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RESUMEN

Objetivo. Analizar los cambios histoldgicos e inmunoldgicos en el robalo blanco del Pacifico
Centropomus viridis infectados por primera vez y reinfectados con el monogeneo Rhabdosynochus
viridisi. Materiales y métodos. Se realizaron muestreos en tres tiempos (0, 1 y 2). Las alteraciones
histoldgicas en las branquias se midieron con el grado de severidad y grado de cambio de tejido. Se
midio la expresion de il1B, il8, il10, il12, il17, igM, igT, ifny, tnfa, tbet, hsp70, foxp3a, stat4 y cmip
en branquias y rifidn cefdlico mediante RT-qPCR. Resultados. La prevalencia de infeccion fue 100%
en los peces desafiados. Durante la primera infeccion, la intensidad promedio fue de 152 parasitos
por pez en el Tiempo 1 y 94 en el Tiempo 2. Durante la reinfeccion, fue de 367 en el Tiempo 1 y
129 en el Tiempo 2. Las branquias infectadas mostraron fusion de lamelas secundarias, hiperplasia,
infiltracion de células inflamatorias e incremento de células de cloro. Sdlo la expresion de cmip en
branquias en el Tiempo 1 fue significativamente mayor durante la reinfeccidn que durante la primera
infeccion, y la expresién de il12B aumentd mas de 100 veces en rifdn cefalico en el Tiempo 2 en
infecciones primarias. Conclusiones. El monogeneo R. viridisi puede causar danos histologicos en
los peces. Se observo una reduccidn de la infeccion del Tiempo 1 al Tiempo 2, lo cual sugiere que los
peces pueden combatir a R. viridisi; sin embargo, los analisis inmunoldgicos no proveen evidencia
concreta de los posibles mecanismos.

Palabras clave: Acuicultura; Inmunologia; Platyhelminthes; Monogenea; Ectoparasito; Centropomidae
(Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. To analyze histological and immunological changes in the Pacific white snook (PWS)
Centropomus viridis during primary infection and re-infection with the monogenean Rhabdosynochus
viridisi. Materials and methods. Samplings were performed at three timepoints (0,1, and 2).
Histological alterations in gills were evaluated by the severity degree and the degree of tissue change.
RT-gPCR assays were developed to investigate the expression of il1B, il8, il10, il12, il17, igM, igT,
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ifny, tnfa, tbet, hsp70, foxp3a, stat4, and cmip in gills and head kidney. Results. The prevalence
of infection was 100% in challenged fish. During the primary infection, the mean intensity was
152 parasites per fish at Time 1 and 94 at Time 2, while in the reinfection, it was 367 parasites at
Time 1 and 129 at Time 2. Histological analysis of gills showed fusion of the secondary lamellae,
hyperplasia, infiltration of mononuclear inflammatory cells, and increase of chloride cells in both
primary infections and reinfections. Only the expression of cmip in gills at Time 1 was significantly
higher in reinfections than in primary infections, and the expression of /123 showed a fold-change
value >100 in head kidney at Time 2 in primary infections. Conclusions. The monogenean R.
viridisi may cause histological alteration in its fish host. As showed by the decrease of the intensity
of infection from Time 1 to Time 2, it seems that the PWS is able to combat R. viridisi; however, our
immunological analysis did not reveal strong evidence of a possible mechanism.

Keywords: Aquaculture; Immunology; Platyhelminthes; Monogenea; Ectoparasite; Centropomidae

(Source: CAB).

