. Los otros tres, apoyados en las
asociaciones heterotipicas mutuales, son la hip6tesis del progenonte
como origen comtin de eucariotas y procariotas {Woese, 19877"), la teorfa
de la endosimbiosis secuencial {SET, Margulis 1981°) y las versiones
de la teorfa simbi6ntica de Cavalier-Smith®'®2, Los datos revisados vy
la moda al uso han conducido al abandono de todas las versiones de la
teorfa de desarrollo favoreciendo por el contrario las teorias simbidticas.

La teorfa del progenonte postula la existencia de un ancestro comadn
a bacterias y eucariotas, microaerdfilo, que vivié hace al menos 3.500
millones de afnos, del que no han sobrevivido descendientes directos. La
teorla sugiere que los eucariotas no proceden de los procariotas, sino que
ambos derivan del ancestro comun, el progenonte. El progenonte serla
por lo tanto mas simpie que la mas simple de las células existentes hoy.

En la fig. 11, redibujada de Soguin 19917¢, se indica la sintesis de la
teoria. El autor coloca al progenonte como el antecesor comun de eubac-
terias, arquebacterias y eucariotas del esquema sin raiz de los tres gran-
des dmbitos evolutivos (Fig. 8) deducidos del andlisis filogénicos de las
fracciones pequefias de los RNAr.2*%,

La hip6tesis propone que un representante de l1a linea proto-eucarié-
tica englobd una arquebacteria cuyo DNA formé una quimera con el ge-
noma proto-eucaridtico existente. Este suceso condujo a la formacion de
las primeras células nucleadas. En esencia, el asociado aporté el DNA vy
el receptor protoeucariota, mediante su RNA, los mecanismos-de trasla-
cién y codificacidn de la informacidn para la sintesis.

La hipdtesis racionaliza las diferencias existentes entre las filogenias
basadas en las proteinas vy las que se asientan en los RNAr.Las filogenias
basadas en la similaridad entre proteinas, hermanan a arquebacterias y
eucariotas,frente a las eubacterias, mientras que las que se basan en la
comparacién de los RNAr destacan la relacién entre arquebacterias vy
eubacterias.El modelo explica el mecanismo sofisticado de replicacién del
RNA que se encuentra en los eucariotas y no se halla en los procariotas.
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Figura 11. Adaptada de Sogin, 1991. La hipttesis se condensa en la
cita®®. El ndcleo se origing en el primer ensayo endosimbiéntico con
éxito, entre un anucleado con citoesqueleto y metabolismo RNA
dependiente y una protobacteria, con genoma organizado y DNA,
surgiendo asl el primer eucariota.
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Los progenantes perviven sdlo en sus descendientes. No se sabe si
perviven proto-eucariotas y lo mds préximo al eucariota inicial,con sélo
nicleo y reticulo citoplasmadtico, pueden ser los microsporidios. De aquf
precisamente la inclusién de este capitulo de biologia bdsica en esta
revision.

La hipdtesis de la endosimbiosis secuencial reconoce a la simbiosis
como origen de los orgdnulos endocelulares. En su forma mas extrema
de definicidn viene a postular que las tres clases de orgdnulos celulares
de los eucariotas {mitocondria, plastidos, y cilios; y por extensidn todas
aquellas formaciones citoplasmdéticas con capacidad de replicacidn, o
acidos nucleicos sin expresidn morfolégica) se originaron por asociacién
de bacterias de vida libre {aerébicas unas, fototréficas otras y espiroque-
tas) en asociacidn con microbios que proporcionaron el ndcleocitoplasma
{arquebacterias como Thermoplasmal. Las evidencias en las que se apo-
va la consideracién de hospedador nucleocitopldsmico de un procariota
incluye la asociacidn llamada HT-A vy la presencia de proteinas parecidas
a las histonas en el DNA de Thermoplasma, asi como su respiracién
microaerdfila y metabolismo. La presencia de intrones en los genes
ribosomales de las arquebacterias refuerza la hipdtesis de que Thermo-
plasma pudo ser el ancestro nucleocitopldsmico de los eucariotas.

En apoyo en parte de la hip6tesis puede considerarse definitivamente
establecida la procedencia de mitocondrias y plastidos a partir de bacte-
rias de vida libre (Eubacterias mas que arquebacterias) (Gray, 1983%%).
Soguin, M. L. et al. 1988%, demuestran !a afinidad de los cloroplastos
de maiz con la bacteria Anacystis nidulans asi como las mitocondrias de
mafz con Agrobacterium tumefaciens.

También parece establecido el cardcter polifilético de las mitocondrias
(con cresta tubulares unas frente a crestas aplanadas otras). Por otra
parte, nuevos datos de biologia molecular, revelan enormes variaciones
en el DNA mitocondrial, lo que se puede deber al origen polifilético o a
fa evolucién de diversificacién subsiguiente a la adaptacién simbidtica {o
ambas) no hay duda, asl mismo, que ciertos procariotas todavfa hoy, son
capaces de penetrar y establecerse en otras clases de procariotas, for-
mando interacciones endocitobidticas. Este tipo de asociaciones pueden
considerarse preadaptaciones de orgdnulos intracelulares. Un argumento
mas al origen polifilético de los pldstidos es el demostrado origen euca-
ridtico de alguno de ellos.
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Debido a que los eucariotas fotosintetizadores pueden contener ade-
mds de plastidos, mitocondrias, es muy probable que los pldstidos fueran
adquiridos por organismos que ya tenfan mitocondrias. La adquisicién del
flagelo puede haber precedido a la adquisicién de la mitocondria. Por ello,
la hip6tesis {SET) postula la adquisicién secuencial de los organulos. Pri-
mero el flagelo, en segundo lugar las mitocondrias, mds tarde los plds-
tidos

El tamafio de los ribosomas citopladsmicos y su complejidad varia en
gran medida entre los eucariotas y procariotas. A consecuencia de la
asociacién con espiroquetas postulada en la teorfa simbidtica secuencial
se cree que los ribosomas de los eucariotas son estructuras recombinan-
tes de origen dual: del hospedador {presumiblemente una arquebacteria)
y del ancestro del flagelo {presumiblemente una espiroquetal.

Si los microsporidios, como parece, son anteriores a este primer
ensayo de organularizacién de los eucariotas (segun fa SET, arquebacte-
ria + espiroqueta), la hipdtesis, justifica el cardcter casi procariético de
sus ribosomas. Sin embargo no sirve para los Trichomonadidos, flagela-
dos también provistos de ribasomas 708S.

El genoma de los eucariotas, adn de las formas mas elementales es
bastante mds complejo que el de los procariotas; la teorfa simbidtica
secuencial postula que el genoma eucaridtico no se diferencié del geno-
ma del procariota hospedador sino que tiene al menos un doble origen:
hospedador {arquebacterial y espirogueta, y por lo tanto, el sistema
gendmico en sl mismo es una recombinacidn de todos sus aspectos. AUn
m4as, debido a que la mayor parte de los genes eucariotas han sido trans-
feridos desde la mitocondria al nicleo del hospedador, el genoma euca-
riotico deriva de al menos tres genomas heterélogos: hospedador, espiro-
queta y mitocondria. Hay datos que sugieren que genes originalmente
mitocondriales han sido transferidos al ndcleo, es decir, el genoma nu-
clear tiene al menos origen en tres seres distintos.

Las dos hipdtesis, la del progenonte v la del origen endosimbiéntico
secuencial de los eucariotas se apoyan en el papel trascendental que la
asociacién mutual {simbiosis de organismos diferentes) jugé en la apari-
cién vy transformacién posterior de los eucariotas. Las diferencias en la
hipétesis es sobre el diferente origen del nicleo. En la hip6tesis del pro-
genonte el nicleo se origina en el primer ensayo endosimbidntico con
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éxito, entre un anucleado con citoesqueleto y metabolismo RNA depen-
diente v una protobacteria, con genoma organizado y DNA. Por el con-
trario, en 1a teorfa endosimbidntica secuencial, el nucleo, posterior al
endoesqueleto que es la adquisicion trascendental del protoeucariota®-
# se produce por endocitosis {fig. 12, redibujada de Bakker-Gruwald
y Weéstman, 1993)%7; por una endocitosis afortunada que englobd el
4rea citoplasmética donde se concentraba los cromosomas. Los sucesos
de endosimbiosis subsiguientes, en discusién, terminaron originando la
célula eucariota,

peaToame  mrgcondric

vocenia

mentbhrana anclear

Cromosomas Reticulo

Retlculo

CFevipsi

Figura 12. Redibujada de Bakker-Gruwald y Wéstman, 1993%.De
izquierda a derecha, formacién del niicleo por endocitosis y de la célula
eucaridtica, por la sucesivas asociaciones simbidnticas.
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Bermudes y Margulis®® consideran que la simbiosis, més que la acu-
mulacién al azar de mutaciones, puede ser el mecanismo principal de los
cambios evolutivos a gran escala que subyacen, bajo la apariencia evolu-
tiva, en los grandes taxa. En conclusién, postulan que la megaevolucién
de los grandes taxones (reinos, tipos, clases) se debe a |la recombinacién
simbiética. Mientras que la de los taxones menores {familia, género) al
proceso de macroevolucién convencional.

La teorla simbiética general de Margulis, y en especial la teorfa sim-
bidtica secuencial es matizada por Cavalier-Smith 1987%%%2 en varios
sentidos. Considera, como enunciados que intenta demostrar, que: 1. El
hospedador que inicia el proceso simbidntico no es un procariota ame-
boide imaginario, sino un protozoo, biflagelado, como los metamonddidos
{retortamonédidos, etc). 2. Las mitocondrias y cloroplasto se originaron
s6lo una vez y no varias, a partir de purpuro-bacterias fotosintetizadoras
no sulfurosas y cianobacterias, respectivamente. 3. 4. 5. 6. de interés
para otros contextos, y 7. Que la conversidn de las negibacterias (bacte-
rias Gram - entre las eubacterias) a mitocondrias y cloroplastos no acon-
tecié seriadamente, en tiempos separados, sino simultdneamente, en la
misma célula hospedadora, hace aproximadamente 960 millones de afios,
un tiempo después del origen del primer eucariota fagotréfico eficiente.
Extiende el origen simbidtico a los plastidos (perixosomas a partir de eu-
bacterias gram positivas), asi como los hidrogenosomas, a partir de mito-
condrias transformadas.

La hipdtesis simbidtica del origen de los eucariotas se refuerza con
otros muchos trabajos. Por ejemplo: Michels, et al'®® discuten las ca-
racter{sticas de los glicosomas {microsomas especificos de los protozoos
quinetoplastidos), considerando su origen simbidtico a partir de bacterias
gram positivas o0 arquebacterias. Se diferencian de los otros plastidos de
origen simbidtico en que no retiene ni siquiera los genes de las membra-
nas internas. La presencia de genomas muiltiples en los protozoos es un
hecho que se confirma continuamente. Por ejemplo, Wilson, R.J.M. et
al', estudian la presencia de un tercer DNA en Plasmodium formado
por un ¢frculo de 35 kb rico en AT. Parece de origen procariético y se
aproxima estructuralmente al DNA cloropldstico. Es posible que sea un
res/duo de un simbionte perviviente pasado, debido a que gobierna algan
tipo de funcién imprescindible. Fenémenos parecidos a éste, estudiado
para Plasmodiym, se encuentran en otros protozoos apicomplejos. Con
significados mds concretos, se hallan en diversos grupos de protozoos
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otros simbiontes de significado conocido como ocurre en ciliados y qui-
netoplastidos .'°2, o de significado desconocido como las vesiculas
DNA-asa sensitivas del nicleo y citoplasma de Entamoeba.

Realmente, aunque con enfoques diferentes, las hipdtesis anteriores
se apoyan en el mutualismo subsiguiente a una interaccién simbidntica.

Los microsporidios pudieran ser como el ejemplo de lo que debieron
de ser los primeros eucariotas. Como la religuia de un pasado, estanca-
dos por la misma razdn, pero invertida, gue hizo progresar al resto de los
eucariotas. La simbiosis estable gue supone un parasitismo perfeccionado
muy tempranamente, que pervive a través del tiempo y de la evolucion
de sus hospedadores.

3. Biologfa.-
3. 1. Singularidad de los microsporidios.

Los microsporidios son un grupo universalmente presente a lo largo
del camino evolutivo del resto de los eucariotas consumidores. Cuentan,
coma hemaos visto previamente, con caracteristicas Onicas y diferentes
al resto de los eucariotas?®?’7®, que atestiguan su antigiiedad. En otras
palabras, son como el fésil viva de los primeros eucariotas, los existentes
antes de iniciarse el gran camino megaevolutive que supuso la incorpora-
cién de los simbiontes: perixasomas, mitocondrias, etc.,y la consalida-
cién evolutiva de la célula eucariota tipica,

Su singularidad se condensa en los siguientes aspectos aparentemen-
te probados:

1.- Divisibn nuclear primitiva'®® {mitosis endonuclear acentriolar)
conocida como "pleuromitosis intranuclear cerrada”™

2.- Meiosis y cromosomas diferentes al resto de los eucariotas con
sexualidad conocida'®.

3.- Ausencia de mitocondrias y demds orgdnulos citopldsmicos
auténomos de posible origen simbiético®

4.- Ausencia de centrosoma y de estructuras réplica de la de los
hemicentrosomas®®

5.- Ribosomas y RNAr de tamafio homélogo at de los procariotas®*
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6.- Fraccidn mayor de los ribosoma sin la subunidad de 5,85 que es
tipica de todas las células eucaridticas?®

7.- Subunidad menor (16S) de los ribosomas (en Vairimgrpha neca-
trix, primero?’ y posteriormente en otras varias especies(Enterogi-
tozoon bieneusi, Septata intestinalis, Encephalytozoon cuniculi
128 muy diferente a la 185 de los eucariotas

En principio se habfa citado  Los ribosomas de los proceriotas sedimantan en
para Nosema bombycis?* y grediente de sacarosa con un coeficiente de
m4s tarde para otros micros- sadimentacién c.le 70S. Su disociacién rave!rsi!ﬂa
poricios™ Ia presencia de ribo- o urideter 201 50 o seindies
somas mas parecidos a l0s de  ;ynstituide por RNAr y proteinas. En los eucario-
los procariotas que a los euca-  1as los ribosomas son mayores, sedimentando a
riotas. Vossbrinck y Woese?® 80S. Los procariotas cuentan con 3 moléculas da
comprobaron sne microspori: iAo 825 5% B o sewivae sl
dio Varimor[?ha necatrix {Kra- 28,58y Sé eh |la subunidad mayor. Y
mer 1965) Pilley, 1976, (espe-
cie tipo del género dimdérfico Varimorpha, creado para englobar a las
especies antes descritas como diferentes {Nosema necatrix y Thelohania
diazomal cuyas esporas no son mas que dos presentaciones del ciclo
estimuladas por a temperatura ({la forma como Nosema a 259C y la como
Thelohania a 20°C cuando parasita a las larvas de Spodoptera exempta
y otros lepidépteros'®®), no sdlo que los ribosomas son de menor tama-
fio, sino que ademds carecen de la fraccién 5,8S. Sucediendo, como en
los procariotas, que la secuencia 5’inicia! de la fraccién mayor es en los
aproximadamente primeros 150 nucleétidos homdéloga a la secuencia
5,8S que falta. En otras palabras, el RNAr de 235 de V. necatrix tiene su
extremo 5’inicial en la misma posicidn {relativa al ribosoma de Esche-
richia coli] que tiene el RNA 5,85 de un eucariota como la levadura
Sacharomyces cerevisae.

La secuencia de bases de Vairimgorpha necatrix, es mas corta que la
tipica de los eucariotas, con s6lo 1.244 nucledtidos, lo que la hace més
corta que aun el més corto de los RNAr de los eucariotas. Ademas, la se-
cuencia carece de varias regiones consideradas como tipicas de los euca-
riotas. Especialmente las regiones que se encuentran entre las posiciones
180 vy 225 y entre las posiciones 590-650, en las que hay poca o escasa
homologia con las correspondientes secuencias tanto de los eucariotas
como de los procariotas; realmente V. necatrix carece de ambas regiones
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Las caracteristicas de la subunidad menor del RNAr de V. necatrix son
tan inusuales, gue los autores tuvieron necesidad de secuenciarlas direc-
tamente. La secuenciacidn se extendié desde la posicién 5° de la molé-
cula hasta la posicién 302, y entre las posiciones 968 y 1.490 (siguiendo
como numeracién la de E. coli)®®,

Hay poca homologlia entre los RNAr de V. necatrix y los eucariotas,
de tal modo que el drbol filogenético que se deriva de estos datos me-
diante el algoritmo de matriz de distancias muestra que V. necatrix es el
grupo que mas tempranamente se separé en la linea de los eucariotas®
28

Usando el criterio de las diferencias en los RNAr como medida de la
distancia evolutiva, la profundidad de la ramificacién de los microspori-
dios en la linea de los eucariotas es extraordinaria. Ello abona la idea de
que las caracteristicas Unicas de estos organismos pueden de hecho sig-
nificar que la separacién del resto de los eucariotas se produjo muy tem-
pranamente.

Es posible que esta divergencia ocurriera cuando la atmdsfera te-
rrestre carecia todavia de oxigeno {un tiempo que de acuerdo con la
estimacién de los gedlogos se produjo hace, entre 2.900-2.700 millones
de afios) antes de la evolucién de las mitocondrias y antes del desarrolio
del RNAr de 5,85 de los eucariotas.

Posteriormente, cuando el oxigeno se fue estableciendo en la
atmdésfera, es posible que las formas de vida que no inciuyeran mitocon-
drias, desaparecieran. Un grupo que sobrevivié fue aquél gue comenzé
a ser pardsito endocelular de organismos conteniendo mitocondrias.
Como parésito se quedd liberado del efecto de fa atmdésfera rica en
oxlgeno, evitando la competencia con otros organismos, gue contienen
mitocondria.

Verdaderamente, el hecho de que los microsporidios parasiten en tan
amplio rango de animales y protistas indica que su parasitismo es muy
antiguo?®,

Graficamente, en el esquema de Waiker y Pace'?” adjunto se indica las

diferencias entre eucariotas y microsporidios:
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188 . 5,88 285

s— SN WM :vcaRIoTas

165 23S
s'——FE 3’ PROCARIOTAS

¥ V. necatrix

interpretacién de la organizacién gendmica de los genes (DNAr] ribo-
sdmicos, comparada, de un eucariota y de los mjcrosporidios y proca-
riotas'®®

Los trabajos anteriormente comentados indican la antigledad extra-
ordinaria de los microsporidios dentro de la diversificacién de los euca-
riotas.

En el primer &rbol filogenético dibujado mediante el método del
algoritmo de Fitch y Margoliash’®’, (fig 10} enraizando en los procario-
tas, el microsporidio V. necatrix es el primerp que se separa del tronco
de eucariotas. En el analisis no se incluye Giardia lamblia, por esta causa
cuando Sogin et al, 1989° dibujan el 4rbol multireino que se infiere del
andlisis de los RNAr de arquebacteria, eubacteria y eucariotas {14 espe-
cies}, la especie que primero se separa en ef tronco de los eucariotas es
el diplomonddido G. lamblia, seguido del microsporidio V. necatrix.

Con los mismos datos, pero si en vez de emplear el método de matriz
de distancias (Fitch y Margoliash),se sigue el analisis de parsimonia
{PAUP = phylogenetic analysis using parsimony)’’ el microsporidio se
separa en el drbol como el grupo més antiguo.

En la tabla 6 adjunta, reelaborada del trabajo citado, se ejemplariza
considerablemente las notorias diferencias, o la singularidad de los
microsporidios vy de los diplomonadidos con relacidn al resto de los euca-
riotas examinados.
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Tabla 6.- Consenso absoluto de secuencias determinadas en los RNAr de
la fraccién 165 de arquebacterias, eubacterias, protistas y metazoos. En
la columna 1 se indica el ndmero de bases iguales tanto a arquebacterias
como a eubacterias, en la columna 2 ndmero de lugares idénticos a arque-
bacterias 0 a eubacterias.

Columna 1 Columna 2
Vairimorpha necatrix 63 146
Trypanosoma brucei 86 180
Euglena gracilis 93 194
Zea mays 94 189
Dictyostelium discoideun 96 191
Saccharomyces cervisiae 96 194
Xenopus laevis 99 186
Homo sapiens 103 170
Giardia lamblia 149 395

Los datos de la columna 1 representa lo conservado, no alterado con
relacion a un antecesor comun. Si lo distinto es consecuencia de la acu-
mulacién en el tiempo de diferencias, el grupo que mas tiempo fleva dife-
rencidndose, o es mas primitivo es V. necatrix..

Los datos de la columna 2 significan que el microsporidio es él
representante del grupo mas alejado, o que tiene menos coincidencias con
las bacterias en su conjunto. Esto puede deberse, o0 bien a la cortedad de
su RNA de 165, o bien a que el grupo experimenté una aceleracion
evolutiva. Es la imagen contraria a G. lamblia que cuenta con la mayor pro-
ximidad a las bacterias. También se puede interpretar en conjunto como
reflejo de la mayor antigledad de estos eucariotas.

En trabajos posteriores como los de Elwood et al, 1985'%%, Schle-
gel, 199178, Sogin;M. L.,19917® v Siddall et al. 1992'°®, se confirma
la singularidad y antigiiedad de los microsporidios.

No todos los autores estdn enteramente de acuerdo con estas deduc-
ciones. Cavalier-Smith, 19932% en el 4rbol filogénico de los RNAr de la
subunidad menor {185) de 150 eucariotas analizados, producida por el
algoritmo de Saitou y Ney® sitta a los microsporidia analizados (E._bie-
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neusi, S. intestinalis y E. cuniculi} como la segunda rama separada de la
estirpe eucaridtica (en los arquezoos), y duda si los microsporidios
{Phylum Microsporidia como prefiere denominarlos y no Microspora Spra-
gue, 1977 nombre que puede acarrear confusidn pues Microspora es
también un alga verde) deben ser considerados Archezoa o Protozoa. Su
actual reflexion parece surgir de la separacidn de los arquezoos, forzada
por la evidencia, de los Parabasalia {Trichomonadidos) y de Entamoeba
spp. Los primeros porque tienen dos estructuras claramente diferentes
a las de los arquezoos: dictiosomas bien desarrollados {con lisosomas) e
hidrogenosomas, y ello a pesar de que tienen ribosomas de 70S (pro-
caridticos). Y las amebas, por su situacién en los drboles filogenéticos de
andlisis de los RNAr, a pesar de que carecen de mitocondrias y perixoso-
mas y tienen lisosomas rudimentarios. Los microsporidios no tienen ni
dictiosomas ni hidrogenosomas, ni parece que su estructura es conse-
cuencia de una regresidén desde los protozoos (pérdida de la mitocondria
y perixosomas, asl como de lisosomas y centrosoma, estructuras estas
dos uitimas que sl tienen otros arquezoos). Sin embargo, el hecho que
parasiten el citoplasma de eucariotas con mitocondrias, puede justificar
una regresién morfoldgica con pérdida de todas estas estructuras. Y,
aunque la naturaleza de los ribosomas parece ser un caracter seguro de
primitivismo, |la presencia de ribosomas similares en los tricomonadidos,
hace que pierda valor esta circunstancia. Si se asume, como hace Cava-
lier-Smith que los tricomonadidos son secundariamente amitocdndricos
{con los hidrogenosomas procedentes de mitocondrias venidas a menos},
la presencia en los microsporidios de ribosomas 708 no justifica su no
origen a partir de Percolozoa [Naegleria, Vahlkampfia) con mitocondrias
y sin dictiosomas. Si proceden de los Percolozoa, que es el grupo méas
préximo en el anédlisis filogenético de Cavalier-Smith, sélo tuvieron que
perder las mitocondrias y sufrir ademas la reduccién de los ribosomas
desde 808, con subunidad de 5,85, a 70S. La pérdida de la subunidad
5,8 puede ser consecuencia de una sola delacidn y en los micrasporidios,
comparados tanto con bacterias como con metacariotas hay numerosas
delaciones. Por otra parte, sugiere que es posible que la incorporacién y
pérdida de mitocondrias se refleje en el tamafio de los RNAr, asi se expli-
carfa la presencia de ribosomas 70S tanto en microsporidios como tri-
comonddidos; por pérdida secundaria de mitocondrias.

