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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas en peces son

RESUMEN

Se empleé el modelo de infeccién pez cebra Danio rerio (Hamilton, 1822) — Listonella anguilla-
rum para identificar genes asociados con la resistencia a la infeccion. Se analizaron los perfiles de
expresion diferencial en peces cebra infectados con la bacteria L. anguillarumy peces de control
mediante chips de DNA y PCR cuantitativa a tiempo real. El conocimiento adquirido en este estu-
dio sera de gran valor a la hora de disenar nuevas estrategias de seleccion de individuos resis-
tentes en la industria piscicola.

Palabras clave: Inmunidad innata, expresion diferencial, microarray, infeccion bacteriana,
acuicultura.

ABSTRACT

Identification of genes associated with resistance to Listonella anguillarum in the zebrafish Danio
rerio Hamilton, 1822 animal model

The zebrafish Danio rerio (Hamilton, 1822) — Listonella anguillarum infection model was used to iden-
tify genes associated with vesistance to the infection. In the present study we analysed differential expression pro-
files in L. anguillarum infected zebrafish compared to control zebrafish, using DNA chip array (Affymetrix tech-
nology) and quantitative real-time PCR. The knowledge acquired in this study could be valuable in designing
new strategies and tools for the selection of resistant individuals for the fish industry.

Keywords: Innate immunity, differential gene expression, microarray, bacterial infection, aquaculture.

ciosas es aumentar la resistencia del hospedador

a la infeccion. Listonella anguillarum es un pato-

geno primario de los peces y es el responsable

una fuente de importantes pérdidas econémicas
en el sector acuicola. Un método potencial para

reducir el impacto de las enfermedades infec-

de graves epidemias (vibriosis) en muchas espe-
cies marinas cultivadas y silvestres, incluyendo
anguila Anguilla anguilla (L., 1758), rodaballo

131



1. Rojo et al.

Psetta maxima (L., 1758), lubina Dicentrarchus
labrax (L., 1758), salmén Salmo salar L., 1758 y
bacalao Gadus morhua L., 1758. Aunque su inci-
dencia es mayoritariamente en especies marinas,
también se han detectado casos de vibriosis en
peces de agua dulce (Eguchi, Fujiwara y Miya-
moto, 2000); de hecho, recientemente, se ha
demostrado la infeccion por L. anguillarum en el
modelo animal pez cebra Danio rerio (Hamilton,
1822) (O’Toole et al., 2004).

Diversos trabajos recientes se han centrado
en el estudio de niveles de expresion de genes
implicados en el sistema inmune de peces. Sin
embargo, todos ellos estan limitados por el
escaso conocimiento de sus genomas. A fin de
superar esta limitacion, en el estudio que pre-
sentamos se ha utilizado el modelo pez cebra
debido a la gran cantidad de informacion dis-
ponible de su genoma (wwuw.sanger.ac.uk/Pro-
jects/D_rerio/). Es mas: ya se ha utilizado el pez
cebra como modelo de infeccion e inmunidad
por Streptococcus iniae (Neely, Pfeifer y Capa-
ron, 2002), Edwardsiella tarda (Pressley et al.,
2005), rhabdovirus (Sanders, Batts y Winton,
2003) y Mycobacterium marinum (Meijer et al.,
2005).

Este proyecto pretende realizar una aproxi-
macion mediante el uso de pez cebra — L. angui-
llarum como modelo para identificar genes de
resistencia a infecciones con el fin de disponer
de una base genética que permita disenar nue-
vas estrategias y herramientas para seleccionar
individuos resistentes a vibriosis en la industria
piscicola.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio de gen6émica funcional en el
modelo de infecciéon pez cebra — L. anguilla-
rum se emplearon 60 peces cebra adultos. Los
ejemplares se dividieron en dos grupos iguales
(n = 30): uno que fue infectado con L. angui-
llarum y otro para control que fue tratado de
igual forma que el infectado, excepto porque
no recibia la dosis infectiva. La infeccion se
realizé6 por inmersion de los peces durante
dos horas en un acuario de 2,51 que contenia
una dosis infectiva de 10° ufc/ml de L. angui-
llarum (serotipo O2a, cepa LMGI11684).
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Transcurrido el periodo de infeccién, todos
los peces se lavaron y se trasladaron a los acua-
rios de mantenimiento correspondientes
(como grupo de control o infectado). En ese
momento se establecio6 el tiempo 0, en el que
se cogieron tres peces de control y tres peces
infectados. Después, se volvi6 a coger tres
peces infectados en los tiempos 1, 6, 48 y 96 h
tras la infeccion.

Durante el tiempo que durd el experimento
se controlaron las condiciones ambientales
(pH, nitritos, amoniaco) a diario. La tempera-
tura del agua se mantuvo a 26 + 1 °C y se pro-
porcioné a los peces la comida requerida para
un buen desarrollo.