INTRODUCCION

Los peces marinos conocidos cominmente como
robalos (Centropomus) son bastante valorados
para el consumo humano y tienen potencial para
la maricultura (1). En el noroeste de México, se
han realizado diversos estudios para desarrollar
la acuicultura del robalo blanco del Pacifico
(PWS, por sus siglas en inglés), Centropomus
viridis, a escala comercial (2). Sin embargo,
las enfermedades infecciosas representan una
amenaza importante, llegando a causar pérdidas
econdmicas significativas debido al alimento
que los peces desperdician por falta de apetito,
costos de los tratamientos contra los patégenos
y pérdidas directas asociadas con la muerte de
los peces. Particularmente, una de las amenazas
para el cultivo de PWS son las infecciones
branquiales con el monogeneo Rhabdosynochus
viridisi (Diplectanidae) (3,4). No obstante, el
conocimiento de la patogénesis y la respuesta
inmune es desconocido. Con la finalidad de
tener un mejor entendimiento de la respuesta
del PWS ante la primera infeccién y reinfeccién
con R. viridisi, el objetivo del presente estudio
fue analizar los cambios histoldégicos en las
branquias y el nivel de expresion de diferentes
genes relacionados con el sistema inmune tanto
en las branquias como en el rindn cefalico.

MATERIALES Y METODOS

Declaracion de ética. El experimento se realizd
siguiendo las recomendaciones dadas por la
Asociacion Americana de Medicina Veterinaria
para la eutanasia de animales (5), asi como los
criterios éticos del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo (CIAD).
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Experimento. Un grupo de peces (PWS)
juveniles de 11 meses de edad y 61.5 £16.1
g se obtuvo de un mismo lote de desove del
criadero de peces marinos del CIAD-Mazatlan.
Estos peces se dividieron en tres grupos
experimentales: control (sin infectar), primera
infeccion y reinfeccion (Figura 1). Para cada
grupo se usaron tres tanques de 400 L, cada
tanque con 15 peces y flujo continuo de agua de
mar filtrada (temperatura: 25+0.5°C, salinidad
35%, oxigeno disuelto: 5.2+0.1 mg/L). Para
infectar los peces, en cada tanque se depositaron
~6.000 huevos de R. viridisi, siguiendo los
métodos descritos en estudios previos (3,6).
Para esto, cinco peces (PWS) silvestres,
capturados en aguas costeras de Mazatlan,
fueron trasladados a las instalaciones del CIAD.
Los huevos de los monogeneos se recolectaron
con hilos de algodén y se transfirieron a los
tanques de los grupos experimentales. La
especie de monogeneo se identific6 mediante
sus caracteristicas morfoldgicas (4).

Los peces para el grupo “reinfeccion” se
obtuvieron de la siguiente manera. Dos meses
antes de iniciar el experimento, 55 peces del
criadero fueron depositados en un tanque de 400
L e infectados con R. viridisi como se describid
previamente. La infeccién fue confirmada al
observar monogeneos en las branquias de cinco
peces y también al detectar huevos nuevos en
hilos colocados en el tanque. Entonces, los peces
fueron tratados con tres bafios consecutivos de
formalina (200 pL/L por 40 min, con un intervalo
de 3 dias, a 24+0.5°C) para eliminar a los
monogeneos. Después, se dejaron transcurrir 25
dias para permitir la recuperacion de los peces
antes de iniciar la reinfeccion.
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Figura 1. Esquema del disefio experimental
implementado para infectar al robalo blanco
del Pacifico Centropomus viridis (PWS) con
el monogeneo Rhabdosynochus viridisi.

Los muestreos se realizaron en tres tiempos
(Figura 1). En el Tiempo 0 (un dia antes
de introducir los huevos en los tanques) se
muestrearon tres peces de cada grupo. En el
Tiempo 1 (ocho dias después introducir los
huevos), el cual corresponde a la fase temprana
de la infeccion, cuando los monogeneos estan en
su etapa juvenil, se muestrearon nueve peces
por grupo. Finalmente, en el Tiempo 2 (14 dias
después de introducir los huevos), cuando los
monogeneos alcanzaron su etapa adulta, se
muestrearon otros nueve peces por grupo. En
apego a recomendaciones éticas (5), los peces
fueron anestesiados con MS-222 (Sigma-Aldrich,
San Louis, MO, USA) a una concentracion de
125 mg/L, neutralizado con bicarbonato de
sodio (1:1), después fueron sacrificados por
puncién cerebral. Para los analisis histologicos
y moleculares (Figura 2), se tomaron muestras
de tejido del arco branquial mas externo del lado
derecho del pez. El rifidon cefalico también fue
destinado a analisis moleculares. Las muestras
para los analisis moleculares se fijaron en
RNAlater y preservaron a — 70°C. Las muestras
para histologia se fijaron en formalina neutra
al 10%. Los arcos branquiales restantes se
examinaron bajo un estereomicroscopio para
la cuantificacién de monogeneos y determinar
la intensidad promedio de la infeccidn, la cual
se comparo6 entre los grupos experimentales
mediante la prueba t-bootstrap en el software
QPweb (7). En el Tiempo 0 no se recolectaron
muestras de branquias para analisis moleculares.
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Figura 2. Esquema del procesamiento de muestras de
branquias y rifidn cefalico del robalo blanco
del Pacifico Centropomus viridis infectado
con el monogeneo Rhabdosynochus viridisi.