QOtras razones alegadas, tales como la presencia de intrones U2 pare-

cen s6lo medianamente convincentes, por lo que sigue considerando a
los microsporidios como arguezoos.
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Muchos de los argumentos tienen también otra cara. En algunos de
los posibles drbdies filogénicos, los microsporidios parecen separarse
antes que los Diplomonadidos. Leipe et al'’® indican que }os Parabasa-
lia (tricomonadidos) pueden haberse separado antes que incluso los Me-
tamonadidos {Diplomonédidos}. Si los hidrogenosomas tienen un origen
simbidntico autonomo y diferente al de las mitocondrias, es muy plausi-
ble que las tricomonas sean también representante de los primeros euca-
riotas. La presencia de flagelos y aparato de Golgi {(con lisosomas) pare-
cen indicar que son mds recientes gue los microsporidios. Estos ditimos
carecen no sélo de flagelos - que podian haberlos perdido secundaria-
mente, como sucede con otros grupos entre los protozoos {Dientamoeba
entre los Diplomonadidos)- sino que ademas no tienen centrosoma.

Sin duda, los acercamientos de la biologia molecular a la filogenia de
los protistas estdn en su comienzo. Seguro que muchos de los aspecto
actuales se verdn cambiados por nuevas evidencias. De momento, los
Phyla Microporidia, Metamonadida, Percolozoa y Parabasalia parecen los
mdas antiguos de los eucariotas. Y de ellos, los microsporidios son jos
estructuralmente mds simples.

3.2. Dasarrolio taxondmico.

Se sefalan sélo los hitos principales del avance en el tiempo de la
clasificacion de los microsporidios. El avance de la sistemdtica def grupo
corre parejo al progreso de los medios de observacién. Primero la micros-
copia de luz visible y la teoria infecciosa del origen de las enfermedades
transmisibles, que permitieron su descubrimiento y desarrollo.

En segundo lugar, la aplicacién de la microscopia electrénica de trans-
misién y de superficie que aclaré aspectos de su morfologla, de la espora
particularmente, asf como de las fases de sus ciclos. |dentificdndose la
singularidad del grupo como tronco o estirpe de estirpes.

En tercer lugar, como ultimo paso actual, la aplicacién de las técnicas
de biologia molecular, especialmente el andlisis de los RNAr, gue sefialan
la extraordinaria antigledad v sencillez morfoldpica de este grupo que
debe pasar ahora al primer capfltulo de los manuales de parasitologia, por
ser perviviantes de uno de los primeros ensayos con éxito del parasitis-
mo, ademds de uno de los mds antiguos entre los eucariotas.
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Clasificaciones {Siguiendo a Sprague*’}
. Balbiani, 1882
Phylum Protozoa.
Clase Sporozoa, Leuckart, 1879
Orden Microsporidios
. Thélohan, 18924
Phylum Protozoa.
Clase Sporozoa.
Orden Myxosporidios
Familia Glugeidae (micropsoridios).
. Gurley,1833%
Phylum Protozoa
Clase Sporozoa
Subclase Myxosporea Bitschli, 1881
Orden Cryptocystes, ord. n.

. Lebbé, 18394
Phylum Protozoa.
Clase Sporozoa.
Subclase Myxosporea
Orden Microsporiridia
. Doflein, 1801
Phylum Protozoa.
Clase Sporozoa.
Subctase Cnidosporidia, Scl. n.
Orden Myxosporidia
Orden Cryptocystes (microsporidios}
. Stempell, 1908%
Phylum Protozoa
Clase Sporozoa
Orden Microsporidia Balbiani, 1882
Familias Nosematida, Plistophoridae, Glugeidae.
. Léger at Hesse, 19222
Phylum Protozoa
Clase Sporozoa
Subclase Cnidosporidia
Orden Microsporidia Balbiani, 1882
Suborden Dicnidea So. n. Fa. Telomyxidae
Suborden Monocnidea So. n. Fa. Glugeidae, Cocco-
nemidae Fam. n. y Mrazekidae

51



Antonio R. Martinez.

8. Kudo,R. R, *?
Phylum Protozoa
Clase Sporozoa
Subclase Cnidosporidia
Orden Microsporida
SubordenMonocnidina: Nosematidae, Coccosporidae,
Mrazekidae
Suborden Dicnidina: Thelomixidae
9. Tuzet et al,, 19713
Phylum Protozoa
Clase Microsporidea Corliss y Levine, 1363
Orden Microsporida Balbiani,1882
Suborden Apansporoblastina So. n
Suborden Pansporoblastina So. n
10. Honigberg et al. 19643
Phytum Protozoa Goldfuss,1818, {von Siebold,1845)
Subphylum Cnidospora Doflein, 1201
Clase Microsporidea, Corliss et Levine, 1963
Orden Microporida
Suborden Monocnidina
Suborden Dicnidina
11. Levine et al., 1980'"
Reino Protozoa
Phylum Microspora, Sprague 1977
Clase 1 Rudimicrosporea. Orden Metchnicovellida
Clase 2 Microsporea. Orden Minisporida
Orden Microsporida.
Suborden Pansporoblastina
Suborden Apansporoblastina
12. Weiser, 1285,,
Reino Protozoa
Phylum Microspora Sprague, 1969
Clase Metchnikovellidea Weise,1977(3 familias)
Clase Microsporididea Corliss et Levine, 1963
Orden Pleistophoridida Stempell, 1906
Orden Nosematidida Labbé, 1899

52



MICROSPORIDIOS

13. Sprague,1982''5.118
Reino Protozoa
Phylum Microspora Sprague, 1977
Clase Rudimicrosporea Sprague, 1977
Orden Metchnikovellidea Vivier, 1975
Clase Microsporea Delphy, 1963
Orden Minisporida Sprague, 1972
Orden Microsporida
Suborden Pansporoblastina
Suborden Panspoblastina

14. Larsson, 1986948

Distribucién de los géneros en cuatro 4arboles {(cladogramas),
discutiendo en cada caso la idoneidad de la inclusidén de los géneros en
los que hay datos de microscopia electrdnica suficientes.

Grupo A : esporas ovales, monocaridtico en todos los estados, sin
vesicula esporéfora, con reproduccién por plasmotomf(a.

Grupo B: esporas ovales, monocaridticas, reproduccion por fisidn
binaria, esporogonia disporoblastica.

Grupo C, que es el mas numeroso. Con esporas ovales, situacion
diplocariética en todos o alguno de los estados de desarrollo,
Grupo D: que es mas complejo, formado por dos grupos, el for-
mado por el género Metchnicovella y familias préximas con la mis-
ma estructura de la espora, vy el grupo de Chytridiopsis y géneros
allegados de esporas esféricas.

Los grupos B y C estan préximos entre si, se asocian al grupo A, y
este conjunto a los géneros incluidos en D, a su vez organizados en tres
grupos,

15, Issi, 1986'"7

Phylum Microsporidia
Clase Microsporidea
Subclase 1 Metchnikovellidea
Subclase 2. Chytridiopsidea
Subclase 3. Cylindrosporidea scl. n.
Subclase 4. Nosematidea
Orden 1 Culicosporida or. n
3 familias
Orden 2 Glugeida
3 familias
Orden 3 Nosematida
4 familias
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16. Cavalier-Smith, 199318,
Super-reino Archeozoa
Reino Archeozoa
Phylum Microspora
17. Cavalier-Smith, 1993%
Reino Archezoa
Phylum Microsporidia Balbiani, 1882 stat. nov. Weiser, 1977
Subphylum 1. Rudimicrospora subphyl. nov. {sin polaropias-
to, esporas esféricas, bacilares a veces)
Clase 1. Metchikovellida Vivier,1975. {Tubo polar sin la
capa externa en panal de abeja; munubriode no espital)
Orden 1, Metchnicovellida Vivier, 1975
Clase 2. Minisporea cl. nov. {Sin manubrio, tubo polar
enrollado, con capa externa en panal de abeja)
Orden Minisporida Sprague, 1972
Subphylum 2. Polaroplasta subphyl. nov. (con polaroplasto;
esporas ovales, raramente bacilares o piriformes}
Clase 1. Pleistophorea cl. nov. (con plasmotomia; un
solo tipo de esporas).
QOrden Pleistophorida Stempell, 1306
Clase 2. Disparea cl nov. {con fisién binaria; esporas de
dos tipos)
Subclase 1. Unikaryotia sucl. nov. (Todas las fases
uninucleadas}
Subclase 2. Dyplokariotia sucl. nov (Con fases
dipiocariéticas) por ejemplo Nosema, Vairimorpha.

En resumen: Primero se les considerd como un grupo independiente
{orden) de los protozoos esporozoos, los que al final de su ciclo biolagico
forman esporas. Sin sacarlos de los esporozoos donde permaneceran
hasta las clasificaciones de la década de los 80 de este siglo, se les resta
independencia al incluirlos como familias de los mixosporidios, otros
esporozoos diferentes. Se inicia asf una interpretacion errdnea y regresiva
con relacién a la inicial de Balbiani, que se reafirma por la observacién de
la presencia de filamentos polares en las esporas de microsporidios y
mixosporidios. En esta ldgica nace el Taxdn Cidosporidios, que les asocia
y que persiste en el tiempo hasta la aplicacidn de la microscopia electrd-
nica.
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Con la observacidn de la naturaleza muiticelular de las esporas de los
mixosporidios, en 1962 se les separd definitivamente de estos ultimos,
aunque quedaron algidn tiempo unidos a los Haplosporidios, provistos
también de esporas unicelulares. Primero se cred una Clase, después un
Phylum acogiendo alos Haplosporidios. Finalmente, en la clasificacidn de
los protozoos del Comité de la Asociacién de Protozodlogos (Levine et al,
1980, loc. cit.'"¥) quedaron definitivamente en un Phylum independiente,
distinto al de los Haplosporidios.

En las clasificaciones mas modernas se ahorran taxones artificiales,
que tanta oscuridad arrojaron a la sistemdtica en el pasado, como los
subérdenes de Leger vy Hese y de Tuzet et al. en ambos casos influen-
ciados por la larga permanencia en comun con los mixosporidios. En el
primer caso porque no hay microsporidios con uno o con dos filamentos
polares, todos tienen esporas con sélo un filamento polar, todos son
monocnideos. En el segundo caso porque tampoco la llamada membrana
pansporobldstica existe realmente, es la vesicula esporégena. La mem-
brana y el pansporoblasto de los mixosporidios tienen otro origen filogéni-
co y estructural.

Desde la clasificacion general de los protozoos adoptada por la Socie-
dad de Protozodlogos (Levine et al. 1980 loc. cit.'™) que sigue el sistema
disefiado por Sprague (1977 loc. cit.*’) se han propuesto cinco sistemas
diferentes: el de Weiser {1986)*%,Sprague {1982)44), Issi, 1986""7,
Larsson, 1986*° y el de Cavalier-Smith {1993)%. Los dos primeros sis-
temas difieren principalmente entre si por el tratamiento de la familia
Metchnikovellidae con relacién al resto de los microsporidios, asf como
an los criterios de definicién de los taxones altos. Sprague coloca a
Metchnikovellidae en la clase Rudimicroporea, separada de la clase
Microsporea donde se incluyen el resto de los microsporidios. Waeiser
combina |la familia Metchnikovellidae con los microsporidios provistos de
esporas esféricas y polaroplasto débilmente desarrollado, dedicando la
segunda clase Microsporidea para todos aguellos microsporidios con
endospora bien desarrollada, polaroplasto y filamento polar. Por ello, la
clase Microsporidea del sistema de Weiser comprende los mismos géne-
ros que el de Sprague. Weiser divide los Microsporidea en dos 6rdenes,
Pleistophéridida caracterizado por esporas uninucleadas y Nosematidida
con esporas binucleadas (Diplocariéticas). Por e! contrario Sprague con-
sarva.el uso de emplear la vesicular esporéfora como criterio taxonémico
a nivel de suborden: Pansporoblastina cuando los microsporidios tienen
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vesicula espordfora mas o menos persistente y Apansporablastina, cuan-
do estdn desprovistos de veslcula espordfora.

Ninguna de las dos clasificaciones son adecuadas. Los microsporidios
dimdrficos Amblyospora, Parathelohania vy Vairimorpha producen por lo
menos dos tipos de esporas durante su ciclo bioldgico. Las esporas de
un tipo no estdn incluidas en una vesicula espordfora y tienen una situa-
cidn nuclear diplocaridtica. Las esporas del otro tipo son uninucleadas vy
proceden de veslculas espordfora. Por ello, ni los d6rdenes de Weiser
basados en la condicién monocaridtica {uninuclear) o diplocaridtica (binu-
clear), ni los subdrdenes de Sprague, basados en la ausencia (Apansporo-
blastina) y presencia {Pansporoblastina} de vesicula esporéfora en la
esporogonia, tienen ya razén de ser.

Por esta causa se proponen clasificaciones basadas en otros criterios,
Larsson {1986) propone un agrupamiento de los géneros segun caracte-
res ultraestructurales y de desarrollo en una disposicién cladistica. No
establece familias sino proximidad o alejamiento de los géneros entre s,
dispuestos a modo de arboles asociando:

. Géneros con esporas esféricas incluyendo Hessea asl como los
géneros Metchnikovella, Amphiacantha y Amphiamblys. |l. Géneros con
merogonla por plasmotomfa. lll. Géneros con multiplicacion por divisién
binaria o esquizogonia, con esporas monocarigticas. IV. Géneros con
esporas diplocaridticas. En este ultimo grupo se incluyen los géneros
Stempellia, Burnelta, Amblygspora, Vairimorpha, Cullicosporella vy
Hazardia, caracterizados por poseer dos tipos de esporas en su ciclo
bioldgico. Spraguea que también tiene dos tipos de espora se incluye
entre los géneros con merogonia por plasmotomia.

Esta disposicién novedosa introducida en la clasificaciéon de los mi-
crosporidios abre un nuevo camino a la sistematica del grupo y posi-
blemente a la mejor comprensién de su evolucidn y relaciones.

A partir evidentemente del fenoframa del trabajo de Larsson, 1986 en
el que se comparan los géneros incluidos en el grupo |, con los conjuntos
de los grupos i, lll y 1V, se inspira la clasificacién propuesta por Cavalier-
Smith, 1993).
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La clasificacion de Issi, 1986, basicamente morfoldgica, es conscien-
temente artificial y tiene por objeto facilitar la inclusién sencilla de los
nuevos hallazgos de especies en un contexto taxondmico.

3.3. Morfologia y biologia de los microsporidios.
Se sigue en esta revisién los trabajos de Vavra, 1977''%, '

Larsson, 1988, 1986 (loc. cit*®**?), Cali y Owen, 1988'* y Canning, E.,
1989 (loc. cit.?")

GLOSARIC |

La denominacién de fos microsporidios

Ladenominacién MICROSPORIDIOS procede del neclogismo " microparidies™ que acufid
Balbiani, 1882 al incluir a Nosema bombycis, que era la unica especie conocida, como
perteneciantea a uno de los érdenes de fa Clase Sporozoa Leuckart, 1879

El nombre cientifico del taxédn quedd como Orden deletreedo de modo distinto por Jos
diferentes autores: como MICROSPORIIDA, Labbé, 1899; MICROSPORIDIA, Stampall,
1909; MICROSPORIDA Tuzet et al,,1971; o come Clase MICROSPORIDEA, Corliss y
Lavine,1963; o como Phylum, la cetegoria més alta en la que se han oolocado, Phylum
Microspora Sprague,1977.
Cavalier-Smith, 1993 los axcluye de los protozoos, asigndndolos al Reino Archezoa,
prefiriendo denominar al tipo como Phylum MICROSPORIDIA, en vez de Micospora, para
avitar la posible confusidn con un alga de igual nombre.

GLOSARIO I 1.
Del ciclo bioldgico de los microsporidios
Espora

Ultima fase de la esporogonia. De forma y tamaiio ragular; polarizada: &ncora {(disco de
anclado) an el extremo anterior y vueltas del filemento polar en al posterior. Incluye al pola-
roplasto y ol ntcleos (s) del futuro esporoplesma. Esta protegida por una dobla cubiarta,
axospora y endospora.

Es la "forma” da transmisidn y resistencia.

Espora inmadure: con las estructuras polarizadas en formacidn.

Espora madura; forma de transmisidn, infactante,

Ancora o disco de anclado o caperuzs polar, caperuza, como el sombrerillo de una sata,
sobre sl que parece anclarse {disco de anclado) el filamento polar, cuando se eyacta. De
su porcidn céncava infarior nace ol filamento polar, como el pie de una sata. Es PAS +
{presencia de polisacaridos), por ello, en microscopia ordinaria, se ve como un punto rojo.

Filamento polar o tubo polsr. Filamente proteico, macizo, que parte del dncora, recto
hacia atras {manubrio), dando varias vueltas en la porcién posterior del citoplasma, Al eyac-
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tarse da la aspora durante la infeccién, se constituye en un tubo por el que pasa el
citoplasma de la espora el interior da |a célula hospedadora, transforméndoss asf en al espo-
roplasma.

1sofilar, con filamento polar del mismo didmatro.

Aniscfilar, con filamanto polar de diferente diametro.

Polaroplasto, orgénulo laminar, formado por un epilemiento de ldmines, a veces con
porcidén postarior vasicular, situado entre el (los) nucleo {s) y el éncora. Rodea sl menubric,
como el vualo de una falda.

Aparato de sxtrusidn, conjunto de orgénulos que intarvienan en la inyeccidn citoplésmi-
c¢a en la célula hospedadora del polaroplesme. Lo forman el dncora, filamento polar,
polaroplasto y la vacuola postarior [vacuola del citoplasma de la aspora.

Esporoplasma, célula monanucleada o binucleede (diplocaridtical{ = diplocariéntica) que
sa forma aen le célula hospedadora por traslade del citoplasma de la espore 8 través del fi-
lamento polar. Su membrena citopldsmica, creade e pertir del polaroplasto, es nueva y
diferente a la del citoplasma de la espora.

Inicia el ciclo endocalular del microsporidio.

Marogonia

Reproduccidn vegetative. De tres tipos difarentes: fisiparticidn, plasmotomia y esquizo-
gonia.

Fisipsrticién, divisién binaria simple,

Plasmotomla, divisidn del plasmodio merogdnico en célules individuales o plasmodios
hijos,

Esquizogonie, exogemacidn multiple {esquizonte), con formacidn periférica de merozoi-
tos.

Plasmodio msrogdnico, célula multinucleada formade por divisién nuclear repetide,
previa a la plasmotomia o divisidn celular individualizeda.

Esquizonte, célula multinucleede en gemecion, creciéndole externemente yemas a las
que emigran los nucleos hijos.

Meronts, cdlule madre de una reproduccidén merogénice, El meronte inicial procede, por
crecimiento y maduracién, del esporoplasma. Otros de merozoitos o de plesmocitos uni-
celuleras. Es une fase previe el esquizonte o al plasmodio merogénico.

Esporogonia
Tipo de reproduccién conducente e le formecidn de esporas, cuslguiera gue sea al
proceso merogdnico previo, e incluso cuendo éste ye no exista. Lo inicie el esporonte, que
dalugar e célulae ssporobléeticas maternales (plesmodio esporogdnico) y /o e asporoblastos
; és3tos a aspores. -~
Esporonte, cdlula inicial de le esporogonie. Generelmente procede, por crecimianto y
diferenciaecién, de un merozoito o plasmocito. En los microsporidios que perecen carecer
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de merogonia, procsda del esporoplasma, Tienen parad celulsr engrossda por sl aporte de
secreciones en al axtanor da la membrana plasmética.

Si la esporogonia ea simple, cada esporonta se divide en un nimero par de esporoblas-
tos. Si es maltiple, con dos divisiones sucasives, cede esporonte de lugar a células asporén-
ticas maternales {esporontees secundarios), y cade une a un ndmero da esporoblastos. Si
as multipla con vanias mitosis sucasivas, las diferentes fases se llaman esporontas secun-
darios, terciarios, stc.

Piaamodio esporogénico, astado multinucleado durante le esporogonia.

Células ssporoblisticas matsrnales, estado esporogénico con divisiones nuclaeres
mydltiples {esporontes secundarios, tarciarios, etc). Las células esporoblésticas maternaelas
ae dividen pera der s asporontas o a esporoblestos.

Esporoblasto, lltima fase de la esporogonia que el madurar produce le espora, Redon-
daada, muy frecuentamente reguler y sin polerizecién o polarizacién incipienta.

La terminologla emplaede as similer a le de los apicomplajos. No en vano astuvieron
unidos hasta 1980 a los ssporozoos, su principal grupo. Los residuos de su unidén a los mi-
xosporidios sa aatdn abandonendo. La similarided terminoiégice pueda inducir a error, da
ahl que definamos, siguiendo e Larsson, 1986 {loc. cit*™ y a Lom y Dykova, 1992'* los
principales términos, en negrita, usedos an las descripcionas morfoldgices del su ciclo
biol6gico. Un glosario mayor-puede ancontrarse en Vévra y Spragua'?

3.3.1. La espora
3.3.1.1, Morfologia bdsica (véase glosario | y fig. 13)

Las esporas, de 2 a 7 um. de longitud, son por lo general ovales o
piriformes aungue pueden adoptar, en algunos géneros, otras formas: es-
féricas, bacilares, con apéndices, etc. Su superficie externa, la ectos-
pora, es lisa saivo en algunos géneros que cuentan con proyecciones tipi-
cas. Si el ciclo bioldgico es en el medio acuitico, pueden estar envueltas
en un material mucilaginoso. Es caracteristico que la pared de las esporas
contenga quitina y no proteinas esclerotizadas. En la pared se distinguen
tres capas: la externa, exospora, con 2a 200 nm de grosor y complejidad
variable; 1a capa media translicida; y la interna, endospora, prominente,
con unos 100 nm de grosor. La endospora falta o estd poco desarrollada
en algunos géneros. Bajo la endospora se encuentra la membrana plas-
matica que es una unidad de membrana tipica de 7 nm. de grosor, La
membrana plasmatica y la exospora, con pocas excepciones, tienen un
grosor uniforme en toda su extensién. En el polo anterior, la endospora
se adelgaza formando una ldmina estrecha.

59



Antonio R. Martinez.

Figura 13. lzquierda, corte semiesquemdtico de una espora (en parte
tomado de Lom y Dykova'?"), derecha, aspecto tridimensional{adaptado
de Canning, 1977¢). El citoplasma de la espora s unitario, limitado por
la membrana citoplasmética comin. En la emigracién a través del tubo
del filament polar, este citoplasma se vacia, revistiendose de una nueva
membrana citoplasmadtica a partir del plaroplasto.
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La espora encierra un citoplasma provisto de 1 ¢ 2 nlcleos yuxta-
puestos, de localizacidn posterior. En los microsporidios con esporas
diplocariéticas, los dos niicleos yuxtapuestos estdn estrechamente aso-
ciados entre sl, aplanados en sus caras contiguas. Son del tipo eucariéti-
co, delimitados por una doble unidad de membrana. Esféricos u ovales,
excepcionalmente en forma de herradura.

