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Nodavirus regula la respuesta inmunitaria en la lubina a nivel proteico 
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Abstract 
 
In this work we have studied, by means of polyclonal antibodies, the levels of the antimicrobial peptides, interferon gamma and 
perforin proteins during the larval development of European sea bass (Dicentrarchus labrax), into the gonads from adults and in 
response against nodavirus (NNV) infection, a lethal virus for this species. This study shows, for the first time, a protein 
characterization of molecules relevant for the immune system in larval stages and their modulation upon NNV infection which points 
to a post-transcriptional regulation. 
  
Resumen 
 
En este trabajo hemos estudiado mediante anticuerpos policlonales los niveles de péptidos antimicrobianos, interferón gamma y 
perforina en ejemplares sanos de lubina europea (Dicentrarchus labrax) durante el desarrollo larvario, así como en la gónada de 
adultos. Además, también los hemos analizado en varios tejidos de juveniles de lubina tras una infección con nodavirus (NNV), un 
virus letal para esta especie. Este estudio muestra por primera vez una caracterización de proteínas inmunorelevantes en estadios 
larvarios de la lubina y la regulación proteica del sistema inmunitario tras una infección con NNV, la cual apunta a una modulación 
post-traduccional del mismo. 
 
 
Justificación 
 
La lubina (Dicentrarchus labrax) es la especie más relevante en la producción acuícola nacional en términos de biomasa (Tm). Uno 
de los problemas más serios a los que se enfrenta su cultivo es su alta sensibilidad a la infección por nodavirus (NNV) que afecta 
principalmente a larvas y juveniles, provocando tasas de mortalidad de hasta un 100% (Costa y Thompson, 2016). Debido a que la 
incidencia de patologías de origen infeccioso se ha convertido en un factor determinante en el sector, se ha de poner especial atención 
en la caracterización de su sistema inmunitario. Con la aparición de marcadores de poblaciones específicas de células, el estudio de la 
inmunidad se ha centrado en la caracterización de leucocitos, su función inmunitaria y el patrón de expresión de genes relacionados 
con la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. En este trabajo se han producido anticuerpos policlonales para cuantificar péptidos 
antimicrobianos, interferón gamma y perforina, lo que nos ha permitido estudiar dichas proteínas en condiciones normales y frente a 
una infección con NNV.   
  
Material y métodos 
 
Se tomaron muestras de huevos y larvas completas durante el desarrollo embrionario, así como de ovario y testículo de lubinas 
(Dicentrarchus labrax) adultas en periodo de puesta. Además, juveniles sanos de lubina se infectaron intramuscularmente con una 
dosis letal de nodavirus (genotipo RGNNV; 5×105 TCID50 NNV / pez) y se tomaron muestras de músculo, cerebro, riñón cefálico y 
bazo tras 1 y 5 días de infección. Parte de las muestras se homogeneizaron en PBS y se obtuvo el sobrenadante tras centrifugar (10.000 
g, 4ºC, 10 min). Se obtuvieron anticuerpos contra NK-lisina, dicentracina, perforina e interferón gamma de lubina que, junto a un 
anticuerpo previamente obtenido frente a hepcidina de trucha (Oncorhynchus mykiss; Álvarez et al., 2013), se validaron en muestras 
de bazo de lubina mediante western blot o ELISA, cuantificándose posteriormente el nivel de proteínas en todas las muestras obtenidas 
mediante ELISA (Santana et al., 2013).  
 
Resultados y discusión 
 
Nuestros resultados han demostrado que los anticuerpos obtenidos son específicos y reconocen las proteínas de interés. En primer 
lugar, se observaron niveles basales de todas las proteínas estudiadas en huevos de lubina, aumentando en dos fases diferenciadas del 
desarrollo ontogénico, menos en el caso de la dicentracina. Por su parte la perforina mantuvo niveles constantes hasta el día 69 post-
fecundación. En cuanto a la gónada de lubinas adultas, todas las proteínas analizadas mostraron niveles más altos en ovario que en 
testículo excepto la NK-lisina. Tras la infección de juveniles de lubina con NNV pudimos observar que el virus mayoritariamente 
inhibe la síntesis de las proteínas estudiadas. Estos resultados están en consonancia con estudios previos en los que se demostró que 
NNV inhibe la transcripción de genes relacionados con la respuesta antiviral de la lubina (Valero et al., 2015a,b), pudiendo estar 
relacionado con la susceptibilidad de esta especie a NNV. Sin embargo, contrastan con el aumento de la función antimicrobiana en 
suero y la expresión de genes codificantes de péptidos antimicrobianos (Valero et al., 2015c, 2016) sugiriendo una modulación post-
traduccional tras la infección, como ocurre con otros virus de ARN de mamíferos (Edgil y Harris, 2006). 
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