Histologia. Las branquias se procesaron de
acuerdo a los métodos convencionales de
histologia, se tifieron con Hematoxilina-Eosina/
Floxina (HE) y observaron bajo un microscopio.
Para cada pez, se calculd la severidad del dafio
SD (8) y el grado de cambio en el tejido DTC
(9), con lo cual se calculé el indice histoldgico
(Hi) con la siguiente ecuacién Hi = SD x DTC.
Se establecieron cinco categorias para Hi:
0-10=06rgano normal; 11-20 érgano ligeramente
dafado; 21-50 6rgano moderadamente dafiado;
51-100 dérgano severamente dafado; >100
o6rgano con dafio irreparable. Cada muestra fue
examinada por dos investigadores.

Expresion de genes. Con base en un
transcriptoma de PWS disponible publicamente
(GenBank, PRINA497139) y usando el software
Beacon designer™ (Premier Biosoft) y NCBI/
Primer-BLAST, se disefiaron los primers de 14
genes del sistema inmune (il1B, il8, il10, il12,
il17, igM, igT, ifny, tnfa, tbet, hsp70, foxp3a,
stat4 y cmip) y un gen de referencia (Tabla 1).
La eficiencia de los primers se midid6 usando
diluciones seriales 1:10 de ADNc. El ARN total
se obtuvo con el kit RNeasy Plus Mini (Qiagen,
Redwood City, CA, USA). La concentracion y
pureza (relacion 260/280) del ARN se midi6é con
un espectrofotometro (ThermoFisher Scientific
NanoDrop One/One€). Se hizo una transcripcion
inversa de 1 pg del ARN obtenido en recciones
de 20 pg usando el kit QuantiTect Reverse
Transcription (Qiagen, Redwood City, CA, USA).
Se incluyeron controles sin transcripcion inversa
para detectar ADN gendmico contaminante.
Después de la transcripcidn inversa, las muestras
se analizaron mediante qPCR.
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Tabla 1. Secuencias de primers de genes del sistema
inmune del robalo blanco del Pacifico
Centropomus viridis.

Tamano de

Gen Secuencia (5'-3") amplicones
(bp)
eflab F:  AGGTCATCATCCTGAACCACC 155
R: GACGAACTTGGGGTTGTCCTAAA
118 F: ACCTGTCATGCCACAAGGAA 178
R: ATGTACCAGTCAGGGAAGCG
ii8 F: GTCATCGTCACCGCCATAGT 157
R: TGGCAGGAATCAGTTCCACC
10 F: CCAGCATGACTACTCGCTGT 86
R: AGCACTGGTTGGGGTAGAGA
1128 F: ACCCAAGTTCCTGGAGCAGT 130
R: TGAACCATCGGGGTCTITGT
igM F: CGACTTGGACTCTTCCAGCAA 127
R: TGTGCCTTTTCCCCAGTAGTC
igT F: CTGGGCAGGTGTTGATTGTCA 176
R: CATCATCATGCCAAGCGATCC
ifny F: ACGCTCCGACAGGAATTGAA 88
R: AATACCCTCGACCCGCTAGT
tnfa F: CAGCACCAAATCCAAGGCAG 81
R: CACTCCAGCCCTTTTTCCGA
thet F: GGACAACAAGAAGAGGAGAGTG 128
R: AGTGGGTGTAGTAGCCATAGT
hsp70 F: AGACATCAGCGACAACAAGAG 145
R: TCTGGTGATGGAGGTGTAGAA
foxp3a F:  AGCTCCAGGTTGTGAGAACG 153
R: AGAGGGTGGCTATTGTGTGC
statd F: TGCTTCGCTTTTGTGAGTTC 144
R: GCTCGTTGTCACTCCTTTGG
cmip F: TGCAAGCACCCGCTTTATTG 233
R: TGCTGTATCCAGCCTTCGTC
17 F: GCTGGCTTTACAGGCTTCCA 155
R: ATAAGGTTTCCCTGTGCGCT