El citoplasma tiene ribosomas libres y un reticulo endopldsmico carac-
teristico que se hace mas denso en las proximidades de la pared de la
espora y alrededor del nucleo. Estd formado por apilamientos de sacos
estrechamente comprimidos, con ribosomas entre ellos. La superficie
externa de los apilamientos parece estar completamente desprovista de
ribosomas. Siempre carecen de mitocondrias.

E} aparato de axtrusidn, es una estructura Gnica de las esporas de los

microsporidios. Esta débilmente desarroflada en microsporidios de espo-
ras esféricas y es de morfologfa particular en ia familia Metchnikovellidae.
Las esporas de esta familia estdn provistas de un grueso bastén recto o
ligeramente curvado, unido al cuerpo polar, llamado manubrio. El manu-
brio est4 dirigido hacia atras. Su polo posterior estd ensanchado, lo que
sugiere su funcidn excretora, terminando en una especie de disco. La
mayorfa de los microsporidios tienen un aparato de expulsidén formado
por el filamento polar con su 4ncora o disco de anclaje y el polaroplasto.
La vacuola que se encuentra en el polo posterior de la espora podria
considerarse también constitutiva del aparato de expulsidn.
El filamento polar estd anclado al polo anterior de la espora y da vueltas
alrededor, a veces en dos o mds capas, en su parte posterior. Estd limita-
do por una unidad de membrana v los cortes transversales revelan capas
alternativamente electrodensas y translicidas. La disposicion de estas
capas tiene valor taxondmico. La sustancia fundamental de la que estd
compuesto e filamento es un monémero proteico con un peso molecular
de 23.000 daltons, rico en puentes disulfuro. En una de las capas existen
polisacéaridos. El filamento polar se extiende durante el proceso de [a
infeccion, formando un canal a través del cudl, el esporoplasma es trans-
portado al interior del citoplasma de la célula que se infecta. El filamento
es realmente un elemento macizo de proteinas que, en el momento de la
eyeccion, se organizan formando el tubo de descarga.

La seccién longitudinal del 4ncora (disco de anclaje} se asemeja a una
seta, con la cara convexa del sombrerillo pegada a la pared del extremo
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apical de la espora, vy la cara céncava originando el filamento, como el
pie la seta. En un corte oblicuo el disco aparece como formado por capas
electrodensas y electrolicidas apiladas. Las secciones longitudinales
sobre la porcidn media revelan en su centro un disco convexo de distinta
densidad, El filamento se une a este disco por un material fibroso.

El disco de anclaje estd abrazado por el saco polar, un conjunto de
membranas dobladas y dirigidas hacfa atrds, que se contindan con la
unidad de membrana del filamento polar. El saco polar forma la parte
anterior del polaroplasto. En algunos microsporidios el polaroplasto est4
débilmente desarrollado o falta. En la mayorfa de los microsporidios sin
embargo el polaroplasto es un componente voluminoso de la espora. Es
un sistema de elementos a modo de sacos ¢ ldminas, que rodea la parte
anterior del filamento polar. Raramente se extiende mas all de la mitad
de la espora. Al menos en algunos microsporidios, los pliegues anteriores
de la membrana del polaroplasto parecen estar en contacto con el saco
polar, préximos al filamento polar y posiblemente anastomosados con él,

En las proximidades del polo posterior de muchas esporas de micros-
poridios se encuentra una estructura rodeada por una membrana con
contenido esponjoso claro. Se le llama habitualmente vacuola posterior.
Parece que esta estructura se comporta activamente en el proceso de
extensién del filamento, asi como en el transporte del esporoplasma. En
los estados que preceden a la formacidn de las esporas, esporoblastos,
se encuentra también un 4rea vesicular o esponjosa en la mitad posterior
de la célula, a partir de la que parece formarse el filamento polar; como
quiera que la vacuola se encuentra aproximadamente en [a misma posi-
cidn que el drea esponjosa de Golgi del esporoblasto se ha sugerido que
la vacuola representa el residuo del 4rea de Golgi. Aunque esta estructu-
ra es morfoldgicamente diferente al 4rea cldsica de Golgi (reticulo de
Golgil se ha interpretado como homdloga al mismo. Qcasionalmente en
su interior hay un cuerpo electrodenso, llamado también posterosoma,
posible residuo también del 4rea de Golgi.

3.3.1.2. Funcitn
Extrusion del filamento polar e infeccién.

Los microsporidios pueden transmitirse de un hospedador a otro por
diferentes caminos. El ma&s comun, para los metazoos hospedadores, es
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la entrada por el tracto digestivo. Pueden también ser transmitidos a
través de los huevos - infeccidn vertical ente hospedadores -, o atrave-
sando la cubierta externa con el auxilio de un vector. Una vez dentro del
hospedador adecuado, la espora eyecta el filamento polar. Los estimulos
que conducen a la eyeccién han sido estudiados "in vitro™ aunque no
estd claro que sean los mismos que ocurren "in vivo™. En condiciones
naturales, se piensa que &s la consecuencia conjunta de los estimulos
mecdnicos (como la masticacién de los alimentos) y los estimulos quimi-
cos (pH, tensién osmdtica, concentracién de enzimas y cationes). El
filamento polar eyectado forma un tubo de descarga de igual anchura
pero considerablemente mds largo que la espora. Aunque in vitro parece
que el filamento se desliza hacia fuera desde el borde lateral de las pare-
des de la espora, in vivo parece que crece pinchando sl disco de anclaje.
En todo caso, cualquiera que sea el método, crece en el extremo anterior
de la espora. Esto se puede ver indirectamente cuando la extrusién se
produce en el seno de un medio con particulas de latex, que se observan
asl apartadas por el crecimiento del filamento. Con anterioridad se habla
explicado que la proyeccién del filamento era como la reversién del dedo
de un guante, lo que también produciria la eliminacién de particulas de
latex en el extremo anterior, Esta claro sin émbargo, que el filamento no
s& proyecta como una estructura a presidn que es empujada fuera de la
espora.

El tubo descargado penetra la pared de la célula epitelial y el esporo-
plasma, célula infecciosa, se inyecta a través del tubo. Desde 1968 se
conoce la penetracién en la ¢élula hospedadora via el filamento polar,
refutdndose la teorfa de que el esporoplasma era eliminado a la luz del
intestino. Las esporas vaclas parecen tener intacta la membrana ptasma-
tica, por lo que esta claro que la membrana del esporoplasma tiene otro
origen. Mediante marcado fluorescente de las membranas almacenadas
en 8l polaroplasto, se ha comprobado que la membrana plasmética del
esporoplasma deriva de éstas. Como si el citoplasma desnudo, al salir de
la espora se fuera revistiendo de la membrana plasmatica apilada en el
polaroplasto.

Las invastigaciones "in vitro" sobre las condiciones de la extrusién del
filamento polar demuestran que las esporas necesitan una cierta madura-
cién antes de poder lanzar el filamento polar. El proceso es pH depen-
diente {pH alcalino) y favorecen el mismo la presencia de sales tales
como cloruro sdédico, potdsico, fluoruro sédico y bicarbonato. Es inhibida
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por cloruro aménico, cloruro cdicico y cloruro de litio. El proceso de ex-
trusién es calcio-dependiente. En ausencia de calcio externo la adiccién
de un ionéforo de calcio suprime el hinchamiento del polaroplasto de la
espora. La adiccién de cloruro célcico produce condensacién del polaro-
plasto expandido. El cloruro célcico bloguea la descarga del filamento atn
en presencia del iondforo. La toma de calcio se ha comprobado mediante
is6topos, y se produce una vez que el polaroplasto estd hinchado.

Dall, 1983'?® elabora una teoria que trata de explicar la interaccién
de los diferentes factores que inciden sobre la extrusién del filamento
polar. El pH vy la concentracién y naturaleza de los cationes del medio
externo influencian la actividad de las moléculas carboxllicas y ionéforas
de las membranas de la espora, del siguiente modo: 1. Las condiciones
alcalinas ambientales producen un gradiente de protones a través de la
membranas plasmadtica de ia espora, facilitando la activacién de las molé-
culas iondforas de éstas. 2. El gradiente de protones induce un intercam-
bio protén/catién mediado por ion6foros a través de la membrana plas-
matica. 3. A medida que se pierden los protones del esporoplasma vy
aumenta su alcalinidad se activan las moléculas ionéforas de las membra-
nas de los orgdnulos (polaroplasto y vacuola posterior). Este proceso
inicia un intercambio protén/catién entre el esporoplasma vy los orgdnulos
(polaroplasto vy vacuola posterior). 4. El continuo desplazamiento de
cationes hacia el polaroplasto y vacuola produce un desequilibrio osméti-
co con penetracién rdpida de agua y aumento de volumen del polaroplas-
to v la vacuola. El aumento de presién subsiguiente causa la descarga
explosiva del filamento polar a través de la caperuza polar.

El efecto inhibitorio del calcio puede deberse a la reduccién de la fluidez
de membrana dado su efecto estabilizante. La reduccién de la fluidez de
la membrana producird reduccion de la movilidad ionéfora.

3.4. Estados pre-esporogénicos.

Todas los estados celulares de los microsporidios, distintos a la espo-
ra, son células no especializadas, estructuralmente simples. Los esporo-
blastos son estados intermedios entre estas células estructuralmente
simples y las esporas, estructuralmente complicadas

Los esporoplasmas, merontes y merozoitos son morfolégicamente
idénticos, redondeados o ligeramente irregulares con grandes nicleos
centrales o diplocariéticos. La cubierta celular es una unidad de membra-
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na, simple en los estados tempranos de desarrollo. Posteriormente duran-
te el desarrollo biolégico se van produciendo otras formas de membrana
mas complejas.

El citoplasma es homogéneamente granular con numerosos ribosomas
libres ¥ un retfculo endoplasmico liso débilmente desarrollado en un drea
con vesiculas comprimidas, que se ha interpretado como un complejo de
Golgi primitivo. Es mds prominente en los estados espordnicos.

Existen los dos retlculos convencioneles, rugoso vy liso. El retflculo rugoso se encuentra
en los astados de desarrollo formando cisternaa y vesiculas, generalmente hey cuatro a seis
cisternae en un meronte. Las cisternas estin dispuestes en un paquete parelelas a ia eupet-
ficie del nicleo. Las vesiculas del reticulo endopldsmico rugoso, tienen una distribucién
irrregular a lo largo del citoplasma. Bajo ciertas circunstancias las vesfculas del reticulo
endoplésmico rugoso forman el tipo predominente da reticulo, mientras que en otros casos
predominan las cisternas. Por regla general hay mas cisternas en los estados de esporuls-
cién que an los merontes y su disposicién es mas regular en las fasas finalas del ciclo.

Hay numerosas vesiculas con membrana lisa an los microsporidios. Estes vesicules que
estén libremente distribuidas tienen un contanido transparenta y se consideran como partes
del reticulo endoplésmico liso. En aqualles células que estdn en estado de divisién las
vasiculas del raticulo liso son més numerosas y de mayor tamafio.

En los estados de desarrolio los ribosomas estdn unidos al reticulo endoplésmico o
dispersos como libres en el citoplasme, predominando una situacién u otra segln las aspe-
cies. Parece que aumentan durante el desarroilo especialmente en los estados esporoblésti-
cos y durante la morfogénesis de la aspora. En las esporas jévenes y en los esporoblastos
es fracuente apraciar poliribosomas esociados en espiral.

En lo que e gus ceracteristicas flsicas se refiare, an 1968 Ishihara y Hayashi demostra-
ron que loe ribosomas de Nosema bombycis tenfan un coeficients de sedimentacién de 70
S con dos subunidades de 50 y 30 S, Sus caracteristicas, revisadas previamenta, asl como
la composicién de sus subunidades, contribuyan al reconocimiento de la situacidn evolutiva
de los microspondios, su antigdedad y singulendad como arquezoos dantro de loe aucerio-
tes.

No hay mitocondrias ni sustancias de reserva ni estructuras compara-
bles a cinetosomas, peroxisomas o lisosomas tlpicos.

Dos cambios fundamentales suceden cuando el merozoito se transfor-
ma en esporonte: Aumenta el retlculo endopldsmico rugoso y sus cister-
nas se disponen concéntricamente alrededor del ndcleo. Acto seguido la
pared celular crece y se engruesa por adiccién externa de materiales
electro-densos a la membrana plasmdtica. Los esporontes jévenes tienen
vesfculas préximas a la periferia de la célula o agregados tubulares cono-
cidos como cuerpos paramurales o escindosomas, estructuras transitorias
que se presume intervienen en la formacién de la pared celular compleja.
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La pared celular del esporoblasto, externa a la membrana plasmaética
es frecuentemente idéntica a la exospora, la capa superficial de la espora
madura. La capa quitinosa de la espora, endospora, prominente en las
esporas maduras, estd inicialmente ausente en las paredes celulares del
esporoblasto. Esta capa se forma mé&s tarde en la morfogénesis de la
espora y con el crecimiento de la endospora termina la maduracién de la
espora, El filamento polar v el polaroplasto se forman en el esporoblasto
y la espora madura, aunque sl filamento polar puede comenzar a apare-
cer en el plasmodio esporogdénico poco antes de que los esporoblastos
se independicen,

- El aparato de Golgi puede encontrarse en el centro del plasmodio
)psporoudnico y so divide entre los esporoblastos, situdndose en la mitad
posterior de las células, en las proximidades de los ntcleos. Los filamen-
tos polares se forman a partir de! aparato de Golgi. En los microsporidios
con esporas esféricas, el filamento polar se forma a partir de una veslicula
citopldsmica difusa, no existiendo la concentracién de vesiculas caracte-
risticas de un aparato de Golgi diferenciado. El saco polar se desarrolla
alrededor del extremo anterior del futuro filamento polar. Cuando la lon-
gitud del filamento crece, el extremo empuja el polo anterior de la espora
inmadura. El aparato complejo del 4ncora se forma dentro del saco polar
y entonces el primordio del filamento simple crece hacia el interior del
arganulo multilaminado.
%
o+« El filamento de 1a espora inmadura puede estar completamente dife-
renciado en !a porcidn anterior mientras que crece posteriormente. El
polaroplasto se desarrolla primero en los esporoblastos a modo de una
proyeccidn de la porcién anterior del filamento polar, y, se expande y
diferencia en un org4dnulo laminar o vesicular.
CF

Numerosos microsporidios esporulan dentro de una vesicula. En mu-
chas especies, ésta se forma temprano durante la esporogonia a modo
de una protrusién de la pared celular de! esporonte.
&l La terminologia utilizada en el momento actual para la vesicula y su
contenido es confusa. Muchos microsporididlogos prefieran el término
“Pansporoblasto™ que fue introducido en el siglo pasado como diferencia-
cién/aclaracién del término esporoblasto. Tiene su origen en que los
autores trabajaban originalmente con microsporidios y mixosporidios,
aplicando el término pansporoblasto para ambos grupos. La definicién
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que esta estructura tiene para los mixosporidios no es adacuada para los
microsporidios. Por ello el uso de pansporoblasto debe quedar restringido
a los mixosporidios. Recientemente se recomienda el término "veslicula
esporéfora® como mas adecuado. Es una modificacién del término anti-
guo "vasicula poli-esporéfora™, También recientemente se ha reintrodu-
cido el término “esporocisto™ que habla sido ya utilizado para los micros-
poridios. Debido a que el término estd asociado tradicionalmentsa con los
"coccidios™ y otros apicomplejos no es pracisamente adecuado para los
microsporidios.

3.5. Reproduccion

Una vez que el esporoplasma estd instalado en el citoplasma de la
célula parasitada, comienza el ciclo de reproduccién. Se produce a través
de dos secuencias: Merogonia {reproduccién vegetativa} y esporogonia
{produccidn de esporas). La merogonia es de corta duracién y puede
pasar facilmente desapercibida. En el material estudiado a partir de mues-
tras naturales es mds frecuente encontrar estados de esporogonia y no
la precedente merogonia. En cuatro géneros proximos entre sl, provistos

de esporas esféricas (Chytridigpsi einhausia, Burk Bustehud
no se ha podido comprobar la reproduccién merogdénica. También tiene
esporas esféricas |a especie Hessea squamosa en la cual sl se han obser-

vado posibles estados merogdénicos. Las microsporidios pertenecientes
a estos généros, tienen en contrapartida una reproduccién esporogoénica
muy eficiente, que conduce a veces a mas de 100 esparas por célula
matarna. Es posible que como ocurre en apicomplejos, algunas especies
de microsporidios han perdido 1a reproduccién merogdénica, o la han
readquirido. Esta circunstancia no es generalmente aceptada por todos
los especialistas en microsporidios.

Los términos merogonia y esporogonia usados en microsporidios,
harencia de un pasado taxondmico confuso, no tienen el mismo significa-
do que en apicomplejos, por lo que debian ser sustituidos por neologis-
mos adecuados. En los microsporidios, tanto la merogonia como la espo-
rogonia pueden realizarse mediante fisién binaria, plasmotomia {fragmen-
tacién sucesiva de una célula multinucleadal o esquizogonfia {(exogema-
cion multiple) (Ver Fig. 14 y 15). Los términos merogonia y esporogonia
por lo tanto, no significan siempre procesos de esquizogonia. La termino-
logfa para las células, madre e hijas, es a veces confusa. En ambos casos
s6 llaman merontes.
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Figura 14. Tomada de Larsson, 1986%°. Se indican, esquematicamen-
te, las modalidades de merogonia: A) por fisién binaria, B) por plasmoto-
mia {fragmentacién del plasmodio), y C) mediante esquizogonia (como
una exogemacion).
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Figura 156. Tomada de Lom y Dikova'?', ejemplo de una esporogo-
nia{Pleistophora). El esporonte {G,H) se divide en esporobastos (1,J) por
plasmotomfa del plasmodio esporogdnico, que finalmente maduran a
esporas.

En otras ocasiones, la divisién del plasmodio esporogdnico se hace en
Iinea, dando esporoblastos asociados de aspecto moniliforme. En otros,
el paso de esporonte a esporoblastos, es semejante a una esquizogonia.
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Para gvitar la posible confusidn terminolégica se recomienda consultar
el glosario terminoldgico resumido.

Normalmente hay procesos repetidos de merogonia, y las diferentes
generaciones de merozoitos pueden ser diferentes en las dimensiones
nucleares y en las propiedades tintoriales. En muchos microsporidios
todos los esporoblastos se forman al mismo tiempo por esgquizogonia. El
modo de divisién, la forma del plasmodio y el nimero de células hijas
producidas son datos caracteristicos de interés taxondmico.

La merogonia y la esporogonia pueden suceder en el mismo tejido del
hospedador, o en diferentes tejidos del mismo hospedador, o incluso, en
diferentes estados de desarrollo del hospedador, cuando se trata de un
artrépodo.

3.6.1, Divisidén nuclear v procesos sexuales.

El nicleo de los microsporidios es vesicular con grandes zonas de
nucleoplasma y cromatina difusa. Raramente aparecen nucleclos, pero
cuando lo hacen, 1o mis comiin es la formacién de un dnico nucleolo en
posicién central.

Se distinguen iae siguientes partes:

|I. Membrana nuclear. Es una doble unidad de membrana, parforada por poros, a veces
provistos de una especie de diafragma. La membrana extarna es sefialada por acimulos de
ribosomes, y sa continue con el reticulo endoplésmico o forma espacie de vesicules, Es une
astructura persistante e paser de que en algunas preparaciones parace feltar.

Il. Nucleoplesme. Es genereimente homogéneo al comianzo del ciclo biolégico (Merontes
y asporoplasma) observAndose un nucleolo denso en situaciones postariores durante la
asporulacién. Le cromatine esté finamente disparsada, sungue existen también egregados
de heterocrometine que pueden identificarse como cromosomas.

lll. El Diplocéno. El nicleo eparace an muchos microsporidios como un conjunto de dos
micleos astrachamante edyacentes en intime relecidn (diplocario}). Ambos nidcleos son
astructurelmanta idénticos y sa comportan sincrénicamente durante al ciclo celular. Cada
nicleo tiane su propia membrena nuclear. En el 4rea de contacto fos nicleos sa aplanan,
desaperaciando los porog en asta ragién, haciéndose la membrana nucleaer més dense a lo
largo del plano de oposicidén. A vacas, en el 4drea de contacto la dobla membrana da cade
diplocario paraece fusionarsae,
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Los procesos de mitosis no pudieron ser observados hasta la
aplicacién del microscopio electrénico. La mitosis de los microsporidios
se ha estudiado fundamentalmente en la esporogonia,y se la denomina
"Pleuromitosis intranuclear cerrada”, lo que significa que la membrana
nuclear permanece durante la mitosis y que el huso mitdtico es intranu-
clear.

Las estructuras asociadas con la mitosis son microtdbulos, placas cen-
triolares, quinetocoros, cromosomas y vesiculas polares. Los microtabu-
los del huso mitdtico son aproximadamente de 15 nm. de didmetro.
Estan unidos en un extremo a los quinetocoros de los cromosomas y en
el otro extremo con un centro organizativo que es un drea especializada
deprimida de la membrana nuclear. A este drea se le llama normalmente
placa centriolar, aunque los microsporidios carecen de centrosomas. Los
componentes de la placa centriolar se hallan a un lado y a otro de la
membrana nuclear. En |la parte interna, donde se unen los microtdbulos,
existe un acumulo de materiales electrodensos de la membrana nuclear.
En la parte externa estd compuesta por materiales electrodensos méas o
menos estratificados. La complejidad de la placa centriclar varfa en las
distintas especies y suele ser circular, con un didmetro que oscila entre
70y 400 nm. {150 a 200 nm de oscilacién media; que el lo mas frecuen-
te). En el citoplasma hay un conjunto de vesiculas adosadas a la placa
centriolar. Estas vesiculas pueden derivar del aparato de Golgi.

En resumen, no hay centriolos y estos son sustituidos por un &ree especislizads en la
mambrane nucleer que sirve de punto da unién el huso acromético intranucleer. A esta
astructura se le llemo originaimanta centrosoma, viéndose que no as un centrosoma sino
una astructura analoga al centro quinético de las lavaeduras, siendo sustituido ol nombre de
centriosoma por el de place centriolar, sin embargo, 8s mejor llamarla Placa del huso,
término qua sa ampiea tambidn para las lavadures, Es una drea circular densa, de aproxima-
demante 180 nm. estrechaments ssociada a la membrane nucleer. Al comienzo de las
mitosie el nicteo tiene una Gnica place. La placa, el huso y los cromosomas se dividen y
los dos semihusos emigran a polos opuestos dal nicleo.

En los nicleos diplocaridticos los microtibulos del huso yacen parale-
los al plano de conexién entre los nacleos. Algunos de los tibulos van de
placa a placa y no se unen a cromosomas. Al fina! del proceso los cromo-
somas son empujados a los polos y el nicleo se divide en dos.

Se puede revelar meiosis o divisidén reduccional por la presencia de
complejos sinaptonémicos. Los complejos, con una anchura de 90-100
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nm. tienen una estructura formada por 3 partes, con los dos elementos
laterales conectados con fibrillas al elemento central. Los complejos
sinaptonémicos han sido observados, tanto en microsporidios con solo
un nidcleo, como en microsporidios diplocariéticos. La meiosis no ha sido
vista todavia en muchas especies lo que no significa que no exista.