Tras cada toma de muestras, los peces fue-
ron introducidos en N, liquido y se guardaron
a —=80 °C hasta el momento en que se procedi6 a
la extraccion de RNA total de tejido de cada
individuo. Posteriormente, se realizé la trans-
cripcion reversa a cDNA para llevar a cabo los
ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real, utili-
zando un termociclador de PCR a tiempo real
(Sequence Detection System, Abi Prism 7000,
Applied Biosystems). Los productos de PCR se
marcaron con el fluoré6foro SYBRGreen I. Se
realiz6, ademas, un estudio de microarray de
DNA empleando el chip GeneChip® Zebrafish
Genome Array (tecnologia Affymetrix); es un
array de alta densidad de oligonucleétidos que
estudia, simultanea y cuantitativamente, alrede-
dor de 14 900 transcritos de mRNA. Partiendo
de cDNA se obtuvo, por transcripcion in vitro,
cRNA, que se hibridé6 con el chip de Affymetrix,
se lavo y se procedio6 a su escaneado, siguiendo
las recomendaciones de los proveedores. Se rea-
liz6 un procesamiento bioinformatico de los
datos obtenidos vy, asi, quedaron clasificados en
grupos de genes expresados diferencialmente
segun su funcion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de proceder al estudio de expresion
génica diferencial del pez cebra, se realiz6 una
PCR cuantitativa a tiempo real utilizando unos
genes marcadores de respuesta temprana ante
la infeccion e implicados en la inmunidad
innata: se estudiaron los genes de interleukina
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1 beta (IL 1B), el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF a) y el gen que codifica para una
proteina del sistema del complemento (C3)
para asegurar que existe una respuesta a nivel
génico de los peces cebra ante el estimulo bac-
teriano.

Se utiliz6 el gen de la B-actina como normali-
zador después de comprobar que es un gen de
expresion constitutiva en la infeccion a estudiar.
Los datos normalizados de los genes estudiados
se compararon con los datos obtenidos en los
peces cebra de control.

Los resultados obtenidos muestran un aumen-
to en la expresion génica en el tiempo estableci-
do como 0. Se observa una induccién del gen de
la IL 1B de hasta 10 veces superior al comparar-
lo con la expresion que presentaban los peces
cebra de control (figura 1). También los genes
del TNF a y C3 se encontraban inducidos hasta
14 y 6 veces, respectivamente, al compararlos
con los valores que se obtuvieron en los peces
cebra de control (figura 1). Estos resultados
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indican que existe una respuesta proinflamato-
ria de los peces cebra tras el contacto con L.
anguillarum.

Tras demostrar la existencia de una respuesta
inmune de los peces cebra, se procedié a hibri-
dar el cRNA con las sondas del chip de Affyme-
trix. Tras el analisis de los resultados se obtuvo la
expresion diferencial de mas de 100 genes impli-
cados en diversas funciones: genes involucrados
en el metabolismo, en la respuesta inflamatoria,
genes inducidos por estrés, genes relacionados
con respuesta de fase aguda, reguladores clave
de la diferenciacion celular, en la homeostasis
del hierro, genes con papeles en la estructura y
dinamica del citoesqueleto, enzimas proteoliti-
cos, metaloproteinasas de la matriz, genes espe-
cificos de musculo, y otros.

Posteriormente, se agruparon los genes obteni-
dos en funcion de su perfil de expresion respecto
al tiempo. Algunos de ellos presentan una res-
puesta temprana, aumentando o reprimiendo su
expresion rapidamente tras la infeccion (figura 2).
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Figura 1. Valores de expresion diferencial de IL 1B (a), TNF a (b) y C3 (c). En cada tiempo (t) se muestran tres
individuos distintos. Las barras representan el nivel de expresion de cada gen normalizado con la B-actina
y con los peces de control.
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Otros genes, por el contrario, se agrupan en lo que
seria una respuesta mas tardia a la infeccion, ya
que los valores maximos de expresion o represion
génica ocurren a tiempos tardios (figura 2). Final-
mente, se hallé un grupo de genes con una res-
puesta progresiva, es decir: la expresion o repre-
sion es progresiva con el tiempo (figura 2).

Actualmente se sigue realizando un estudio
pormenorizado de los genes obtenidos con
expresion diferencial, de los que se procedera a
seleccionar aquéllos relacionados con una res-
puesta temprana o inmunidad innata, ya que se
trata de una respuesta inespecifica, por lo que el
estudio de los genes involucrados en respuestas
tempranas frente a la presencia de L. anguilla-
rum podria generalizarse a otros patéogenos y a
estrés.
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Los estudios futuros estaran orientados a veri-
ficar los datos obtenidos del andlisis de los micro-
arrays, mediante ensayos de RT-PCR cuantitativa
a tiempo real con los genes seleccionados, para,
posteriormente, realizar ensayos de asociacion
ligados con la resistencia a la enfermedad
mediante el estudio de polimorfismos de un
solo nucleotido, o SNPs, que podran ser extra-
polados por homologia a especies de interés en
acuicultura.
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Figura 2. Perfiles de expresion diferencial, en el transcurso del tiempo (t), de los resultados obtenidos en los ensayos
con microarrays.
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