La expresion de los genes se midid en relacién al
gen de referencia ef1ab en un equipo QuantStudio
5 Real-Time PCR System (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Cada tubo PCR
contenia 5 pL de ADNc, 1x SYBR Green Master
Mix (ThermoFisher Scientific) y 0.2 pyM de
primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las
condiciones del RT-gPCR fueron las siguientes:
1 ciclo a 50°C por 2 min, 1 ciclo a 95°C por 10
min y 40 ciclos de amplificaciéon a 95°C por 15 s
e hibridacién a 60°C por 1 min. La determinacion
de la curva de disociacién para cada gen se
realizd a 95°C por 15 s, 60°C por 1 min y 95°C
por 15 s. En cada corrida se incluyeron controles
negativos (sin muestra). La expresion relativa
de los genes fue calculada con el método 2-2Act
y normalizada contra la expresion promedio del
gen de referencia (10). Los tejidos de los peces
control se usaron para calibrar todos los genes.
Los niveles de expresion fueron comparados
entre las muestras mediante un ANOVA de dos
vias y la prueba a posteriori de Tukey. Para eso
los datos se transformaron a log10. Cada grupo
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experimental tuvo una n = 3. Se consideraron
diferencias significativas cuando p<0.05. Se usé
el software GraphPad Prism (GrahPad Software,
San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Los peces control permanecieron libres de
parasitos y sus branquias tuvieron una apariencia
normal durante todo el experimento (Figura
3a), aunque en el Tiempo 2 se detectaron pocos
casos (<10%) de epiteliocistis (Figura 3b). En el
Tiempo 0, no se encontraron parasitos en todos
los peces, mientras que en el Tiempo 1y Tiempo
2 la prevalencia de la infeccién fue 100% en los
peces desafiados con el parasito R. viridisi.

En los peces infectados por primera vez, la
intensidad promedio fue de 152 parasitos por
pez en el Tiempo 1 a 94 parasitos por pez en
el Tiempo 2, aunque esta diferencia no fue
significativa (P>0.05); en sus branquias hubo
fusion de lamelas secundarias, hiperplasia,
infiltrado inflamatorio mononuclear (Figura 3c)
e incremento de células de cloro, dando como
resultado Hi = 17 en el Tiempo 1y Hi = 30 en el
Tiempo 2. No se observé dafio en los sitios donde
los monogeneo fueron encontrados (Figura 3d),
aunque en algunos casos se observaron los
ganchos dentro del filamento branquial (sefialado
en la Figura 3e). En los peces reinfectados, la
intensidad promedio fue 367 parasitos por pez
en el Tiempo 1 y disminuyd significativamente a
129 parasitos por pez en el Tiempo 2 (p<0.05);
sus branquias tuvieron las mismas alteraciones
observadas en los peces infectados por primera
vez, pero en mayor severidad (Figura 3f),
indicado por Hi = 24 en el Tiempo 1y Hi = 58
en el Tiempo 2.

El nivel de expresion de todos los genes no varié
significativamente entre los peces control y los
peces infectados (Figuras 4 y 5). La expresion
de cmip fue significativamente mas alta en las
branquias de los peces reinfectados que en las
branquias de los peces infectados por primera vez
en el Tiempo 1 (p<0.05). Vale la pena sefalar que,
aungue no fue un cambio significativo, el nivel de
expresion de il12B en el rifidn cefélico aumentd
mas de 100 veces en los peces infectados por
primera vez en el Tiempo 2, mientras que los
otros genes mostraron una magnitud de cambio
mucho menor, generalmente <2.
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Figura 5. Expresion de genes relacionados al sistema inmune en branquias del robalo blanco del Pacifico
Centropomus viridis infectado por primera vez y reinfectado con el monogeneo Rhabdosynochus viridisi.