Recientemente se han observado procesos de reproduccidn sexual
semejantes a la autogamia en Amblyospora. En la dltima generacién de
merozoitos, uno de los nucleos diplocariético comienza a ser mas denso
que el otro. Entonces las cubiertas nucleares desaparecen produciéndose
la cariogamia. Poco tiempo después de la fusién nuclear se restaura la
condicidn diplocariética. Los nuevos diplocariontes tienen aproximada-
mente el doble del volumen que los diplocariontes originalses. Estas célu-
las maduran a esporontes que se dividen meioticamente. A la misma
altura del ciclo biolégico estos procesos de cariogamia se han observado
también en Culicosporella. También se ha citado la presencia de gamseto-
génesis entre los microsporidios.

3.6. Ciclos de desarrollo.

Por lo menaos cinco tipos de ciclos de desarrollos, pueden ser distingui-
dos aunque es necesario senalar que en algunos microsporidios, solo se
han observado una parte de los mismas.

Ciclo 1. Con todos los estados de desarrollo provistos de nlcleos
aislados. Por ejemplo, Encephalitozoon (Fig. 16). Entre los microsporidios
de esporas esféricas, tales como Crytridiopsis y géneros préximos, se
omite {a merogonia, compensada por una esporogonia muy eficaz. Esta
variacién del ciclo, 1.1., se ilustra en la fig. 17.

Ciclo Il. Con todos los estados de desarrollo provistos de nuacleos
diplocariéticos. Por ejemplo Nosema (Fig. 18)

Ciclo lll. Estados merogénicos diplocaridticos. El esporonte diplocarié-
tico da lugar a un plasmodio esporogdénico con nucleos aislados y subsi-
guientemente esporoblastos uninucleados. La primera divisién del nicleo
del esporonte es probablemente siempre meidtica, con fusién nuclear vy
cariogamia al final de la merogonia. Por ejemplo, Thelohania, Systenos-
trema. {Fig. 19}.
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Figura 16. Esquema del ciclo bioldgico de tipo I. El clrculo representa
la céluta hospedadora donde después de la penetracién a través del fila-
mento polar, el esporoblasto comienza un ciclo con dos fases de multipli-
cacién: la merogonia y la esporogonia que terminaréd formando las espo-
ras.

En este ciclo de tipo | todos los estados (merogdnicos, esporogdnicos
y esporas} tienen una disposicién de nucleos no asociados en parejas,
independientes. Por ejemplo:Encephalitozoon, Septata.
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Figura 17. Esquema de un ciclo biolégico de tipo 1.1. Se representa ia
hipétesis de la reduccién de la merogonia, compensada por una esporo-
gonia muy eficaz. Los géneros con esta variedad del tipo |, presentan
también esporas esféricas. Por ejemplo: Crytridiopsis, Steinhausia. Desde
esta posicion evolutiva, el readquisicidn de la merogonia perdida podfa
explicar el ciclo, atfpico para este contexto al que pertenece, de Hessea.
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Figura 18. Ciclo bioldgico de tipo Il, en el que todas las fases poseen
disposicidn nuclear diplocariética. Frecuentemente la merogonia diploca-

ritica forma merontes moniliformes. Por ejemplo: Nosema, Qctospora,
atc.
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MEROGONIA ESPOROGONIA
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| DIPLOCARIOTICO = diplocariotico
INFECCION \
PLASMODIO ESPOROGENO
M E RON TE da nicleon asncliios

Esquizonte diplocaribtico

ESPOROBLASTOS

uninucleldfk /

ESPORAS

Figura 19. Ciclo biol6gico de tipo Ilf. El esporoplasma adquiere la
situacién nuclear diplocaridtica y forma un meronte (a modo de esqui-
zonte) diplocaridtico. Los merozoitos se trasforman en eporontes diploca-
ridticos que dan lugar a un plasmodio esporogdnico de nicleos aislados.
Los plasmodios esporogdnicos se dividen en esporoblastos de nucleos
aislados que maduran a esporas uninucleares. Ejemplos de este ciclo los
tenemos en lo géneros Thelohania, Trichodubosgia, Systenostrema.
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Ciclo IV. Dasarrollo dimérfico con produccion de dos tipos diferantes
de esporas. En una secuencia todos los estados tienen nicleos emparsja-
dos, diplocaridticos. En la otra secuencia los estados merogdnicos vy el
esporonte son diplocaridticos formandose esporoblastos monocariéticos
después de la divisidn meidtica.

En la figura 20, se ilustra el ciclo dimérfico que comienza por la infec-
cidn con una aspora diplocaridtica. El porvenir del esporoplasma diploca-
riGtico dependera de estimulos externos. O bien sigue el camino de mero-
gonia y esporogonia dipocariética (como en un ciclo de tipo Il) o bien
sigue el camino de merogonia diplocaridtica y esporogonia que produce
esporoblastos uninucleados y esporas uninucleadas {como en un ciclo
tipo 111).

En la figura 21 se ilustra el mismo ciclo dimérfico iniciado por infec-
cién con esporas uninucleadas.

Ciclo V. Con ciclo biolégico con dos hospedadores. Alternando esta-
dos diplocaridticos con monocaridticos. Desde hace alguin tiempo se
habfa sospechado que las especies de Amblyospora de mosquitos tenfan
un hospedador intermediario, dado que las esporas monocaridticas nunca
hablan sido infecciosas para los mosquitos. Recientemente se ha encon-
trado el ciclo de dos hospedadores de Amblyospora. El ciclo biolégico
comprende la produccion de tres tipos diferentes de esporas: Esporas
monocaridticas en las larvas del mosquito, diplocariéticas en las hembras
adultas del mosquito y monocaridticas de tipo morfolégico diferente en
copépodos.

Las diferentes esporas de este ciclo son morfolégicamente similares
a las de Pyrgtheca y Culicospora, que no se consideraban relacionados
con Amblyospora. Consecuentemente a lo anterior, la observacion del
ciclo bioldgico descrito (Sweeny et al, 1985'?*) produce cambios fun-
damentales en la clasificacidn de los microsporidios y la afirmacién inve-
terada de que los datos morfolégicos sélos, aunque sean de una fase tan
significativa como la espora, son insuficientes para la identificacion de
las especies de microsporidios.
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Figura 20. Ciclo bioldgico de tipo IV. Es un ciclo de evolucidn dimérfi-
ca, con esporas de dos tipos, diplocariéticas en un caso y uninucleadas
en ol otro. Se representa inicidndose con una espora diplocariética que
inyecta en la célula hospeadora un esporoplasma diplocaridtico, que
puede evolucionar en dos sentidos: bien como un ciclo tipo Il, con todas
las fases diplocariéticas, volviendo a dar esporas diplocaridticas, o bien
como un ciclo tipo Il con merontes diplocaridticos y plasmodios esporo-
génicos y esporobastos de nucleos aisfados, que originan esporas uninu-
cleadas.
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Figurs 21. La misma rapras,gptacién del ciclo de tipo |V de desarrollo
dimdrfico, en aste caso suponisndo un comienzo del ciclo mediante in-
feccidn con esporas uninucleadas, evolucionando hacia ciclo tipo lll o
ciclo tipo Il segun estimulos externos. Tienen este ciclo tipo IV géneros
como Culicosporella, Burenellalen parte).

Los ciclos de Tipo V, que no se repreentan, son dimdrficos con dos
o tres hospedadores. Géneros como Vairimorpha, Burenella y Parathe-.
Ighonia alcanzan tres niveles de dimorfismo, Por ejemplo, dos esporas
diferentes uninucleadas y una diplocaridtica.
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3.7. Epidemiolog/a.

Los microsporidios circulan en la naturaleza entre dos medios: el intra-
citoplasmadtico de las células del hospedador que parasitan, donde desa-
rrollan su ciclo activo; y, el medio externo al citoplasma de la célula
hospedadora, donde permanecen quiescentes esperando la ocasién de
una nueva infeccién. £n realidad no es més que un solo medio, el cicto-
plasma parasitado, perteneciendo al fisiologismo y comportamiento de
los hospedadores los sistemas de dispersién y llegada de las esporas
quiescentes e infacciosas. En general el medio externo no tiene un papel
ecolégico activo. No se necesitan especiales condiciones de medio para
la evolucién del pardsito, sélo para su supervivencia entre hospedador y
hospedador.

€n la Figura 22, de un ciclo epidemiolégico integrado, se resumen los
diferentes sisternas de circulacién extracitoplasmatica de los micraspori-
dios.

La infeccién se realiza - suponiendo que se trata de un metazoo- por
uno de estos cinco sistemas:
1. por vla oral o respiratoria mediante esporas de contaminacién hidri-
ca, alimenticia o0 aérea, liberadas por diferentes sistemas:
a) muerte del hospedador {7],
b} dispersién fecal de un vector inerte, carnfvoro depreda dor o
carrofiero(8);
¢) eliminacién, muerte o0 depredacién de un hospedador in Bme
diario;
2. directamente por ingestién de un congénere {(canibalismo {3});
3. por ingestién de un hospedador intermediario;
4. por infeccién congénita;
5. por contacto directo,

La eliminacién de las esporas es también variada. En su mayorfa salen
con las secreciones y excreciones: heces, orina, secrecién salivar y de
la gldndula mamaria, vémito, secreciones glandulares en general, fluidos
de tumores, heridas, etc.

Las esporas se eliminan por la via canalicular que coincide con el drea
infectada del organismo. La mayoria de los microsporidios del epitelio
digestivo se eliminan por las heces; los del 4mbito nefrolégico por la
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Figura 22. Representa los ciclos epidemiolégicos de los microspori-
dios. El hospeador se infecta por la ingestién de esporas que proceden
de 1. el medio contaminado con esporas,eliminadas por la via digestiva,
cutdnea, etc. o gue dispersé un depredador {8), o un congénere muerto
{7}, O bien por depredacién de un hospeador intermediario {6), o consG-
mo de un congénere (canibalismol, infectado por via oral {3) o por via
transovdrica (4}.
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orina. En algunos casos aprovechan estructuras particulares de sus hos-
pedadores, por ejemplo las gldndulas cementarias de los machos de
ciertos invertebrados.

Otros mecanismos sirven para la salida de las esporas al medio, cuan-
do no estdn en conexidn directa con un sistema canalicular. Por ejemplo,
las heces da un animal inadecuado como hospedador que consume los
tejidos infectados, o las fuerzas de la reduccién cadavérica: putrefaccion,
dispersién fosaria por insectos, y otras circunstancias talas como la
desecacién, pulverizacidn, dispersidn por el viento, o ia posterior hidrata-
¢idn y arrastre por el agua .

Existen también otras vias menos comunes. Por ejemplo, la via hema-
tica a través de ectoparasitos transmisores mecdanicos, la via transplacen-
taria en los mamiferos o la transovdrica en invertebrados.

Una vez en el exterior, cada especie tiene una capacidad especifica
para permanecer en el medio que habituaimente rodea a su hospedador:
agua dulce, agua salada, tierra himeda. En cada caso los mecanismos
de resistencia se acogeradn a estrategias diferentes.

La plasticidad como grupo parece enorme como lo demuestra su pre-
sencia en hospedadores que viven en la prictica totalidad de los medios,
con predominio, en cuanto al nimero de especies, en el medio dulceacul-
cola (linnico).

La resistencia a las condiciones ambientales parece la comudn para
otras fases quiescentes o de resistencia de protozoos o invertebrados.
La esporas embebidas en materia orgdnica desecada, pueden durar aios,
como también las que se encuentran en dreas himedas o en el agua ,
dependiendo de la especie, a bajas temperaturas. Las esporas desnudas
son destruidas por la luz directa del sol y por la desecacién. También las
temperaturas superiores a 40°C las esterilizan.

En la revision de Kramer'?® se puede encontrar bibliografia al res-
pecto de la ecologla de los microsporidios. En la revisién de Euzeby, J.
{1987) ideas sobre la epidemiologfa general (etiologie générale)'?® de
los microsporidios. El cuadro de los ciclos epidemioldgicos integrados se
inspira en el boceto mis simple que dibuja Euzeby.
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3.8. Extensién del parasitismo

Los microsporidios son pardsitos de todos los grupos de animales,
desde los protozoos al hombre, y se encuentran practicamente en todos
los ambientes en los que progresan sus hospedadores.

La ecologia de los microsporidios o de éstos y sus hospedadores ha
servido de substrato a especulaciones, anteriores al andlisis filogénico
deducible de las secuencias de bases del RNAr, sobre el origen del para-
sitismo del grupo. Partiendo de la idea comUnmente aceptada de que los
parasitos han evolucionado al tiempo de sus hospedadores, las especies
de microsporidios que parasitan invertebrados de ambiente marino, se
consideraron como mas primitivas. Este es el caso de la familia Metchni-
kovellidae que cuenta no solamente con una morfologla Unica sino que
vive como hiperpardsito de protozoos apicomplejos, gregarinidos de
anélidos marinos. No todos los autores estian conformes con esta reduc-
cién. Por el contrario, la presencia de meiosis y otras caracteristicas
parecen confirmar que.son un grupo evolucionado. Hay una cierta com-
patibilidad en ambas ideas: pueden ser primitivos por permanecer ancla-
dos a grupos de viejos hospedadores (los mas antiguos de los apicomple-
jos} y al tiempo evolucionados, por ¢l gran espacio de tiempo evolutivo
que les ha permitido esta asociacién. Sin embargo, estos conceptos
pueden revisarse en breve. La meiosis parece ser un hecho universal
entre los microsporidios, y si la tienen siendo como pro-eucariotas {ar-
gquezoos) anteriores a los grupos donde la sexualidad es un hecho pleno,
los protozoos apicomplejos por ejemplo, es porque no es la meiosis como
se postula un hecho evolucionado, si no comtn a los eucariotas, desde
sus manifestaciones mas elementales.

Comparativamente, se conocen pocos microsporidios del ambiente
marino, lo que no significa necesariamente gue sean escasos en el mis-
mo, dado gue el conocimiento general de los invertebrados marinos as
incompleto. De los cerca de 76 géneros de microsporidios, sélo 15 son
exclusivamente del ambiente marino y salvo la familia Metchnikovellidae,
todos pardsitos de crusticeos y peces, grupos mas modernos. Todos
ellos tienen esporas con aparato de estrusién bien desarrollado y repro-
duccién mediante merogonia y esporogonia. Las transformaciones que
inducen a las células hospedadoras de los peces, indican que micros-
poridios y peces han convivido a lo largo de un gran perfodo. Lo que
conocemos hoy de los microsporidios del ambiente marino, indican que
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han estado en el mismo, desde hace un gran periodo de tiempo, pero que
no necesariamente se originaron allf.

Otros géneros tales como Chytridiopsis, Buxtehudea, Burkea, Stein-
hausia y Hessea, parece que tienen caracteristicas morfolégicas primiti-
vas. La endospora varfa desde ausente a bien desarrollada dependiendo
de que posean o no polaroplasto desarrollado. Se ha considerado como
un polaroplasto primitivo la presencia de vesiculas en el polo anterior de
la espora asl como proyecciones tubulares del filamento polar. Una espe-
cie de Hessea parece que tiene un cierto tipo de merogonia simple. En
ninguna de las especies de los otros géneros se conoce la presencia de
merogonias. Todos son parasitos del tejido epitelial, unos en moluscos
y oligoquetos, los otros pardsitos del intestino de insectos terrestres y
miridpodos. Tanto la morfologia como la reproduccion y el habitat pare-
cen indicar que estos microsporidios son primitivos.

Es curioso que la mayor parte de las especies de microsporidios, con
la morfologfa mas simple, se desarrollan en hospedadores terrestres y es
también curioso como el ambiente terrestre no parece favorecer la evolu-
cién de los microsporidios. Hay muchas especies pero pocos géneros,
aproximadamente 10, exclusivamente del ambiente terrestre. Exceptuan-
do los géneros con esporas esféricas, los microsporidios terrestres son
comunes, con organulos bien desarrollados y reproduccién eficiente, El
ciclo biol6gico es simple con la excepcién de los géneros dimarficos,
tales como Burenella y Vairimorpha.

Los microsporidios actuales han progresado fundamentalmente en
hospedadores de ambiente limnicola, como lo demuestran los casi 45
géneros exclusivos de este ambiente, de cuya antigledad son testigos
las especializaciones morfolégicas. Los géneros con esporas de formas
extrafas, tales como Caudospora y Weiseria, con caracteres citolégicos
variables, y con ciclos biolégicos complejos se encuentran también en los
biotopos de agua dulce.

La extensién del parasitismo a lo largo de los seres vivos, como ya ha
sido mencionado, va desde los protozoos apicomplejos a los mamiferos.
Aunque abundan las descripciones incompletas y muchas de las especies
descritas tendrdn que ser revisadas, parece claro que hay géneros con
cierta especializacion al grupo de hospedadores, por ejemplo Metchnikg-
vella entre los gregarinidos, Nosema entre los platelmintos, Mrazekia
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entre los anélidos oligoquétidos, Thelohania, Inodospous v Ameson, los
dos ultimos exclusivos del ambiente marino, entre los crusticeos , Nose-
ma vy Pleistophora entre los insectos ortépteros, coleépteros, himendpte-
ros y lepidépteros; Amblyospora, entre fos dipteros, Qctospora entre las

moscas, Gl Plei hora v Ichth oridium,Spraquea v Loma, con
los tres dltimos exclusivos del ambiente marino, entre los peces; The-
lohania y Encephalitozoon entre los mamiferos.

A pesar de los errores sobre identificacién de especies que el tiempo
ird corrigiendo, algunos géneros tienen especies que parasitan todo el
abanico de eucariotas ingestores- consumidores, desde los apicomplejos
al hombre. Nosema es, sin duda el género méas universal.

Se han elaborado diversas hip6tesis sobre cual es el origen del parasi-
tismo de los microsporidios y es muy posible que auin no se hayan descu-
bierto especies que arrojen luz sobre esta circunstancia. En principio se
pensd que el ancestro de los microsporidios fue pardsito de anélidos,
dado que los mas abundantes y diversos tipos de microsporidios parasi-
tan actualmente en los anélidos, sin embargo son los artrépodos los que
albergan las formas mas diversas. El hecho de que los microsporidios
mds primitivos son mas abundantes en los habitats terrestres, puede
interpretarse como indicio del origen terrestre de los mismos. Por otra
parte, las mayores variaciones en la morfologia de los microsporidios, asfi
como los géneros numerosos y unicos, pardsitos de animales de agua
dulce parecen indicar que el ambiente limnicola, no sélo es el més propi-
cio para que los ciclos bioldgicos de los microsporidios se cierren con
éxito, sino que es también el ambiente mas prdximo a las condiciones
iniciales de preadaptacidn, anteriores al inicio del parasitismo. Los més
primitivos entre los microsporidios hace tiempo que dejaron de existir o
persisten sdlo en los grupos zooldgicos que son linea de continuacion de
aquellos. Las formas mds primitivas, o se extinguieron con sus hospe-
dadores, a3 lo largo de las sucesivas catdstrofes renovadoras de la vida
en la tierra, o persisten entre los descendientes reconstructores de los
nuevos biomas surgidos de la catéstrofe.

Existen al respecto de la extensidn del parasitismo en el reino animal,
revisiones muy interesantes como las de Vivier, 1975 para los pro-
tozoos, Canning, 1975'?? para Platelmintos, Canning v Lom {1986 ,
loc cit.'?) para los vertebrados, etc. Una recopilacién hasta 1976 estd en
Sprague, 1977'??. Todas ellas, tienen la nota comun de un cierto fijis-
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mo conceptual, considerando de algin modo que los micrasporidios son
consecuencia dé sus hospedadores. La considerable antigiedad de los
microsporidios, deducida del andlisis de sus RNAr, estd haciendo revisar
alguno de estos aspectos, reenfocando el problema.

4. Ensayo de clasificaciéon de los microsporidios.-

Aproximacién taxondmica mediante el uso de datos morfolégicos
obtenidos por microscopia electrdnica.

Hasta la utilizacidn en la década de los 60 del microscopio electrénico,
los métodos de estudio de los microsporidios fueron los mismos que se
pusieron a punto a finales del siglo X1X, no obstante, aun existen muchas
caracter{sticas que se pueden apreciar exclusivamente con las técnicas
de microscopia de luz visible, Weiser (1982)'* sefala 70 caracteras
diagndsticos que se pueden obtener por este procedimiento. No obstan-
te, desde el trabajo de Huger {1960)'®' con Nosema locustae, el mi-
croscopio electrénico es rutinariamente utilizado para la descripcién de
las estructuras principales que caracterizan alas especies de microspori-
dios. Como sefiala Larsson, R. {1986)°° el numero de trabajos con mi-
croscopia electrénica progresa en las ultimas décadas hasta el momento
actual en que mas del B0% se realiza por este procedimiento. Mas de
170 especies han sido ya sometidas al analisis morfoldgico que supone
esta metodologfa.

4. 1. Ultra-estructura y taxonomia.

La inmensa mayoria de los conocimientos ultraestructurales sobre los
microsporidios, se han acumulado en las dos dltimas décadas, por esta
causa no se ha utilizado todavia de modo sistematico en la taxonomfa del
grupo. Larsson 1986 y 1988 (loc. cit.*®*%) analiza los caracteres ultraes-
tructurales que son tanto discriminantes de especies como de otros
taxones mds elevados. Resumimos a continuacién los aspectos basicos
uftraestructurales que analiza Larson, 1986 con el fin de aplicar con esta
base alguna de las técnicas de taxonomia numérica que nos permitan ver
los posibles parentescos entre los géneros y consecuentemente su filoge-
nia. Se procura al hacerlo, no repetir los datos recopilados en la morfolo-
gfa del grupo.
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4.1.1. En la espora.

4.1.1.1. La exospora.

Sela describe como una simple capa electrodensa. Sin embargo, varfa
en apariencia desde una estructura no estratificada a un complejo muitila-
minar. Estd producida por el esporonte, diferencidndose en algunas espe-
cies de forma rdpida antes de constituirse los esporoblastos. En otras
progresa en complejidad a medida que la espora madura. El mucocdliz
que la rodea, capaz de hidratarse, no se aprecia como estructura diferen-
ciada en microscopia de transmisidn. Taxondmicamente se pude conside-
rar que, combinando la morfologfa de la exospora totalmente desarrollada
con datos de su morfogénesis, existen al menos cuatro tipos morfoldgi-
cos de exospora;

Tipo |. Formada por material homogéneamente electrodenso. La ma-
duracién simplemente produce aumento en su grosor. A pesar de ser
homogénea puede tener proyecciones externas ornamentales. Cuando
existe vesicula esporéfora, la pared de la misma no estéd unida a la exos-
pora.

Tiene tres variedades: A. Fina, generalmente de menos de 20 nm, sin
proyecciones. B. Gruesa, generalmente de 40 a 60 nm sin proyecciones.
C. Exospora con proyecciones tubulares o fibrilares.

Tipo Il. Exospora constituida también por material homogéneamente
electrodenso. Formada en el primordio de la exospora por agregados,
granulos o matenial estratificado a modo de senda o huella. Cuando hay
vesicula espordéfora, ésta estd frecuentemente conectada a la exospora.

Cuenta con cuatro variedades: A. Primordio de la exospora granular,
Con proyecciones tubulares que conectan la exospora con la pared de la
vesicula esporéfora. B. Primordio de la exospora con material electroden-
so laminado. Exospora de la espora madura delgada, homogénea, motea-
da de dreas electrodensas, con un material electrodenso, que redne las
esporas en parejas. Los pliegues de la vesicula esporédfora estdn, a su
vez, unidos a la exospora. C. Primordio de la exospora uniformemente
electrodenso. Exospora madura homogéneamente electrodensa. Esporo-
blastos conectados en parejas mediante gruesos bloques de material
electrodenso. Con la pared de la vesicula espordfora conectada directa-
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mente a la exospora, mediante tdbulos. D. El primordio de la exospora en
el esporonte produce la pared celular multilaminar. La pared de la exospo-
ra persiste de este modo en la espora madura, Ocasionalmente las 1ami-
nas externas se separan parcialmente, produciendo una capa interna
uniformemente electrodensa.

Tipo lll. El primordio de la exospora esta formado por areas de mate-
rial efectrodenso laminares que confluyen. Una de las capas se separa
COMOo una estructura semejante a una unidad de membrana.

Tiene cuatro variedades: A. Exospora de [a espora madura fina (de
unos 20 nm) con asociacién difusa de material granular tanto en el exte-
rior como en el interior de la unidad de membrana. {El resto de las varie-
dades tienen la misma estructura bdsica, una capa interna formando una
unidad de membrana y una capa externa estratificada o dividida en capas
difusas con materiales de diferente electrodensidad, con un grosor total
de unos 30 nm, Internamente también se anade algin material electro-
denso en estructuras granulosas difusas o laminares}. B. Exospora del
tipo basico con adicién interna de material granuloso y un grosor total de
cerca de 35 nm. C. El material electrodenso interno formando una capa
gruesa y fibrosa, ausente en el polo anterior. Grosor total de 150 a unos
200 nm. D. Dos capas perfectamente diferenciadas, interna y externa a
la unidad de membrana con un grosor total de aproximadamente 70 nm.

Tipo V. Unién heterogénea y polifilética de complejos de exospora.
Primordio de la exospora multilaminar. La exospora puede alcanzar el
desarrollo completo antes de la independencia del esporoblasto. Capa
superficial caracteristica de cada especie.

Tres variedades: A. Superficie de la exospora cimbriada. B. Superficie
de la exospora de espora madura esponjosa. C. Exospora desde el estado
de esporonté con una capa externa gruesa semejante a un panel de
abejas. La superficie estd cubierta con estructuras semejantes a una
unidad de membrana.

4.1.1.2. Polaroplasto.
No todos los microsporidios tienen bien definido el polaroplasto. En la
mayorfa sin embargo es una estructura voluminosa situada en la parte

anterior de la espora. El polaroplasto se forma inicialmente en el esporo-
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blasto de la espora inmadura como protuberancias de una vesicula, a
partir del filamento.polar. Se ensanchan para dar lugar a sacos limitados
por una unidad de membrana, empagquetdndose estrechamente. Cuando
estd completamente desarrollado, rodea a la parte recta del filamento
polar.

La mayor parte de los polaroplastos se ensanchan anteriormente es-
trechdndose hacia la altura de la primera vuelta del filamento. En algunos
casos ocupa la totalidad de la porcién anterior de la espora. El borde
posterior estd claramente delimitado y es perpendicular al eje axial de la
espora.

Los cortes transversos de la porcién laminar o sacos del polaroplasto
indican su disposicidon radial rodeando cada saco completamente el fila-
mento polar, o bien como sacos menos extensos dispuestos como los
pétalos de una flor.

La mayor parte de los microsporidios tienen el polaroplasto dividido an
dos regiones bien definidas: En la anterior los sacos estdn comprimidos
estrechamente semejando ldminas, en la posterior los sacos estdn menos
comprimidos vy dispuestos de modo menos regular. Estas dos regiones se
denominan frecuentemente laminar y esponjosa, respectivamente.

El polaroplasto es una estructura variable y existen diversos tipos.
Para su categorizacion es absolutamente necesario disponer de esporas
maduras, dando un corte sagital cerca del eje central del filamento polar.
Por lo menos existen cinco tipos de polaroplastos:

Tipo 1. Regitn anterior con ldminas estrechamente apretadas y poste-
rior con sacos o ldminas irregulares. Formado, por lo tanto, por dos regio-
nes perfectamente delimitadas. Es el tipo mas frecuente.

Tipo Il. La totalidad del polaroplasto estd formado por compartimentos
0 sacos idénticos, sin subdivisiones. En secciones transversas los com-
partimentos del polaroplasto estan dispuestos como un mosaico alrede-
dor del filamento polar. Dos variedades: A. Compartimentos comprimidos
saciformes. B. Compartimentos formando sacos amplios o cAmaras llenas
de contenido granular o con espacios claros.
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Tipo lll. Porcién anterior del polaroplasto con cdmaras anchas llenas
de material granular y espacios claros; las cdmaras se hacen sucesiva-
mente mas proximas y empaguetadas segun avanzamos hacia su parte
posterior.

Tipo IV. En la espora inmadura la regidn anterior estd compuesta de
sacos redondeados con contenido granular y la parte posterior es lami-
nar. En la aspora madura estd compuesto de dos partes, el saco anterior
con contenido granular y la parte posterior faminar.

Tipo V. Polaroplasto invertido con dos regiones distintas laminares
regularmente dispuestas. Las ldminas anteriores son anchas y las poste-
riores estrechas, sin transicion gradual.

4.1.1.3. & filamento polar.

El empleo fundamental del filamento polar bajo el punto de vista taxo-
ndmico es diferenciar su condicién isofilar o anisofilar. Es isofilar cuando
es uniformemente grueso desde la base hasta el extremo o va estrechdn-
dose hacla el extremo de modo muy gradual. Es anisofilar cuando esta
abruptamente constrifitdo en un punto, de tal modo que la parte proximal
es ancha vy la distal estrecha.

Su longitud se determina por el nimero de vueltas apreciadas en el
corte sagital de la espora madura. Lo mds comudn es medir su longitud en
la espora germinada. Las observaciones sobre el numero de vueltas,
didmetro y condicidn anisofilar deben ser realizadas en la espora madura,
dado que el nimero de vueltas va aumentando a medida que la espora
madura. Como quiera que las vueltas posteriores son las mdés recientes,
an una espora inmadura, un filamento polar anisofilar, puede ser interpre-
tado como isofilar. Tomamos como caracteristicas taxonémicas su condi-
cidn (isofilar o anisofilar}, la situacién espiral o desespirilizado, y la dispo-
sicién en capas o de modo irregular.

4.1.2. La vesicula espordfora.

Conocida previamente como pansporoblasto, término que todavia
utilizan algunos especialistas y que no estd justificado dada la naturaleza
no celular de la vesicula espordfora, y por ello totalmente distinta, bajo
el punto de vista morfoldgico, al pansporoblasto de los mixosporidios.
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Su forma, esférica u oval en la mayorfa, es constante para cada espe-
cie. Taxandmicamente se distinguen cinco tipos:

Tipo L. Pared de la veslcula esporéfora gruesa de entre 0,5 a 1 um,
formada directamente sobre la membrana plasmatica del plasmodio espo-
régeno. Los esporoblastos se forman por plasmotomia. Tiene a su vez
dos variedades: A. La pared est4 dividida en dos a tres capas de mor-
fologla diferenciada con la capa interna mas electrodensa. B. La pared es
uniformemente electrodensa con mas o menos material limitante interno.
La superficie externa puede estar rota en placas poligonales.

Tipo Il. Pared gruesa de 40 a 150 nm., méas o menos estratificada,
iniciAndose durante !a merogonia y diferencidndose en la esporogonia.

Tipo lll. Primordio de pared como una unidad de membrana que persis-
te o se modifica dando lugar a una cubierta gruesa. Dos variedades: A.
Vesfcula esporéfora formada por la unidad de membrana persistente, y
con espacios epiespordnticos con inclusiones tubulares de varias clases.
B. La unidad de membrana se modifica dando lugar a una estructura de
tres capas de aproximadamente 20 nm. de grosor, con el espacio epies-
pordntico con inclusiones tubulares ma&s 0 menos prominentes.

Tipo IV. Pared fina de aproximadamente 5 nm. homogéneamente
electrodensa. Durante la esporogonia se divide englobando cada espora
en una vesicula. Cuatro variedades: A. Espacio epiesporéntico sin inclu-
siones tubulares, pero de modo temporal o permanente con una capa
extraesporal formada por capas superficiales de la exospora. B. Espacio
epiesporal con inclusiones tubulares estrechas de unos 20 nm de didme-
tro que forman un reticulo bajo la cubierta. C. Espacio epiesporal con
tibulos de 65 - 75 nm., sin reticulo. D. La pared parece estar formada
por dos capas vy en determinados puntos pegada a la exospora. La capa
externa es uniformemente electrodensa con 5 nm. de grosor. La interna
estd compuesta de tibulos estrechamente asociados de unos 20 nm. de
didmetro.

Tipo V. Pared de !a vesicula, en esporas maduras, uniformemente
electrodensa de 5 a 30 nm. de grosor envolviendo todas las esporas
producidas por el esporonte en fa vesicula comun. Frecuentemente con
inclusiones fibrosas, tubulares, granulares o cristalinas. Siete variedades:
A. Espacio epiesporal con inclusiones fibrilares finas. B. Espacio epiespo-
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ral atravesado por un pequefio nimero de proyecciones fibrosas {2 a 6)
de la exospora,. C. Espacio epiesporal con tubos estrechos de 20 nm. de
didametro. D. Espacio epiesporai con tubos anchos de unos 60 nm. de
didmetro frecuentemente sectados, junto a tubos estrechos. E. Espacio
epiesporal conteniendo inclusiones cristalinas durante la esporogonia, que
se reducen en nimero y tamano en la espora madura. F. El material del
espacio epiesporal es laminar al comienzo de la esporogonia, disponién-
dose a modo de tibulos en |a espora madura. G. Los tdbulos del espacio
epiesporal con apariencia de muelles. Todos estos datos morfolégicos
pueden ser tratados con las técnicas de la taxonomfa numérica, conve-
nientemente transformados en expresiones de presencia/ausencia.

4.2, Uso de la ultraestructura para la clasificacidn.

Con los datos recopilados por Larsson en 1986% sobre ultraestruc-
tura, funcidn y clasificacion, resumidos en el trabajo a modo de tabla, y
con la correspondiente bibliografia que puede ser consultada, confeccio-
namos nosotros las matrices de datos de presencia/ausencia, siguiendo
el siguiente criterio de transformacion de los datos morfolégicos vy biol6-
gicos:

1.- Forma de 1a espora: ¢cinco posibilidades denominadas BOPR S,
respectivamente, en forma de barril, oval, piriforme, baciliforme o esféri-
ca. Por ejemplo, Baculea que tiene esporas baciliformes, le corresponde
un valor de 0 O 0 1 Q; Burkea con espora esféricas 0000 1; y a Encep-
halitozoon con esporas ovales 0 1 00 0.

2,- Nimero de esporoblastos por esporonte. Se consideran las siguien-
tes tres posibilidades: < 4, <16, > 16.

3.- Tipo de ciclo biolégico segin se ha indicado. Se considera 4 tipos:
I, 11, llly IV, respectivamente con todos Jos estados con nucleos aislados,
todos con nucleos dobles, merogonia diplocariética y esporogonia mono-
cari6tica, desarrollo dimérfico.

4.- Tipos de exospora. Se consideran las siguientes 14 situaciones:
Tipo I A, B, C; Tipo ll: A, B, C, D; Tipo lll: A, B, C, D; Tipe IV: A, B, C.
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5.- Tipos de polaroplasto. Se consideran 7 situaciones diferentes: Tipo
I; Tipo ll: A, B; Tipo llI; Tipo IV; Tipo V y "x", sin polaroplastos, pero con
tibulos y vesiculas que se consideran lo sustituyen.

6.- Filamento polar. Situacién general: tres circunstancias: isofilar,
anisofilar y sustituido por un manubrio.

7.- Filamento polar isofilar. Nimero de vueltas del filamento en el
citoplasma de la espora. Se consideran tres situaciones: <10 vueltas,
>10y <20, »>20.

8.- Filamento polar anisofilar.Se consideran asimismo tres situaciones:
n = nl de donde n es el nimero de vueitas del primer didmetro y n1 el
del segundo, por ejemplo la espora de Episeptum inversum que tiene
3 +3 vueltas; n < n1, por ejemplo Chapmanium dispersum que tiene
5+9 vueltas; n> n1 , por ejemplo Vavraia culicis que presenta 11 +4
vueltas de filamento,

Se anade a este grupo las esporas que presenta filamento polar no
espirilizado.

9.- Didmetro del filamento polar {en los anisofilares de las primeras
vueltas de filamento). Se tienen en cuenta tres situaciones: <100 nm,
>100 y <200 nm, > 200 nm.

10.- Disposicidn de las vueltas de filamento polar: en una capa, en
dos capas, en tres capas; de modo irregular.

11.- Tipos de vesicula espordfora: Se consideran las siguientes 16
situaciones: Tipo I: A, B; Tipo If; Tipo lil: A, B; Tipo IV: A, B, C, D; Tipo
V:A, B C,DEFG.

12.- Inclusiones de la vesicula espordfora. Cuatro posibilidades: C
cristales, F fibrillas, T tdbulos, Ts tubulos tabicados.

Se totalizan asl 70 posibilidades de presencia o ausencia de una deter-
minada estructura o situacién tal cual han sido definidas arriba.

93



Antonio R. Martinez.

4.2.1. Grupos de génergs.

Cada género, a partir de una especie - la primera por orden alfabético
si hay mas de una - se transforma en una sucesién de 70 ceros o unos.

Asl, por ejemplo Tuzetia ecdyonuri serd : 01 000/010/1000/0
0010000000000 0000001M100100/0000/01010
000000001000000000/001 0.

De este modo se confeccionan 4 matrices, con los géneros en los que
hay especies con suficiente descripcidn en microscopia electrdnica, per-
tenecientes a los 4 grupos que identifica Larsson {loc cit).

4.2.1.1. Rudimicrosporidios.

En el primero se incluye Metchnicovella y allegados y, Chytridiopsis
y géneros relacionados.

El conjunto de los 7 géneros incluidos presenta la siguiente expresién:
00011111 110011000000000000 0000001
1011000001111 11000100000000000000
0 0 0 0, que traducida expresa las siguientes posibles caracter(sticas:

Ciclo bioldgico del tipo | 0 11; esporas baciliformes o esféricas; nimero
variable de esporoblastos en cada esporonte; exospora exclusivamente
del tipo |, A y B (formada por un materia! uniformemente electrodenso,
fina o gruesa, pero sin proyecciones); polaroplasto rudimentario, formado
exclusivamente por vesiculas o tabulos; con filamento polar, en una o
dos capas, isofilar (o sin vueltas, o con manubrio); vesicula esporéfora
exclusivamente del tipo | A B, sin inclusiones, gruesa {0,5 a 1 um], direc-
tamente sobre 1a membrana plasmatica.

En la figura 23 se representa la matriz de los microsporidios de la
Clase Rudimicrospora, Vivier, 1975,

La matriz de datos cualitativos se someten al andlisis de asociacidn
para datos cualitativos SIMQUAL aplicando el coeficiente de similaridad
SM (coeficiente de emparejado simple} para datos multiples {Ntsys-PC
loc. cit). Con la matriz cuadrada resultante se somete al andlisis de agru-
pamiento Sahn (agrupamiento secuencial, aglomerativo, jerdrquico), que
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nos proporciona un drbol de distancias de similaridad {fig. 24}, gue se
puede representar a modo de fenograma (fig. 25).

Amphiamblys Baculea Buxtehudea Hassea Burkea Chytridiopsis
Metchnikovella

0060100011000.............. 0000001001000
0000001000010000000000000000000

000101001000.............. 0000001100000
0001100000000000000000000000000

00001001100010000000000000000000110
01000000010010000000000000000000000
000011000100.............. 0000000100100
0000...100001000000000000000000

00001001100001000000000000000000110
01000000010010000000000000000000000
00001001100010000000000000000000110
01000000...100000000000000000000000
000010101000 .............. 0000001001000
0000010000010000000000000000000

Fig. 23. Matriz de los microsporidios de la Clase Rudimicrospora.

4.2.1.1. Géneros con plasmotom/a.

Lo mismo se hace con los 7 géneros que se reproducen por plasmoto-
mia, de cuyas especies hay datos suficientes de microscopla electrénica,
Grupo 2.

El conjunto presenta la siguiente expresion: 01000 001 11 1
010100000000100 1000000110111 00101
101111 0010000000000000 0000 gue traducido
indica las siguientes posibles caracteristicas:
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Fig. 25. Fenograma de los microsporidios de 'a Clase Rudimicrospora
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Ciclos biolégicos de tipos I, 1 y 1l|; esporas sélo ovales, con nume-
rosos esporoblastos (> 16} en el esporonte; exospora de tipo | {A o C),
o 1V {A), fina, uniforme o con proyecciones tubulares o fibrilares; polaro-
plasto de tipo |, es dacir, con la parte anterior uniformemente laminar y
la posterior con sacos o lamelas méas irregulares; con filamento polar
distribuido en una,dos o tres capas, o de modo irregular; iso o anisofilar,
v si as anisofilar con mas vueltas iniciales gue finales; vasicula esporéfo-
ra exclusivamente de tipo Il, sin inclusiones.

La matriz de estos géneros del Orden Pleistophorida es la fig 26.

Ameson Pseudopleistophora Spraguea Nosemoides Vavraia Pleistophora
Glugea
01000...0010001000000000001000000100
0100000100010000000000000000000000
01000...0100100000000000001000000100
1000000...100000000000000000000000
01000001....000000000001001000000100
1000000...100000000000000000000000
01000001100010000000000000100000010
00100000100000100000000000000000000
01000001100010000000000000100000001
000000C1001010000010000000000000....
01000001100010000000000000100000C010
00010000010001000000000000000000000C0
01000001100010000000000000100000010
00100000010100000000000000000000000

Fig. 26. Matriz de los microsporidios del Orden Pleistophorida.

El 4rbol de agrupamiento Sahn se representa en la figura 27 vy el co-
rrespondiente fenograma en I3 fig. 28.
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Fig. 28. Fenograma de los microsporidios del Orden Pleistophorida.
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4.2.1.3. Géneros con fisiparticidn y esporas monocaridticas.

El tercer grupo estd formado por los 13 géneros agrupados por tener
esporas exclusivamente de nicleos aislados {unicaridticas), con divisién
por fisiparticién o esquizogonia.

El conjunto presenta la siguiente expresién: 01100 111 101
0 1700111100000001000010 11011111001
111111 00013111111000100 0110 queindica las
siguientes posibles caracteristicas morfolégicas v bioldgicas:

Ciclos biolégicos del tipo | o |l (bien con todas las fases monoca-
rioticas o bien con merogonia diplocaridtica y esporogonia monocarié-
tica). Esporas ovales o piriformes; nimero variable de esporoblastos en
cada esporonte; exospora predominantemente del tipo i, o | A; polaro-
plasto del tipo 1 0 V (invertido); filamento polar dispuesto en todas las
modalidades posibles {1, 2, 3 capas o irregular; iso o anisofilar, vy si es
anisofilar con la condicién n = n1 6 n < n1; vesicula esporafora funda-
mentalmente de los tipos lll y IV, con excepciones del tipo V Ay E, con
inclusiones fibrilares o tubulares.

El grupo no es enteramente uniforme. Quizas habrfa que excluir de é}
aquellos géneros con fases diplocariéticas.

La matriz de valores cualitativos se recoge en la figura 29, el 4rbol de
agrupamiento Sahn se muestra en la figura 30 vy el fenograma en la figu-
ra 31.

4.2.1.4. Géneros con fases y esporas diplocaridticas.

El cuarto grupo, que es el mas numeroso, estd formado por los 23
representantes de géneros con todas sus fases diplocaridticas, o mono
y diplocariéticas en los géneros de ciclo tipo |V con desarrollo dimérfico.

La expresidn numérica del conjunto es la siguiente: 11110 111
0111 111111011110001111100 13110111 11
111111101 000000000 0111111 1111, loaque
significa que se dan en ellos todas las formas de esporas, salvo las esfé-
ricas; esporoblastos en los esporontes de nimero variable, con ciclos bio-
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Nelliemelba Alfvenia Janacekia Tuzetia Berwaldia Norlevinea Telomyxa
Episeptum Encephalitozoon Enterocytozoon Tetramicra Loma Unikaryon
00100010100000000010000000100000001
00000100010100000000170000000000....

01000010001000000010000000100000010

0010000001000010000000000000100.,...

01000010001000010000000000100000010
00010000010001000000001000000000010
01000010100000010000000000100000010
01000000010100000000010000000000010
01000100100000001000000000100000010
00100000010100000000000100000000000
01000100100000000100000000100000001
00001000001100000001000000000000010
01000100100000000010000000100000010
00100000010100000001000000000000010
00100100100000000100000000000001001
00001000010100000000000010000000100
01000100100010000000000000100000010
01000000100100000000000000000000000
01000001100010000000000000100000010
01000000100100000000000000000000000
01000100100010000000000000100000010
01000000010100000000000000000000000
01000001100010000000000000100000010
00100000100100000000000000000000000
01000100100010000000000000100000010
01000000100010000000000000000000000

Fig. 29. Matriz de los géneros con fisiparticién y esporas monocariéticas.
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Fig. 31. Fenograma de los géneros con fisiparticién y esporas monocaris-
ticas.
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légicos de tipos I, Ill y IV; exospora de los tipos I, |l ylll; no tienen pola-
roplasto sencillo ni de tipo V (invertido); e! filamento polar se dispone an
1 6 2 capas, o estd dispuesto de modo irregular; el filamento polar es iso
o anisofilar,con didmetro variable {desde menos de 100 a mas de 300
nm); cuando es anisofilar sdlo se encuentra en situacién n=n1 é n<nl;
la vesicula espordfora, constante en todas las especies observadas, es
del tipo V, es decir con una cubierta uniformemente electrodensa de 5-
30 nm de espesor, salvo el tipo V (A) {con sdlo inclusiones fibrilares en
el espacio epiesporémtico); la vesicula espordfora puede tener alguna de
las inclusiones (cristales, fibrillas, tdbulos o tdbulos tabicados).

La figura 32 recoge la matriz de estos géneros, la figura 33 el drbol
de agrupamiento-Sahn y la figura 34 el correspondiente dendrograma,

4.,2.1.5. Similaridad/disimilaridad de conjuntos.,

Con las expresiones numéricas de los conjuntos ¢ comparando los
géneros de un grupo de modo individual con los conjuntos de los otros
grupos se puede alcanzar una idea de las relaciones filogénicas de estos
grupos entre sl.

4.3. Conclusién.-

De este andlisis se deduce gue los microsporidios se escindieron en
dos grupos diferentes, por una parte los diplocaridticos {grupo IV) vy por
otra el resto de los grupos. Dentro de este segundo grupo, se separan a
su vez primero los monocariéticos (grupo 11}, y por dltimo, a corta distan-
cia, los Rudimicrosporidios (grupo |} de los provistos de divisidn por plas-
motomla (grupo Il).

Estos resultados difieren de los de Larsson, 1986 en los que se apoya
la clasificacién propuesta por Cavalier-Smith, 1993 {loc. cit).

Es muy posible que la situacidn mas primitiva sea 1a diplocaridtica,
siendo los géneros actualmente dimérficos los primeros que ensayan la

organizacién monocaridtica.