Las mediciones se hicieron en dos tiempos (T1 y T2).
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DISCUSION

Las alteraciones en el tejido de las branquias
de los peces (PWS) causadas por el monogeneo
R. viridisi son parecidas a las causadas por otro
monogeneo parecido (Diplectanum sciaenae,
Diplectanidae) en la acuicultura de la corvina
Argyrosomus regius, en el Mediterraneo (11). En
el presente estudio, el sitio de infeccion donde
se encontraron los monogeneos no mostro
alteraciones visibles, posiblemente porque estos
parasitos se desplazan a lo largo del filamento
branquial, dejando el sitio afectado para llegar a
otro sitio no alterado donde la respuesta inmune
del pez aun no es tan fuerte para combatir al
parasito (12).

La disminucion de la carga parasitaria observada
en los peces reinfectados en el Tiempo 2
sugiere la activacion de un mecanismo de
defensa que permite la expulsion mas rapida
de los monogeneos, posiblemente debido a
la inmunidad adaptativa (13, 14). Un estudio
previo encontrd, mediante un analisis in silico,
qgue 63% de las proteinas excretoras/secretoras
de R. viridisi son antigenos potenciales que
podrian ser presentados a los receptores de
células T y ser reconocidos por los anticuerpos
del hospedero (15). Entonces, es posible que
los peces reacciones especificamente hacia
esos antigenos y entre en funciéon una memoria
inmunoldgica, lo cual es un paso importante
hacia la respuesta adaptativa (16).

El presente estudio es el primero en abordar
la respuesta inmune del robalo blanco del
Pacifico ante infecciones por el monogeneo R.
viridisi. Esta respuesta se evalud a nivel local
(branquias) y sistémico (rifidon cefalico). Sin
embargo, teniendo a los peces control como
punto de comparacidén, no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de expresion
de todos los genes en los peces infectados.
Una comparacion entre peces infectados por
primera vez y reinfectados revelé una posible
activacion del sistema inmune adaptativo
mediante la regulacion de cmip, lo cual podria
relacionarse con la disminucién de la intensidad
de la infeccion en el Tiempo 2. La expresion de
cmip no ha sido investigada en peces desafiados
con parasitos, salvo por un estudio en el pez
espinoso Gasterosteus aculeatus infectado con
el monogeneo Gyrodactylus, en el cual no se
detectaron diferencias en la expresion de cmip
(17).
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El nivel de expresion alto de il12B en el rifién
cefalico en el Tiempo 2 concuerda con los
resultados de Pérez-Cordén et al., quienes
observaron que, en peces infectados con
mixozoos, il12B alcanzé los niveles mas altos
de expresion comparado con otros 18 genes
del grupo de las interleucinas (18). Asimismo,
en peces infectados con bacterias, Zhang et al.
observaron que jl12[3 se expresa en varios tejidos,
pero principalmente en el rifiédn (19). En otro
estudio de peces infectados con monogeneos,
Tu et al. observaron que la expresion de il128
en bazo, higado y rifidn cefalico fue inicialmente
baja, pero después aumenté significativamente
durante la fase de eliminacién de la infeccion
(20). Estos resultados sugieren que il12p3, la cual
es una citocina proinflamatoria conocida por su
importancia contra patogenos intracelulares,
podria tener una funcién relevante para eliminar
las infecciones por monogeneos.

En conclusion, el monogeneo R. viridisi puede
causar dafios en las branquias de su hospedero,
el robalo C. viridis. El nivel de infeccion puede
disminuir del Tiempo 1 al Tiempo 2, lo cual
sugiere que el pez puede combatir a este
parasito; sin embargo, el analisis inmunoldgico
no permitié esclarecer un posible mecanismo.
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