En las figuras 35, 36, 37 y 38, se representan, respectivamente, la
matriz, e! agrupamiento-Sahn y los fenogramas del conjunto.
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Fig. 32. Matriz de los géneros con fases y esporas diplocaridticas.
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Fig. 34. Fenograma de los géneros con fases y esporas diplocariéticas.
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RUDIMICRO (I} PLASMOT (11l MONONUCLI(II) DIPLONUCL(IV)
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Fig. 35. Matriz de conjunto.

b. Microsporidios que infectan al hombre.-

En la tabla 1, en parte tomada de Canning y Hollister, 1991132
se resumen las especias que hasta ahora se han encontrado parasitando
al hombre, antes y después de la explosion del sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida.

En todo caso, parece que el hombre, siempre que sea inmunocompe-
tente, no padecerd microsporidiosis clinicas, y, por el contrario, si es
susceptible de infecciones de varios géneros, cuando, por cualquiara que
sea la causa, sufre alteracion congénita o adquirida del sistema inmunita-
rios. Parece pues, que la inmunodeficiencia convierte al hombre en sus-
ceptible de padecer infecciones microsporidianas propias y ocultas o de
otra especie, presentes en otros hospedadores, hasta entonces ignora-
das. En otras palabras, las especies que se hallan en el hombre, 0 son
zoondticas, es decir, se encuentran parasitando otras especies y el hom-
bre inmunocomprometido las extrae de la naturaleza, o son propias,
impedidas de prosperar hasta la situacidn patégena, por la eficacia de
una respuesta inmunitaria [ntegra.

Analizamos a continuacidn por orden cronolégico, vy con énfasis espe-

cial en los aspectos parasitolégicos, las especies denunciadas en el hom-
bre.
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5. 1. Encaphalitozoon cuniculi Levadeti,Nicolau et Schoen, 1923

Sinonimia: E. rabiei, Glugea lvssag, G. rabiei, Encephalitozgon myris,
Nosema cuniculi, N. muris

Con esta especie se dieron una serie de aproximaciones cuasi-expe-
rimentales que estimularon su estudio. Al parasitar a3 conejos y otros
animales de laboratorio, fue encontrada en animales inoculados experi-
mentalmente con otros agentes. La primera vez que fueron observadas
sus lesiones fue en la colonia de conejos de donde se tomaban grupos
experimentales en 10s que se pretendia reproducir, mediante inoculacién
de material patdgeno, la poliomielitis humana. Al aparecer encefalitis en
animales jovenes de la colonia de conejos, se relaciond ésta, y las lesio-
nes renales y cerebrales con la posible transmisién del virus, por las
pulgas, desde los grupos experimentales*®, La idea fue desechada, pero
renacid como explicacidn causal de la rabia. En los animales infectados
con este virus, aparecen en las neuronas, especialmante en el Asta de
Amon del Gyrus Dentatus, unas inclusiones caracteristicas: los cor-
pusculos de Negri. Cuando coincidieron en los animales de experimenta-
cidn la infeccidn rabica experimental, con la microsporidiosis espontdnea,
surgid de nuevo la relacién virus filtrable/microsporidio. Asl Levadeti et
al describe primero E. cuniculi como agente causal de la encefalitis y mas
tarde como agente causal de 1a rabia'??. Otros autores, como se puede
observar en la sinonimia, incidieron en la idea, hasta que fue experimen-
talmente demostrada como falsa.

Su naturaleza microsporidiana no se confirmé hasta la aplicacién del
microscopio electrénico, casi 50 anos después de los primeros hallazgos.
Fue trasladado primero al género Nosema, y sélo en 1981 Cali (loc. cit.
1} restaura la validez de 1a especie y el género al determinar que Nosema
¥y no Encephalitozoon tenia esporas diplocaridticas.

Naturaleza zoolégica

Parasito de vertebrados, homeotermos (mamiferos), de tejidos de
estirpe epitelial.

Esporas ovales, de 1-2 um, con filamento polar isofilar, polaroplasto
laminar del tipo |.
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Nucleos aislados en todas las fases de desarrollo. Merogonia por fisién
binaria en dos ciclos, con tendencia a la formacién de cadenas cortas en
el 2° ciclo™. Esporogonia disporobldstica, libre en el citoplasma de la
célula parasitada™.

Parasita a macréfagos v células endoteliales {vasos renales, neurales
y hepdticos), donde aparecen simultdneamente todos los estados de
desarrollo. Los merontes en |a periferia de la vacuola parasitéfora. Los
esporontes, que desarrollan una cubierta superficial discreta que formarg
la exospora, hacia la porcién media v los esporoblastos, formados por fi-
sién binaria de los esporontes hacia el centro. Cada esporoblasto se
transforma en una espora. El proceso conduce al acimulo de esporas en
la vacuola y a la degeneracién celular.

El parasitismo, como se menciond es de mamiferos (roedores, lago-
morfos, carnfvoros y hominidos) con distribucién cosmopolita. La trans-
misidn se puede producir por varias vias: Por contaminacién alimentaria
con esporas eliminadas por la orina, por depredacién y por via transpla-
centaria.

Las presentaciones clinicas del proceso'’ son diversas, ddndose con
mas frecuencia la forma encefilica, en la transmisién trasplacentaria. En
los conejos, puede aparecer de modo variable, desde inaparente y solo
observable serolégicamente a encefalitis mortal.

Las lesiones principales son vasculitis y perivasculitis granulomatosas.
Las lesiones son en origen vasculares. La salida de esporas al dmbito
perivascular induce la formacién de granulomas perivasculares e incluso
poliarteritis nodosa. La luz vascular se obstruye provocando trastornos
en el drea visceral subsidiaria del vaso, o disminuye su luz y funcionali-
dad"’.

Encephalitozoon spp ha sido descrito en aves y en mds de 30 espe-
cigs de mamiferos 2134136,

La relacion entre Encephalitozoon v los primates, hombre incluido, es
evidente. Por una parte porque se han encontrado monos arafa y rhesus
naturalmente infectados. Por otra, porque una vez resuelto, mediante
cultivos histicos continuos la produccién de esporas y por ende de antl-
geno'¥, como recopilan Canning y Hollister'” se observan, en determi-
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nadas poblacionaes humanas, tasas significativas de seropositividad.
Tanto por enzimo-inmuno ensayo (ELISA}, como por inmunofluorescencia
indirecta (IF1) se demuestra relacidn entre sero-positividad a Encephalito-
zoon y enfermedades tropicales como Malaria vy filariosis, asfi como con
pacientes con trastornos siquidtricos y grupos con conductas de riesgo
de Sida.

Antes del SIDA, como revisan Bryan et al. y Cali y Owens®® se hablan
encontrado indicios evidentes de infecciones humanas por Encephalito-
zoon en Brasil'® y Jap6n?®, En 1989 se estudio el primer caso de ence-
falitozoonosis en un homosexual con sida muerto de una hepatitis fulmi-
nante'. Desde 1989 a 1990 se estudiaron varios casos mas en Estados
Unidos, en pacientes aquejados de SIDA vy en todos ellos se describe un
microsporidio morfolégicamente idéntico a Encephalitozoon cuniculi. Por
otra parte, comienzan a escribirse aislamientos de microsporidios, simila-
res a Encephalitozoon, en queratitis de enfermos de Sida.

5.1.1. Encephalitozoon hellem Didier et al. 1991.

En 1991 Didier et al.?, aislan, cultivan y caracterizan, a partir de lesio-
nes corneales {queratoconjuntivitis) de tres pacientes de sida una nueva
aspecie de microsporidio. Es morfolégicamente idéntica a E. cuniculi,
tanto en microscopla ordinaria como electrénica, pero con diferente
constitucién proteica y por ello seroldgica y antigénicamente diferente.
Efectivamente, ambas especies, la procedente de roedores y la humana
dan diferentes perfiles de constitucién proteica por SDS-PAGE (electro-
foresis en gradiente de gel de acrilamida- dodecil-sulfato sddico}, y por
inmunotransferencia a nitrocelulosa cada suero, el murino v el humano,
reconocen diferentes antigenos. Es una especie gemela de E. cuniculi, en
todo igual bajo el punto de vista morfoldgico: desarrollo en vacuola pa-
rasitéfora con pared formada por una unidad de membrana, merogonia
y esporogonia mediante fisién binaria, con todas las fases del ciclo uninu-
cleadas; esporontes derivados de merontes por engrosamiento de la
pared; esporas uninucleadas, de 2x1 um, con 4 a B vueltas de filamento
polar'®. Puede haber una segunda esporogonia con esporontes seg-
mentados lo que no sucede en E. cuniculi v si en E. hellem v en el Encep-
halitozoon sp estudiado por Desser et al.’212. Como E. cuniculi se cultiva
en varias lineas celulares, particularmente en la linea MDCK de rifién de
perro'?’, .
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La identificacidn de E. hellem fue seguida por tres hechos relaciona-
dos: Primero la identificacion de afecciones sistémicas, en pacientes de
sida, con esta especie. Segundo la demostracidn de niveles de reaccién
cruzada entre E. hellem y E. cuniculi. Tercero, la aparicidn y aislamiento,
en lesiones sistémicas, de variedades diferentes a E. hellem.

Schwartz et al., en 1992° describen las lesiones completas de un
paciente muerto de sida con una microsporidiosis generalizada, que habla
sido ya diagnosticado del proceso en vida, por la presencia del microspo-
ridio en 1a cdrnea, conjuntiva y senos nasales. Seroldgica y bioquimica-
mente se identifica el microsporidio como E. hellem y se observa espe-
cialmente afectado el epitelio traqueobronquial, lo que sugiere una pe-
netracion via aerdgena del agente. El trabajo abre un perspectiva de
investigacién en las microsporidiosis sistémicas que se hallan entre los
pacientes inmunosuprimidos. Ademds de E. hellem es posible que inter-
vengan otras especies o variedades diferentes. Asi, Visvesvara et al.
83iglan de la orina de un paciente un encefalitozoon diferente, con es-
poras mas grandes (2,25 a3 2,8 x 1,25 a 1,8 um, con 6 vueltas de fila-
mento polar, con perfil proteico por SDS-PAGE, diferente a3 E. cuniculi}.
Aungue la descripcidn es anterior a E. hellem, no parece que sea la mis-
ma especie. Otros autores, a partir de lesiones corneales, estudian mi-
crosporidiosis posiblermente debidas a otras especies. Asi, exclusivamen-
te mediante microscopia clasica y de transmisidn Fiedbrg et al'*® de-
nuncian una infeccidn corneal con E. cuniculi, coincidente morfoldgica-
mente con E. hellem y posiblemente perteneciente a esta especie. No asf
al parecer en otros dos casos, el de Desser et al,1992'°,con diferen-
cias en las fases del ciclo, tanto merontes como esporontes, en este
aparecen en unas ocasiones en contacto directo con el citoplasma de los
fibroblastos (llnea MRC-5 de fibroblastos pulmonares humanos) donde se
cultiva, y en otras dentro de una fina vacuola parasitdfora. O el caso
estudiado por Cali et al, 1991'¥, anterior por poco tiempo a la descrip-
cion de E, hellem, y también diferente en lo que se refiere a las relaciones
parasito-hospedador en el citoplasma de las células corneales parasitadas
o en las de cultivo. La vacuola parasitéfora que encierra las formas de
desarrollo, en vez de la pared fina, en este caso esta rodeada por un
material amorfo,

Finalmente es notorio que existe un alto nivel de inmunidad cruzada
entre los microsporidios. Weis et al. 1992 |lo demuestran mediante
inmunotransferencia entre Encephalitozoon y Vairimorpha, Glugea, Pleis-
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tophora y Nosema, y mediante |IFl con Enterocytozoon. El crecimiento in
vitro de las especies de Encephalitozoon ha permitido disponer de antlge-
no suficiente para estudios de seroprevalencia. La técnica ELISA no
permite diferenciar bien la infeccidon con una u otra especie, pues los
niveles de inmunidad cruzada, superan las diferencias’’, por esta causa
es muy posible que los diagndsticos de seroprevalencia por ELISA, o por
IFI {recopiladas por Cannin and Hollister'’) tengan que ser revisados. En
todos estos trabajos el antigeno utilizado fue E. cuniculi. Por IFt es facil
diferenciar entre reaccién especifica y nivel de reaccién cruzada, como
asf lo demuestra Visvesvara et al.”*® para su aislamiento CDC:029:V213
v Schwartz et al.,1392'° para E. hellem en cortes de tejidos {1/128 hete-
rélogo frente a 1/4096 homdlogo de E. hellem).

En conclusién, las queratoconjuntivitis - lesiones epiteliales del epitelio
corneal y de la conjuntiva - se deben a especies de Encephalitozoon.
Hasta ia diferenciacién de la especie hermana de E. cuniculi, E. hellem,
se atribuyeron a ésta. Ademds de E. hellem otras variedades con ciertas
diferencias morfoldgicas, aun no asignadas a especie, se han aislado de
las lesiones corneales de los inmunosuprimidos. La seroprevalencia, dado
los niveles de inmunidad cruzada, hecha con antigenos especlificos, por
IFI por ejemplo, pueden cambiar significativamente el conocimiento de la
presencia de la infeccidn, larvada, en el hombre. La especie humana, E.
hellen produce también infecciones sistémicas, por lo que otras infec-
ciones humanas atribuidas a E. cuniculi pueden haber sido debidas a esta
especie. Como E. cuniculi puede ser transmitido experimentalmente por
via rectal’*? es posible también que E. hellem pueda utilizar también es-
ta via.

5.2. Gdnaro Nosama

Fue el primer microsporidio descrito, y el primer agente infeccioso, de
aqul lo adecuado de su denominacién. Segun las caracter(sticas morfols-
gicas tomadas del trabajo de Larsson, 19867°, tiene las siguientes carac-
teristicas usadas como UTOs: esporas ovales;esporoblastos con menos
de 4 esporontes, ciclo biol4gico de tipo Il {con todas sus fases diplocari6-
ticas); exospora del tipo |(B) {gruesa, de 40-60 nm, sin proyecciones);
polaroplasto del tipo | {porcidn anterior con lamelas estrechamente empa-
qguetadas, posterior con lamelas o sdculos mas irregularmente dispuestos;
la disposicién de las lamelas diferencia perfectamente la parte anterior de
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la posterior del.-polaroplasto}; filamento polar de la espora isofilar, con
mas de 10 y menos de 20 vueltas, de menos de 100 nm de didmetro, sin
vesfcula esporédfora ni inclusiones. La merogonia se produce por fisién
binaria vy la esporogonia es disporobldstica, ambas en [ntimo contacto
con el citoplasma de |a célula parasitada. Puede afectar a otros tejidos
ademds de al epitelial.

Varias especies de Nosema se han encontrado en el hombre, tanto en
infecciones sistémicas como en infecciones del estroma corneal.

5.2.1. Nosema connori Sprague, 1974

Fue encontrado una vez'® en un nifio con discrasia timica, muerto a
los 4 meses de edad, en el que ademéis de pneumocistosis habfa una
microsporidiosis generalizada. El estudio histopatolégico demostré que
era una especie de Nosema dadas sus caracteristicas morfoldgicas: desa-
rrollo en Intimo contacto con el citoplasma, diplocaridtico; con esporas
también diplocaridticas, con 10-12 vueltas de filamento polar. Sprague,
1974'? ja identific6 como una nueva especie, aunque duda''® de su
asignacioén taxondmica. De modo subliminal, Cali y Owens'? dudan tam-
bién de la validez del taxdn cuando razonan que siendo Nosema un paré-
sito basicamente de artrépodos, las posibilidades de que un inmunosupri-
mido contacte con una especie de Nosema son mayores que con otros
microsporidios.

El género Nosema v las infecciones corneales.

Antes del SIDA hay dos diagnésticos bien documentados de afeccio-
nes corneales, con traumatismo previo, una en Sri Lanka y otra en Bots-
wana que posiblemente se deben a Nosema. Ante la falta de més datos,
Canning y Lom*? prefieren de modo poco ortodoxo, situar los agentes
causales de estos procesos en un género creado como cajon de sastre
de lo indefinido, género Microsporidium, ilamando respectivamente a
estas especies_ M. cevlonensis y M. africanum.

5.2.2, Otras especies

Otras especies del género son Nosema corneum Davis et al.,
1990'** encontrado en una lesién en el estroma corneal de un paciente
inmungcompetente de Carolina del Sur (USA) de 45 afos. Con esporas
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diplocariéticas, de 3-5 x 1,5-2,5 um, con 5-6 vueltas de filamento polar;
estados de desarrollo diplocaridticos, en contacto directo con el citoplas-
ma de los histiocitos parasitados.

Nosema ocularum Cali et al.,1991"*® fue denominado para el micro-
sporidio aislado de una paciente de Ohio, con una lesién del estroma cor-
neal en 1a que, en los histiocitos y macréfagos, en contacto directo con
el citoplasma parasitado, se encontraban fases diplocaridticas de un
microsporidio con esporas diplocaridticas grandes, de 5 x 3 um, conte-
niendo 9-12 vueltas de filamento polar.

En la tabla adjunta se resumen los datos bdsicos de la microsperidiosis
ocular humana,

MICROSPORIDIOSIS OCULAR

QUERATITIS ULCEROSA QUERATOCONJUNTIVITIS

Condicién inmunocompetente Inmunosuprimido

del paciente conl/sin lesidn cor- sin lesidn primaria
neal primaria desen- concominante o desen-
cadenante cadenante.

Clinica Sensacion de cuerpo Sensacidn de cuerpo
extrano unilateral extrano, bilateral
Vision disminuida Visidn borrosa
Inflamacién y ulce- Conjuntivitis, foto-
racién corneal. fobia.

Localizacién Estroma corneal Epitelio corneal
macrofagos e his- células epiteliales
tiocitos.

Agente causal Nosema corneum Encephalitozoon hellem
N. ocularum Encephalitozoon spp.

Microporidium spp.
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5.3. Pleistophora sp.

Se ha diagn.osticado una infeccidn muscular humana, generalizada, en
un hombre de raza negra de Florida {USA) con inmunosupresidn, serone-
gativo a VIH, a pesar de que el caso fue publicado inicialmente como una
microsporidiosis en un sidoso'*®. El caso estd perfectamente documen-
tado y seguido por especialistas®,

Pleistophora es uno de los géneros incluidos en el grupo de los que se
multiplican por plasmotom/{a. Para el estudio de relaciones de similaridad
que se realiza en este trabajo, sus caracterfsticas son las siguientes:
esporas ovales, con mas de 16 esporoblastos por esporonte, con ciclo
bioldgico de tipo | {todas las fases monocarfoticas); exospora de tipo |
{A), polaroplasto de tipo |; esporas con filamento polar isofilar, con més
de 20 vueltas, dispuestas en tres capas, de didmetro medio (entre 100
y 200 nm}; veslcula espordfora de tipo |l (gruesa, de 40-150 nm, mas o
menos estratificada} con inclusiones fibrilares.

La imagen histoldgica del caso humano estudiado presenta, para mi-
croscopla de luz visible: inflamacidn intensa con histiocitos, linfocitos vy
células plasmaiticas; fibras degeneradas, infiltradas con esporas apreta-
das, en grupos de 12 o mds, rodeadas de una membrana. Esparas en
pequenos grupos en células fagocitarias. Las esporas son 4cido-alcohal
resistentes {Ziehl-Neelsen), con un granulo PAS + en uno de sus extre-
maos.

En microscopla de transmision, tanto los merontes como los espo-
rontes estan rodeados de un material que forma una especie de malla en
panal de abeja del que se forma la pared de la vesicula espordfora. Todas
las fases tienen ndcleos aislados (no en situacién de ndcleos en parejas)
aunque el meronte o el esporonte sean multinucleados. La transicién
entre meronte y esporonte se produce por engrasamiento de la membra-
na citoplasmdtica. La esporogonia es miltiple, formandose de cada espo-
ronte 12 o més esporoblastos. Cada esporoblasto forma una espora.
Cuando estdn maduras miden de 3,2 a 3,4 x 2,8 um, son uninucleadas
y con 11 vueltas de filamento polar.

La asignacién a Plesitophora es razonable. Las especies de este géne-

ro parasitan principalmente a peces, en el tejido muscular, y a insectos,
en el cuerpo graso y otras visceras.
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5.4. Enterocytozoon bisneusi Desportes et al. 1985

Como revisa QOrenstein 19917 el primer caso de microsporidiosis
en un enfermo de sida fue observado por el histopatdlogo W. G. Gourley
mientras buscaba citomegalovirus e identificado como un microsporidio,
en un congreso, por histélogos que tenian la experiencia del caso de
nosemiosis sistémica por N. connori. Asl lo reconocen también los prime-
ros autores americanos que publican la presencia de microsporidios como
agentes de salida en enfermos de sida'*®. Con independencia de estos
autores americanos, 8l grupo francés del Dr. Modigliani®’ no solo obser-
varon en biopsias de un haitiano aquejado de sida la presencia de
microsporidios en los enterocitos, sino que, con posterioridad a su falleci-
miento, estudiaron las fases de desarrollo (esporogonia) y las esporas,
denominando al agente como Enterocytozoon bineusi, género y especie
nuevos (el nombre genérico siguiendo al lexema del otro género frecuen-
te en mamiferos, el epiteto especifico en honor del nombre del paciente
donde fue encontrado).

A pesar de que en su revision de 1986 Larsson no lo incluye como
vdlido por falta en aquellos momentos de descripcién morfolégica com-
pleta, hoy es posible definirlo en términos de UTOs utilizados para su
encuadre taxondmico en un cladograma de similaridad/disimilaridad.
Perteneciente a los géneros del grupo I {véase anteriormente) con espo-
ras ovales; mas de 16 esporoblastos por esporonte; ciclo biolégico de
tipo |; exospora del tipo | (A); polaroplasto del tipo | {(A); filamento polar
isofilar, con menos de 10 vueltas de filamento, en una sola capa, con
didmetro entre 100 y 200 nm; sin vesicula esporéfora ni inclusiones. Da-
tos con los que queda emparejado con Encephalitozoon que es al que
m4ds se parece.

5.4.1. Morfologfa'*.

Originariamente, se le describié como provisto de disposicién nuclear
diplocaridtica en los merontes y monocaridtica en los esporontes y espo-
roblastos®’. La impresi6n inicial, como confirman todos los autores quse
posteriormente han estudiado en microscoplfa electrénica enterocitos
infestados con E. bieneusi., es que el alargamiento de los nicleos, yux-
tapuestos a las inclusiones electrotransparentes que se encuentran en la
merogonia, provoca la aparicion de imigenes préximas a la situacion
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diplocdrica. Sin embargo, ningun autor posterior a los que originalmente
describen la especie han encontrado esta situacién nuclear.

a)

b)

c)

Los tres hechos morfoldgicos por los que destaca la especie son:

La rapidez del ciclo bioldgico observado, como corresponde al para-
sitismo en células que tienen una existencia breve; los enterocitos de
las cimas de las vellosidades intestinales se descaman cada 4 6 5
dlas.

La formacién temprana, antes de que el esporonte se divida en espo-
roblastos, de estructuras precursoras del aparato de extrusién. En los
esporoblastos se pueden distinguir el dncora {disco de anclaje), el
filamento polar y el manubrioide {(porcidn recta y posterior del filamen-
to polar que parte desde el dncora).

La presencia, consecuencia de las anteriores situaciones'®®, de las
estructuras siguientes patognomdnicas seguin Cali y Owen'?,

¢1} Lasinclusiones electrotransparentes, presentes a través de todas
las fases del ciclo bioldgico de E. bieneusi. No aparecen con
tanta claridad en otros microsporidios, y estdn presentes en
todas las fases del! ciclo bioldgico del pardsito. Durante la mero-
gonia se encuentran asociadas a los nucleos, 10 que posiblemen-
te ocasiona su deformacién tipica. Las inclusiones electrotrans-
parentes (electroldcidas) evolucionan con el cicio. En la mero-
gonia inicial son alargadas, diez veces mas largas que anchas en
el corte longitudinal v redondeadas en el corte transversal. Su
nomero aumenta haciéndose de menor tamafno en la esporogo-
nia, persistiendo al menos una, incluso en la espora inmadura.
Son electrolicidas porgue solo se tifen con los colorantes nor-
males {Acetato de uranilo o citrato de plomo) en los bordes vy
extremos. Como anticipan Cali y Owen'*® intervienen en la for-
macidén de los organulos de extrusidn de la espora. Gracias a la
fijacién con glutalaldehido en buffer cacodilato y tincién con
tetradxido de osmio y ferrocianuro potasico (ferriosmio), que
preserva mejor los lipidos celulares, Desportes-Livage et al'® de-
muestran que son apilamientos laminares de fosfollpidos. Estdn
estrechamente asociados a los sistemas de membranas del me-
ronte {retfculo endopldsmico, membrana nuclear y, en ocasiones,
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c2)

membrana citoplasmdtica). En el esporonte estdn en contacto
con las espiras de filamento polar en formacién, y forman hendi-
duras en la vecindad de los nucleos, contribuyendo asi a su
division. Estas estructuras multilaminares contribuyen también a
la formacién del polaroplasto anterior {laminar). Los autores
sugieren que las ldminas agregadas en las inclusiones electro-
transparentes son un depdsito de fosfolipidos necesarios para el
desarrollo del organismo, y para su divisién mediante invaginacio-
nes de la membrana citoplasmética. Contribuyen también a ge-
nerar el polaroplasto vy el filamento polar. Su papel en la divisidn
parece ser andlogo al de las membranas de fosfolipidos que
aparecen durante la esquizogonia de Plasmodium sp, pero forma-
das de modo méas rdpido como corresponde a la diferencia en
tiempos bioldgicos. La esquizogonia hematica de plasmodium
dura de 2 a 3 dias vy en E. bieniusi el ciclo entero tiene que ce-
rrarse en apenas los 5 dias de existencia de los enterocitos.
Como en el caso de criptosporidium es preciso quemar etapas
del ciclo por la brevedad funcional de! soporte que parasitan. La
extraordinaria abundancia de estructuras membranosas de los
microsporidios: Membranas comunes {reticulo, membrana nu-
clear vy citopldsmica}, y particulares (polaroplasto y filamento
polar) hace que en un ciclo rdpido tenga que haber grandes depd-
sitos de fosfollpidos precursores de las membranas.

Los discos electrodensos, aparecen también como estructuras
tipicas de esta especie. Son como discos cortos, aplanados y
densos a los electrones. Al principio, comienzo de la esporogo-
nia, presentan un centro mas transparente, haciéndose a medida
que avanza el ciclo, mas compactos. Se encuentran fre-
cuentemente bordeando las inclusiones electroliicidas, en las
proximidades de los nticleps. A medida que progresa la esporo-
gonia se asocian en grupos de 3 a 6 alrededor de cada nucleo.
En este momento comienzan a fusionarse formando arcos y
luego tubos convolutos como precursores del filamento polar de
las esporas, asi como del disco de anclado. Son los precursores
de estas estructuras. La aparicidn de los discos electrodensos
marca el inicio de la esporogonia, que en esta especie no se
caracteriza por un engrosamiento de la membrana citoplasmati-
ca, caracteristico de otros microsporidios.
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d) Las peculiaridades de los nicleos de los merontes, alargados, a modo
de salchicha o deformados, adosados a las inclusiones electrotranspa-
rentes. Esta forma, transitoria, es posible que facilite las mitosis rapi-
das.

5.4.2. Ciclo biol6gico

No se conoce el esporoplasma. Todas las fases posteriores del ciclo
biolégico, se encuentran an el citoplasma de los enterocitos intestinales,
en las cimas de las vellosidades, ocupando el espacio citoplasmatico
entre el nacleo y el polo mundial de la célula. El parasito a modo de plas-
modio, se halla directamente en contacto con el citoplasma, rodeado por
una membrana citoplasmatica simple y con aspecto mas pélido, menos
denso, que el citoplasma de la célula hospedadora. Una cohorte de mito-
condrias rodean al parasito, gque como todos los microsporidios, carece
de éllas.

Merogonia. Es la primera fase del ciclo. Los merontes se caracterizan
por estar adosados al nicleo de la célula hospedadora, y poseer inclusio-
nes electrotransparentes alargadas, adosadas a los nicleos que se divi-
den. Los nicleos del meronte son alargados, deformes a veces. Cada
meronte tiene unos 6 nucleos por corte de plano transversal. Carece de
discos electrodensos y es menos denso que el citoplasma que le rodea.
La Unica reacci6n celular apreciable es el acumulo de mitocondrias adosa-
das a su membrana. Su divisién es por plasmotoml(a, apareciendo como
plasmodios adyacentes, sin citoplasma celutar entre ellos.

Esporogonia. El comienzo de la esporogonia se manifiesta solo por la
aparicion de los discos electrodensos precursores del filamento polar vy
del ancla. Cada esporonte contiene un numero considerable de ndcleos
{unos 12 por plano transversal}, as{ como un ndmero mayor de inclusio-
nes electroliicidas de tamafio menor que las que aparecfan en el meronte.
El citoplasma del esporonte se llena de conjuntos de discos electrodensos
asociados a nucleos. En esta primera fase de la esporogonia, la mem-
brana citoplasmaética permanece ain como una unidad de membrana
simple. Simultdneamente se producen dos fenémenos que conducen a
la formacién de los esporoblastos: Por una parte el engrosamiento de la
membrana citoplasmética, por otra, un proceso multiple de invaginacio-
nes de la membrana para rodear e independizar cada nicleo y complejo
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de estructuras electrodensas del esporonte. De este modo, en un unico
suceso de multiplicacién, cada esporonte queda convertido en tantos
esporoblastos como nuacleos tenia. Cada esporoblasto, ademas del no-
cleo, contiene un citoplasma denso con filamento polar espirilizado v €l
esbozo del polaroplasto, todo ello rodeado de una gruesa membrana.
Cada polaroplasto madura sin mas a una espora.

Esporas.- Son de forma oval tipica, pequeiias, de 1,08-1,64 x 0,7-
0.89"® um. Con 6 vueltas de filamento polar en dos capas. A continua-
cidn del disco de anclaje se extiende el polaroplasto laminar extenso,
ocupando hasta 1/3 de la iongitud de la espora, relativamente estrecho,
rodeando junto con dos filas de ribosomas la porcién vesicular del polaro-
plasto. Ademds, en las esporas inmaduras que aparecen sueltas en el
citoplasma, permanece aln, una inclusién electrolicida.

El citoplasma de la espora estd encerrado en una membrana citoplas-
mdtica tipica, trilaminar. A su vez, de dentro hacia fuera, se encuentra
la endospora, gruesa y electrotransparente, y la exospora, fina y electro-
densa.

5.4.3. Epidemiologia

a) Infeccidon de los enterocitos.

Su distribucién parece universal, pais tras pals denuncia la presencia
del agente en enfermos inmunosuprimidos, con diarrea crénica y pérdida
de peso en los que previamente se habian descartado otros agentes
infecciosos o parasitarios.

iLa infeccién debe de producirse por eclosién de las esporas desca-
madas juntamente con las células a la luz del intestino. No se aprecian
infecciones colaterales por contiglidad celular, lo que no es descarta-
ble'*?. Sin embargo, en un unico enterocito pueden apreciarse todas las
fases conocidas del ciclo biolégico, lo que se puede deber a dos causas:
bien a la infeccién mdltiple, o bien, al distinto tiempo de desarrollo de
cada fase del ciclo, esto Gltimo, es bastante comun para otros enteroci-
tos. La infeccién en el enfermo inmunocomprometido, se mantiene por
autoinfeccién.
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b) Origen de las esporas.

No se conoce cual es el origen, ni la procedencia del agente, o su
cardcter patrimonial humano o zoondtico. Weidner'®' especula razona-
blemente sobre el cardcter zoondtico de los microsporidios humanos.

En principio por el parecido morfolégico con Enterocytozoon salmonis,
la segunda especie descrita del género Enterocytozoon'®® que se multi-
plica en el nicleo de células hematopoyéticas y endotelio renal de alevi-
nes del salmén del pacifico, y que se puede transmitir tanto de modo
horizontal como por via oral entre alevines de salmones'®?,

En segundo lugar porque parace comprobado que otros microspori-
dios, como Spraguea lophii, del rape, pueden potencialmente infectar al
hombre.

Asl, las esporas de este microsporidio, presentes abundantemente en
un pescado que se consume con frecuencia, por su alta calidad, como
sucedaneo de marisco en platos marinados, eclosionan en presencia de
mucina humana. Esto significa que si se ingiere el pescado infestado
insuficientemente tratado por el calor, las esporas pueden eclosionar ya
en la boca y al menos, a lo largo del es6fago.

Por otras dos causas los microsporidios pueden ademds formar parte

de las infecciones ocultas para la condicion inmunolégica normal, El que
como organismos muy primitivos poseen proteinas altamente conserva-
das, dificilmente identificables como extrafas, y el parasitismo sobre
tejidos inmunoldgicamente desprotegidos.
Algdn autores™* con anticipacién sobre 'o experimental incluyen a
Pleistophora y Enterocytozgon como nuevos agentes causantes de zoo-
nosis, ademds de Encephalitozoon. Lo sucedido con este Gltimo vy la
descripcidn de la especie criptica con E. cuniculi, E. hellem, aconseja de
momento prudencia en la consideracidn como zoondticas a las especies
hasta ahora descritas en personas inmunosuprimidas.

Su posible presencia también en las heces de nifios no inmunosuprimi-
dos (0,008%) en Africa'®®, sugiere una infeccién larvada, que se exal-
ta con la inmunosupresién {7% de positivos en nifos sidados, con menos
de 60 CD4/ul)
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5.4.4. Patogenia.

Las esporas aparecen v se detectan en las heces, v el parasitismo es
mas intenso vy frecuente en el yeyunc que en el duodeno distal'®®, no
afecta al estémago vy esdéfago'®, ni al intestine grueso. Por su localiza-
cién en el epitelio de la vesicula biliar y del conducto hepatico princi-
pal'®®, acarrea uno de los signos asociados a la infeccién: colangi-
tis'®®. Hay ciertos datos sobre localizaciones extraintestinales, por eje-
mplo en un quiste en el seno maxilar'®, identificado molecularmen-
te'”', y referencias equivocadas al coincidir en un mismo paciente a
doble infeccién de Enterocytozoon vy Encephalitozoon.

Histopatoldgicamente al invadir los enterocitos de las cimas de las
vellosidades del yeyuno y duodeno distal, ocasiona depresién de las
vallosidades e hiperplasia de las criptas, provocando una fuerte desca-
macién de las cimas de las vallosidades y aumento del nimero de linfoci-
tos intraepitaliales'%?. El signo mas frecuente es la diarrea crénica, acom-
pafiada de Indice de Karnofsky disminuido, bajo nimero de linfocitos
TCDA4 por ul y mala absorcidn {disminucién del indice de absorcién de D-
xilosa'®d).

La diarrea, aunque es el signo mas frecuente, no siempre presenta
relacidn estadisticamente significativa con la infeccién, ni existe una tasa
Iimite de CD4 por debajo de la cual aparece la infeccién'®*,

La proporcién de infectados con diarrea no atribuible a otros patége-
nos es muy alta: 50%"® an algunos casos, 29 %'%, 33%'%, lo que
es independiente de la prevalencia estimada entre los enfermos sidosos,
que se astima en un 2% %, para Europa.

Habitualmente el diagnéstico se hace por técnicas de microscoplfa
normal y electrénica. El contenido del aspirado duodenal o el de biopsia,
se concentra por filtrado, y se procesa el filtro con la muestra por las
técnicas habituales de fijacidn, inclusién, cortes y tincién. La tincién de
Hematoxilina-eosina no da buenos resultados, por 1o que se han propues-
to modificaciones. La tincién WD (Warting-Starry) '®® identifica el 100%
de los casos comprobados por microscopia electrdnica. Otros procedi-
mientos que modifican el método tricrémico de Gomori '%7-'%® mejoran
también la eficacia de la microscopla normal para el diagndstico, pudien-
do incluso prescindirse de la microscopia electrénica, ya que se distin-
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distinguen por la localizacidn y el tamano las tres especies hasta ahora
estudiadas. Por otra parte, la técnica de Giemsa para tejidos o May-Grin-
wald-Giemsa vy la de Hematoxilina-Gram suministran, en manos expertos,
buenos resultados. Se pueden ademas identificar los quistes en las he-
ces, en directo, gracias a un colorante especial'®®, que ocasiona mejo-
res resultados que las técnicas de enriquecimiento, o mediante inmuno-
fluorescencia directa, tanto en la heces como en tejidos'’®, o mediante
PCR con una sonda especifica construida a partir del RNA-ribosdmico de
la subunidad menor de Enterocytozoon'’".

El tratamiento con Albendazol, que es muy eficaz en Encephalitozoon,
no parece suministrar en este caso los mismos resultados. Los pacientes
tratados con 400 mg/dia, p.o., dos veces al dla, mejoran en cuanto a su
sintomatologia clinica, pero los resultados histopatoldgicos son contra-
dictorios'"?,

5.5. Septata intestinalis

La presencia en los enterocitos de enfermos sidosos de otros micros-
poridios diferentes a Enterocytozoon fue denunciada por Orenstein et al
188 v Cali et al '3, lo que condujo a la descripcidn y denominacién de
Septata intestinalis como nuevo género y especie. La descripcién que se
acompana es un resumen de la que hacen Cali, Kotler y Orenstein, 1993,
en el trabajo original de denuncia de la especie.

Microsporidio parasito humanao en enterocitos, macréfagos, histiocitos
y endotelio vascular en la lAmina propia intestinal, vesfcula biliar, asl
como células tubulares renales, donde se desarrollan todas las fases del
ciclo.

5.5.1. Ciclo bioldgico

Merogonia.

El meronte inicial es una célula simple, de citoplasma paélido, esta
rodeado de mitocondrias v desplaza el nicleo de la célula hospedadora.
Posee un Unico nicleo, grande, y un citoplasma con abundante reticulo.

La esquizogonia se praduce por sucesivas divisiones nucleares simples
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seguidas de citocinesis por fisién binaria, dando lugar a cadenas de célu-
las. A veces la divisién nuclear se repite varias veces sin divisién cito-
plasmaitica dando lugar a plasmodios, alargados, acintados, con 4 0 mas
nicleos. Como resultado de estos dos procesos se producen racimos de
merontes o cadenas.

En la superficie de los merontes empieza a acumularse una malla fina
de material fibrilar osmidfila, asf como acimulos de secrecién electroden-
sos diseminados. Al confluir éstos se origina una especie de malla de
material fibroide en el que quedan atrapadas las células en desarrollo. A
medida que progresa la merogonia, la malla externa se hace cada vez
mas evidente, consecuencia de su continua secrecidn de la misma.

Esporogonia.

Es de tipo clasico, con engrosamiento de la membrana citoplasmadtica
de los merozoitos. El engrosamiento es progresivo y se produce a partir
de depdsitos escamosos electrodensos que hacen festoneado el borde
del esporonte. Finalmente se produce una membrana densa y uniforme.
El citoplasma de cada esporonte se retrae, dejando un amplio espacio
vacfo entre la malla fibrilar y cada célula, ahora ya en una celdilla dife-
renciada.

A esta altura del proceso empieza a manifestarse la vacuola parasi-
téfora, como si de un fagosoma se tratara, donde evoluciona la espo-
rogonia de Septata.

La esporogonia propiamente dicha consiste en que cada esporonte
divide al menos dos veces su nucleo, ocasionando una situacién tetras-
poroblistica. Cada esporoblasto asi formado es una célula uninucleada
que evolucionara directamente a una espora. La evolucién consiste en la
rdpida formacién de las estructuras tipicas de la espora. A partir del 4rea
de Golgi y de una masa electrodensa, comienza a crearse el filamento po-
lar, de corazén compacto, electrodenso, formando 4 a 7 espiras de fila-
mento.

El citoplasma de cada esporoblasto se hace paulatinamente mds den-
50, apareciendo la polaridad del eje antero-posterior por la maduracién del
filamento, con las vueltas de espira en el extremo posterior de la espora
y el disco de anclado en el extremo anterior. Al separarse netamente,
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cada esporoblasto estd encerrado externamente por la red fibrilar. La
condensacién del esporoblasto al ir madurando la espora deja espacio
libre dentro de la malla fibrilar. A este espacio crecen protuberancias
tubulares, largas, de 1,2 um x 50 nm de didmetro, que parten de la cu-
bierta externa de los esporoblastos y que terminan en ensanchamientos
bulbiformes o esféricos.

Esporas.

De forma tipica, ovales, de 2 x 1,2 um, con 4 a 7 (5) vueltas de fila-
mento polar, con polaroplasto anterior laminar, rodeado de apilamientos
densos de reticulo v ribosomas. La espora madura cuando termina de
formarse la endospora, gruesa y electrolicida. Las esporas maduras
quedan en grupos, atrapadas en la malla fibrilar, una por celdilla, en esta
especie de panal,

El desarrollo de las distintas fases del ciclo que terminan en la espora
se produce dentro de la célula parasitada, de modo asincrénico, existien-
do ia tendencia comin de los microsporidios consistentes en que las
formas finales {las esporas) ocupan la porcién central y las formas inma-
duras la superficie.

Los autores que describen la especie resaltan que, aunque las estruc-
turas formadas durante el desarrollo se encuentran también en otras
especies, 56lo en ésta, se encuentran sucesivamente en una Jnica espe-
cie, para la que crean un nuevo género, Septata, en alusién a la red
fibrilar donde acontece la esporogonia, y el epiteto especifico intestinalis
por el lugar de su localizaciodn principal.,

5.5.2. Epidemiologla

La prevalencia de Septata intestinalis es menor que la E. bieneusi,
Madiante microscopfa ordinaria, con las técnicas especiales ya menciona-
das, por el tamafo mayor de las esporas, se diferencia aceptablemente,
Existe ademds un medio especifico, mediante PCR y una sonda espe-
clfica creada a partir del RNA-ribosdmico de las subunidades menores de

Sgglataﬂ'd.
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Recientemente Zhu et al'’® han clonado y secuenciado de E. bieney-
5i,S. intestinalis y Ameson michaelis, fragmentos de las subunidades
menor y mayor del RNAr y su espaciador intergénico . Junto con los
datos publicados sobre Jas mismas estructuras de E. cuniculi y E. hellem
construyeron un drbol filogénico de relacidn en el que se demuestra la
pertenencia de Septata a la familia Encephalitozoonidae. Se confirma
ademds la identidad de las dos especies gemelas de Encephalitozoon vy
la singularidad de E. bieneusi.

6. Epflogo.-
Parasitismo y simbiosis como procesos megaevolutivos.

Son como las dos caras de un mismo fenémeno evolutivo, el intento
megaevolutivo que supone la exploracién y explotacién con éxito de un
nuevo medio adaptativo principal: el interior de otro individuo. Como
quiera que en principio se supone que ambas especies, la albergante y
la albergada son unicelulares, el medio a explotar por el albergado es el
citoplasma del albergante.

Los caminos a seguir son opuestos. Por una parte la mutua adapta-
cidén cooperativa que conduce al mutualismo en sus diferentes graduacio-
nes. Hasta el extremo de la dependencia fisioldgica primero y pérdida
después de la identidad individual de uno o de los dos asociados.

La dependencia se hace irreversible si se integran sus dotaciones
gendmicas o uno de los asociados no conserva de su genoma méas que
lo imprescindible para mantener su estructura, o lo imprescindible para
ser Util al socio principal. A este hecho de mutualismo extremo se le
llama simbiosis propiamente dicha, a pesar de que simbiosis es la aso-
ciacién heteroespecifica con independencia de su categorizacién y des-
tino evolutivo. Al gran proceso de simbiosis multiples, simultdneas o
seriadas en el tiempo, segun opiniones, se le atribuye como hemos visto
un papel protagonista en la macroevolucién, particularmente del torrente
eucaridtico, es decir, donde surgieron y progresaron hasta nuestros dfas
los multiples seres vivos provistos de una o varias unidades - células -
con nicleo (vesicula que encierra los cromosomas en que se organiza el
DNA) y reticulo.
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El otro camino es el de la explotacidn. Se tuvo que producir en sus
diferentes modalidades: depredacién, parasitoidismo, comensalismo pre-
parasitario, parasitismo propiamente dichoy comensalismo posparaslitico.
Como en el caso del mutualismo, existe una violencia inicial que aqul no
se troca en cooperacién. Entre los asociados no se establece mds vinculo
estable que el equilibrio de fuerzas de rechazo/persistencia o rechazo/e-
vasién que conducen al equilibrio de la interaccién.

Surge del hecho de la no coincidencia en intereses de los asociados;
de modo permanente el asociado menor vive a expensas del que le alber-
ga, de su maquinaria metabdlica, sin aportar beneficio alguno. La conti-
nuidad del proceso se apoya en que el albergado, de menor porte y orga-
nizacién, cuenta con mecanismos de penetracién, evasién de la respues-
ta y escape. Accede por medios propios al interior del albergante y posee
estados de resistencia que le permitan salir al medio externo, persistir
quiescente o activo en el mismo, y alcanzar un nuevo hospedador.

Ambas situaciones, en conjunto, se pueden considerar como procesos
de megaevolucién, definida ahora, no solo como el paso con éxito de un
medio adaptativo principal a otro nuevo virgen, sino también como el
paso con éxito de un modelo estructural a otro nuevo, consecuente a la
asociacién simbiética. Todo ello como consecuencia del proceso de ensa-
y0 que supone la explotacién por una especie del espacio endocelular de
otra especie. El ensayo que en principio es de depredacién (en la direc-
cién del asociado mayor hacia el menor], o de parasitismo en la direccién
contraria, desemboca, por mutua conveniencia, en el mutualismo que
produce las quimeras beta (citoplasma + nlcleo + flagelo), gamma
{beta + perixosomas) y delta {gamma + mitocondria. . . + cloroplasto).
O el fenémeno contrario, el parasitismo estable. Este puede haber sido
el caso de los microsporidios que desarrollaron dos sistemas que les per-
mitieron estancarse en el parasitismo. Por una parte el estado de resis-
tencia - para pasar quiescentes por el medio externo cada vez mas y mds
hostil a consecuencia de la atmdsfera oxidante -. Por otra el modo de
ingreso en el citoplasma de su hospedador sin quedar encerrado en una
vacuola. Tan peligrosa ésta tanto para Ja continuacién como especie,
como para la continuidad individual.

El parasitismo de los microsporidios es el primer ensayo megaevoluti-

vo de origen del parasitismo del que tenemos referencia. El éxito logrado,
fruto de la entrada por inyeccidon vy de la espora resistente, propicié una
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gran estabilidad .estructural, lo que hace que hayan permanecido ajenos,
en buena parte, a la tempestad de adaptaciones que tuvieron que sufrir
sus hospedadores a lo largo de un tiempo de aproximadamente 2.000
millones de afios de vida sobre la tierra. Ajenos si, a los grandes procesos
megaevolutivos, pero siguiendo en cada época la radiacién adaptativa de
los diferentes grupos de seres vivos que son actualmente sus hospedado-
res, desde los protozoos apicomplejos v ciliados al hombre,

Asl entendemos hoy a los microsporidios. Una reliquia biolégica, fdsi-
les vivos que han persistido hasta hoy, para ensefiarnos cdmo fueron los
vivientes de nuestra linea de diferenciacién en un pasado tan lejano.

El acceso de los microsporidios actuales al parasitismo de los animales
- los mas recientes de los vivos sobre la fierra- debid ir de 1a mano del
papel como hospedadores de protozoos apicomplejos, mixosporidios vy
ciliados. Su presencia a io largo de la escala zooldgica animal, se entien-
de asl de la mano dsi hiperparasitismo de sus vectores (apicomplejos vy
mixosporidios). También es probable que algunas adaptaciones de hiper-
parasitismo sean posteriores, como hemos visto al tratar de la clasifica-
cidn de los microsporidios, los que objetivamente deberfan considerarse
como mds primitivos, por parasitar a los hospedadores mds antiguos, son
también los de morfologia méis rudimentaria y de biologia simplificada
(pérdida de 1a merogonia o recuperacidn de la misma), etc.

El parasitismo, por lo tanto, explica la diferenciacién eucaridtica y no
es por ello extrafio que sea entre los pro-eucariotas {arquezoos) y meta-
cariotas pardsitos en los que residen los grupos a la vez mds primitivos
y mds distantes entre sf.

El parasitismo y el mutualismo, son dos caras de una misma moneda
y estdn en la rafz mas profunda de 1a historia fascinante de la vida en los
dltimos dos eones. El reconocimiento de este hecho agranda el motivo
principal de mi acercamiento intelectual a la vida, de mi vocacién como
bidlogo.

HE DICHO.
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Excmo. Sr. Director
Excmos. Srs. Académicos
Sefioras y Sefiores

Desde que ingresé como miembro de nimero en esta Real Academia
de Farmacia, no he dejado de tener la satisfaccién de acrecer mi for-
macién cientifica, de estimular la sana emulacién entre mis magnificos
compaferos y sobre todo la alegria de recibir, y de poder dar mi amistad.
En la tarde de hoy se aunan a estas tres satisfacciones, el agradecimien-
to a esta Real Academia por haberme encargado responder al magnifico
discurso que el Prof. Dr. D. Antonio Martinez Ferndndez ha pronunciado,
sin mas mérito por mi parte que mi admiracién y la firme y ya antigua
amistad que me une y que me honra, al desde hoy nuevo Académico.

Dificil reto ha sido para mi, resumir la larga vy rica vida profesional y
Académica del Prof. Martinez. La biografia, el camino andado, por los
humanos a través del tiempo, nos va presentando al personaje. Un vigjo
refran castellano dice "No donde naces, sino donde paces™ pero hay
lugares, como pasa con Castilla-Ledn, con Galicia etc. en las que el tellus
produce una impronta en la personalidad. Creemos que el haber nacido
en la noble tierra leonesa concretamente en San Pedro de Luna, un bello
pueblo desaparecido, victima no de la emigracién como tantos otros de
Espana, sino de un tal vez falso desarrollismo, pues fue inundado en
1953 para construir un embalse. Para los sanitarios la pérdida de raices
puede conducir ala anomf(a y a la enfermedad, hecho que ciertamente no
se ha dado en el Prof. Martinez v si le han guitado su pueblo, no le han
privado del "dolorido sentir™ de sentirse hijo de &l y de Ledn y guardar
intimamente entre los tesoros de su recuerdo ese paralso que como
Milton, el también perdié. Durante todo su preparacién desde los
primeros anos el hoy Académico fue fiel al consejo de Pindaro de
"Aprende a hacerte el que eres” y asi el nifio Antonio Martinez estudia
el Bachillerato en el Instituto "Padre Isla de Le6én™ y seguidamente ingre-
sa en la Facultad de Veterinaria de Ledn en la que obtuvo una calificacién
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media de Sobresaliente, Premio Extraordinario de la Licenciatura de
1961, Premio Nacional Fin de Carrera en 1962 y Victor de Plata al Mérito
Profesional en el mismo afio. No se durmié en los laureles nuestro joven
veterinario, pues en Julio de 1965 leyd su Tesis Doctoral "Ensayos sobre
la eficacia de la Methiridiana y del Thiabendazol frente a Trichinella
spiralis™, calificada con Sobresaliente Cum Laude y que ha sido la
inspiracion de numerosos trabajos cientfficos. Como consecuencia del
extraordinario mérito de su Tesis obtuvo el Premio Extraordinario del
Doctorado por la Universidad de Oviedo en 1965 y el Premio de la
Fundacién "Pepin Fernandez" a la mejor Tesis Doctoral. Por su vocacién
por las ciencias Biolégicas y de la Salud realiza el Primer ciclo de la
Licenciatura de Ciencias Bioldgicas y se diploma en Sanidad en Junio de
1970 con la calificacién de Sobresaliente.

El Dr. Martinez comienza su actividad docente por el camino gque
tantos otros ilustres profesores han seguido, ascendiendo paso a paso
por los distintos escalones docentes lo que asegura una sélida prepara-
cidn. Asl inmediatamente después de concluida la Carrera es nombrado
Prof. Ayudante de clases practicas pasando a Adjunto Interino y en 1965
obtiene por Oposicién la plaza de Prof. Adjunto de Parasitologla. Durante
los cursos 1969 a 1371 es Prof. de Zoologla (Invertebrados) y de
Parasitologla de la Facultad de Ciencias {Ledn) de la Universidad de
Oviedo. En 1971 obtiene la plaza de Prof. Agregado de Parasitologla de
la Universidad de Santiago de Compostela, pasando a Catedrético de la
misma en 1975 v a Director del Departamento de Parasitologia en 1979,
Su paso por la Universidad Compostelana ha dejado una profunda huella
por su intenso trabajo investigador y docente y sobre todo por su
seriedad y simpatia. Fueron afos de una entrega entusiasta a aquella
Universidad a la que tantos aforamos. Fueron afnos felices en donde
crecieron y desarrollaron sus hijos. Numerosos amigos vy disclpulos son
testipos de su buen quehacer, En 1989 es nombrado Catedritico de
Parasitologla de 1a Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense,
siendo Director del Departamento de Parasitologla. Tiene el Prof.
Martinez un estilo personal de presentar la verdad aun a contracorriente
de lo aceptado por el vulgar sentimiento aunque sea el de la mayorfa.
Buen hacer, auténtica elegancia y distincidn del espiritu.

La integracién como Profesor en una Facultad con especificidad

diferente al Titulo Universitario que se ostenta, en este caso el de
vetarinario supone un enriquecimiento a las actividades especificas y se
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produce una aportacidn original al acerbo cultural de dicha Facultad, pero
se puede ignorar al mismo tiempo, aspectos fundamentales del quehacer
y de los objetivos de la misma. No quiso el Prof. Martinez ser ajeno a la
rica problemética de la Farmacia y por ello se licencia en la Facultad de
Farmacia de Alcald de Henarés sin duda para alejar cualquier sospecha
de favoritismo que podrfa en algunos mezquinos, suscitar una posible
Licenciatura en la Complutense y se incorpora a la larga némina de
Académicos de esta Casa que poseen mas de un tltulo universitario y asf
el nuevo Académico aporta su licenciatura de Veterinaria y de Farmacia.
En 1987 obtiene el Thtulo de Farmacéutico especialista en Microbiologfa
y Parasitologia.

La actividad Universitaria la realiza el Prof. Martinez no solo en el
campo estricto de su especialidad, sino participando en todos los dmbitos
de la vida universitaria. Asl fue Subdirector y posteriormente Director del
Colegio Mayor San Isidoro de la Universidad de Oviedo, Secretario, Vice-
decano y Decano en Funciones de la Facultad de Farmacia de Santiago
de Compostela, Subdirector y Director de la Escuela de Especializacidn
Profesional de Anilisis Clinicos de la Facultad de Farmacia, Vicerrector
de Ordenacién Académica y Profesorado y de Obras de la U.C.M.

Es abrumadora la actividad investigadora del Prof. Martinez que ha
quedado plasmada en los mas de 150 trabajos publicados en las mdés
prestigiosas revistas internacionales y espainolas. Es imposible hacer una
resefia de los descubrimientos cientfficos que nuestro Académico ha
aportado desde que en 1964 presentd con el Prof. Cordero, su primer
trabajo titulado "Ensayo experimental de N-{2 cloro-nitrofenil)-5-
clorsalicil-amida frente a "Echinococcus granulosus™. Queremos destacar
sin embargo, los siguientes titulos:

- Versuche (ber die Wirksamkeit von Pyranteltartrat gegen "Trichinella
spiralis”.

- The prophylactic effect of Haloxon against experimental "Trichinella
spiralis™ infection in rats.

- Susceptibility of some fresh water snails of Portugal and Spain to
"Fasciola hepatica”.

- "Entomelas entomelas™ {Dujardin 1847) Travassos, 1930 {Nematoda,
Rhabdiasidae) pardsito de "Anguis fragilis”. Denuncia en Espafia y
acotaciones sobre su morfologfa.

- Studies with Methyridine and "Trichinella spiralis” 1. The use of the

167



Antonio R. Martinez.

durg to study the rate of larval production in mice.

- Estudio de la’incidencia de los hongos en los aires de Ledn durante un
ano.

- Algunos efectos de los corticoesteroides sobre el ciclo enddgeno de
"Trichinella spiralis™.

- Tratamiento de la triquinosis experimental. Efecto limite del mebendazol
frente a larvas enquistadas.

- Efecto del Mebendazol sobre larvas enquistadas de "Trichinella spiralis™.
Il Modificaciones histopatolégicas ocasionadas por Predinisona.

- Cross immunity levels among sibling species of "Trichinella”.

- Interation between "Trichinella”™ spp. {"T.spiralis/T.pseudospiralis™} and
Oxiuroidea in the mouse intestin,

- Influencia de la inmunidad adoptiva en la accién del mebendazol sobre
larvas enquistadas de "Trichinella spiralis”™.

- "Trichinella spiralis GM-1" x "T.pseudospiralis™ Garkavi: Generacional
behavioor.

- Single-pair cross-hybridation test among Spanish Trichinella isolates.

Fruto de esa actividad cientifica es su participacidén hasta ahora en 46
Congresos y Reuniones cientificas en muchas de las cuales ha actuado
como ponente y en otras como Presidente de Sesién o del Comité
Organizador como en el VIl International Congress of Parasitology,
celebrado en Parls en 1990, o el V Congreso Nacional de Parasitologia
que tuvo lugar en Salamanca en 1987. Como consecuencia de ello
presenta numerosisimas comunicaciones en diversos Congresos, como
botén de muestra, en la dltima reunidn cientifica de la Asociacidn de
Parasitdlogos Espaifoles celebrada en Ledn en 13392, presentd en unidn
de algunos de sus colaboradores, el magnifico trabajo titulado "Aplicacio-
nes de la técnica RAPD para la identificacidn de variantes genéticas de
E. granulosus y T. spiralis™; "Estudio preliminar de dos antigenos larvarios
de Anisakis por Elisa"; "Técnicas de inteligencia artificial en la prdctica
experimental de valoracidn bioldgica™

Ha participado en 6 Seminarios de su especialidad organizados por
diversos centros de parasitologfa como los dirigidos por el Prof. Arme y
Cuesta de la Universidad de Keel, sobre biologia de los Cestodos o el
llevado a cabo por el Proyecto Iberoeka celebrado en Asuncidn.

Tiene una patente con los Drs. Claramunt y Quintanilla sobre un
Procedimiento de Sintesis de 1a 1.1'bispirazolil metano.
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Fuera de la Universidad la personalidad del Prof. Martinez se hace
notar en multiples campos. Asi por ejemplo es:

- Miembro del grupo asesor del Ministerio de Sanidad y Consumo, para
los Programas de lucha contra zoonosis parasitarias; Hidatidosis
{programas de Navarra, 1a Rioja, Aragén, Madrid, Castilla-La Mancha y
Castilla y Ledn), vy Triquinelosis {(Extremadura).

- Vocal por el Ministerio de Sanidad de la Comisién Promotora de la
especialidad hospitalaria de Microbiologia y Parasitologla, prevista por el
RD 2708/82 de Especializaciones Farmacéuticas.

- Sucesivameante Vocal y Vicepresidente del Seminario de Recursos
alimentarios de CESEDEN, desde 1985.

- Presidente del Grupo de Trabajo P, "Recursos alimentarios” del
Seminario nim. 08; "Recursos para la defensa” del CESEDEN, Instituto
Espainol de Estudios Estratégicos.

- Vocal,luego Vicepresidente y Presidente (1987-1991) de la Asociacién
de Parasitélogos Espafoles (APE).

- Vocal y luego .Vicepresidente (perfodo 1988-1993) del "Executive
Commitee” de la International Commision on Trichinellosis” (OMS/FAQ).
- Delegado de la Universidad Complutense en los COU de Colegios
Privados reconocidos. - Prasidente de las pruebas de madurez de los COU
de Centros Extranjeros Adscritos: Roma, 1986, Dublin, 1988.

- Socio fundador de las siguientes asociaciones profesionales: Asociacién
de Protozodlogos de Lengua Espanola {APLE), Asociacidn de Parasitélo-
gos Espanoles {APE}, Asociacién de Zoonosis.

- Pertenece ademds a la Sociedad Espafiola de Microbiologla (SEMI,
Society of Protozoologists, Asociacion Espanola de Quimica Terapéutica,
Real Sociedad Espafiola de Historia Natural y Asociaciones Espaiiola e
Internacional de Hidatidologfa.

Como ldgica consecuencia, ayuda y estimulo a la vez ha logrado las
siguientes Becas:

- Beca de !niciacidn a la Investigacién (Patronato de lgualdad de
Oportunidades). Anos 1962, 63 vy 64.

- Becario del CSIC, Seccidn de Praticultura del Centro de Edafologla
Aplicada de Salamanca {Ledn), 1962 y 1963; a su creacidn de la Seccidn
de Patologla Parasitaria e Infecciosa de Ledn, 1965,

- Beca de Intercambio con ltalia del CSIC, mayo a agosto de 1963
{Instituto Ronzoni, Mildn y Farmitalia, Nerviano).
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- Beca sobre quimioterapia experimental de " Trichinella spiralis”. Estacidn
Agrlcola Experimental {CSIC}. Seccion de Parasitologfa. 1365 vy siguien-
tes.

- Beca de Intercambio con Portugal del CSIC, mayo a agosto de 1966
(Instituto de Medicina Tropical. Lisboa).

- Bolsa de viaje para Polonia. Ponencias a la ICT-2 {Segunda Conferencia
Internacional sobre Triguinelosis), 1969. vocal para pafses de habla
hispana de la Conferencia Internacional sobre Trichinellosis. {1969-74).
- Ayuda a la Investigacion de la Fundacién Juan March, 1969 a 1871.
- Ayuda a la Investigacién de la CAMP.Ledn, para estudios de Hidatido-
sis, 1971,

- Ayuda a la Investigacion del Ministerio de Industria y Energfa, 1980,

Destacamos entre su amplia actividad investigadora, porque es trabajo
oblacionado a los demads, la direccién de 50 tesinas y sobre todo, la de
20 Tesis Doctorales, todas ellas calificadas con "Sobresaliente Cum
Laude™ Como escribié Pasteur "La vida no merece la pena ser vivida sino
por el bien que podemos hacer a nuestros semejantes™, Otro importante
mérito es el haber formado grupos de docentes e investigadores en todas
aquellas institucionas en las que ha ejercido su Maestria, especialmente
en la querida Facultad de Farmacia de la Universidad Compostelana, en
la Alcald de Henares y en la Complutense que con el Maestro, forman un
magnifico equipo docente a investigador.

Finalmente he de glosar algo importantisimo en la vida del Prof.
Martinez v es su familia. Fundada en la base firme de una personalidad
de una pieza,sin fisuras funda una familia con su esposa Marfa Niaves
Salio de la Puente también leonesa con quien emprende animoso ese
magnifico recorrido vital que en resumen hemos podido contemplar.
Familia cristiana que educa a sus hijos que encuentran como modelos
a los que los engendraron y criaron. Como a todos los que aqui estamos
creo, que al ser causa de ello,la familia del Prof. Martinez su familia es
Su mayor recompensa.Por eso y en esta honrosa representacion que la
Real Academia me ha conferido deseo dar las gracias v felicitar a la
Excma. Sra. Maria Nieves Salio esposa del nuevo Académico.

£l Prof. Martinez Ferndndez como Parasitélogo.

La vida, esa orpanizacién de elementos quimicos en estructuras que
se mantienen pese a las agresiones ambientales y que se reproducen
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utilizando para ello la energfa exterior, casi exclusivamente de origen
solar, bien directamente por la accién de la clorofila, bien indirectamente
aprovechando esa energla acumulada en los vegetales y en los animales
que la tomaron a su vez de aquellos. Pero los seres vivos establecen
diversas relaciones entre ellos mismos que la Ciencia ha clasificado bajo
diversos rétulos tales simbiosis, comensalismo, infeccidén, parasitismo.
El estudio de los seres vivos que se comportan como pardsitos de otros,
aspecialmente de los que como consecuencia de ello influyen en la salud
del hombre o de los animales ha sido el campo de la ciencia que sin
olvidar la totalidad, ha acotado como objetivo principal de su vida
profesional el Prof. Martlnez y dentro de esa vasta rama del saber
biotégico hay que resaltar los impresionantes descubrimientos que ha
logrado en’el campo de la Triquinella spiralis y especies relacionadas. En
su discurso de ingreso nos habla de los Microsporidios. Muy dificil y
compleja es la tarea de glosar el magnifico trabajo, una auténtica
monografla sobre los Microsporidios que constituird el libro de cabecera
del estudioso de estos tan interesantes protozoos. La singularidad de los
microsporidios se refleja en el tamaino de la subunidad menor de los
ribosomas, en la ausencia de la fraccién de 5.8 S de la subunidad mayor,
en la carencia de mitocondrias y de otros organulos citopldsmicos como
los centrosomas, auténomos, cuyo posible origen podrfan ser gérmenes
englobados, y divisién por mitosis endonuclear acentriolar, Impresionante
la originalidad de su ciclo bioldgico. Una vez entra en contacto con la
célula del hospedador lanza su filamento polar a la calculada velocidad
de 500 micrometros por segundo, atraviesa sin alterar la membrana
celular y se localiza en el citoplasma en donde se transforma en un tubo
a través del cual avanza y llega al esporoplasma incorpordndose
directamente af citoplasma entre el reticulo o dentro de una cisterna del
reticulo liso. Como no forma vacuola no atrae a los lisosomas eludiendo
el ataque de sus enzimas.

Una aportacién valiosisirna que hace el Prof. Martinez al conocimiento
de los microsporidios es el disefo de drboles taxonémicos, que aparte de
constituir un sistema de ordenacién de sus géneros y especies, nos dan
fa clave para conocer y prever sus relaciones, sus propiedades y el rango
de sus hospedadores. Cuando la Filosofia y la Ciencia constitufan una
sola disciplina ya existia el concepto de especie que tenfa caracteristicas
inmutables. Linneo en su "Systerma naturae™ constituyd a la especie
como la unidad taxondmica fija. Hoy se piensa que la especie es la
fotografia instantdnea de un flujo evolutivo. El Prof. Martinez ha utilizado
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la presencia o la ausencia de varios pardmetros ultraestructurales para
establecer matrices taxonomdnicas que respecto a los microsporidios,
va a ser considerado y utilizado de modo semejante a 1o que es la tabla
de Mendeleyef para los quimicos. Lastima que la solemnidad de este acto
haya impedido que pudiéramos observar los dendogramas que con este
criterio ha construido el Prof. Martinez incluidos en el texto.

Para los que nos movemos en las Ciencias de la salud el SIDA ha sido
el modelo natural que nos ha ensefado mucho sobre las interrelaciones
entre el hombre y los microorganismos. Antes del sida los pardsitos se
consideraban Unicamente como agresores que despertaban una respuesta
organica caracterizada ciinicamente por una enfermedad. Muchos
microorganismos producen por se infecciones latentes, como los herpes
virus o los virus lentos, pero otros muchos considerados cldsicamente
como agentes de enfermedades agudas, como los virus del sarampién,o
pardsitos como el toxoplasma producen infecciones latentes que el
padecimiento del sida revela. En el campo de los pardsitos, se considera-
ba clasicamente que causaban enfermedad en aquellas personas que
habfan sido inoculados con las formas infectantes. Este concepto se
resquebraja hoy y se considera que la inoculacién del parasito, sean
leishmanias, toxoplasmas. microsporidios etc. no producen necesaria-
mente enfermedad sino solo en algunos casos en que la constitucién
genética heredada o adquirida como consecuencia de procesos como la
infeccién por el VIH permite que el pardsito deje su latencia y se
manifiesta clinicamente determinando la enfermedad. Asf aparte de su
intervencién como pardsito de numerosisimas y alejadas especies, algu-
nos microsporidios como el, el Entericytozoom bieneusi, el Septata
intestinalis y especialmente Encephalitozoom hellem que se habla encon-
trado en el hombre en raros casos y ahora comun en el sida terminal en
el que puede causar infecciones localizadas como queratitis, encefalitis
etc. y sistémicas. Confiamos, pues lo creemos poco probable, que el
nuevo substrato que los infectados con el VIH ofrece a los microspori-
dios no determine una adaptacién al hombre que aumente su patogeni-
cidad para este.

Entra en la Academia un joven maestro, cargado de experiencia y de
éxitos a la cual aporta un rico bagaje de sabiduria, sensibilidad, y bondad
en donde encontrard sin duda nuevos impulsos para la tarea que aln
tiene por hacer y si pertenecer a la misma es motivo de honra, y de
premio que hay que celebrar no es menor la satisfaccién de la Real
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Academia de tenerte entre los suyos sabiendo que tu esfuerzo contribuiré
grandemente a su tarea, labor que en suma redunda en la sociedad
espailola.

Quiero advertir en esta hora de la verdad, al nuevo Académico que no
va a encontrar en esta casa material para profundizar en su estudio
cientffico. Hay parasitismo intraespecie y hay hombres que actian como
parasitos de otros cuando no aportan, en la medida de sus posibilidades
esfuerzo para aumentar el acerbo material y sobre todo espiritual de la
humanidad con lo que el parasitismo humano adquiere una dimensién de
justicia y de ética. En esta Institucién no hay parasitismo sino colabora-
cién, no envidia sino competencia, no odio sino amistad y todas ellas la
Academia las ofrece y sin duda las recibird, dado su talante del prof.
Martinez.

Mi felicitacién al Prof. Martinez. Mi felicitacidn a su esposa Maria
Nieves y mi felicitacién a sus hijos y demas familiares. EI matrimonio
Martinez-Silo que como lo son todos los auténticos matrimonios es una
sola carne de un hombre y una mujer comprometidos en una tarea
comun de amor en la que como decfan los romanos "donde tu seas
Cayo, yo seré Caya™ tienen ambos el mismo mérito porque han participa-
do con el mismo entusiasmo y amor a la tarea universitaria que hoy
reprasenta el Prof. Martinez.

Y termino. Querido Antonio, recibe con estas palabras la felicitacién
y la gratitud de la Real Academia de Farmacia y de todos sus miembros
y que te saan las horas que en ella pases tan fructiferas y satisfactorias
COMOo esperamos.

HE DICHO.
No puede pues decirse de nuestro Académico lo que Quevedo escribid
en homenaje a D. Melchor de Bracamonte, soldado sin premio:
"Cuando no te premiaron mereciste
y el premio en tu valor acobardaste,

y @l excederle
fue, lo que tuviste”
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