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290 Sanidad de peces — Péster

Generacion de una linea celular de cerebro de lubina (DLB-1).
Aplicacion en estudios de toxicologia y virologia

P. Morcillo', J.G. Olveira?, |. Bandin2, M.A. Esteban’, J. Meseguer!, E. Chaves-Pozo3 y
A. Cuesta!

Departamento de Biologia Celular e Histologia, Facultad de Biologia, Campus Regional de Excelencia Internacional “Campus Mare Nostrum”,
Universidad de Murcia, 30100 Murcia.
2Unidad de Ictiopatologia-Patologia Viral, Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Instituto de Acuicultura,
Universidad de Santiago de Compostela. Campus Vida. Santiago de Compostela. 15782.
3Centro Oceanografico de Murcia, Instituto Espafiol de Oceanografia, 30860 Puerto de Mazarrén.

Summary

Cell lines are very important tools in many studies of biology. In fish, there are some cell lines available but very few of marine fish. Thus, we have
generated a cell line (DLB-1) derived from the brain of the European sea bass (Dicentrarchus labrax) and aimed to assess its application in fish
Toxicology and Virology. Thus, we found that DLB-1 cells were killed by incubation with heavy metals (Cd, Hg, As and Pb) in a dose-dependent
manner, resulting similarly susceptible to cadmium, methylmercury and arsenic but very resistant to lead and that the metallothionein gene was
up-regulated Finally, we evaluated its susceptibility to nodavirus, the most pathogenic virus for this fish species. Our results show that DLB-1 cells
are able to support the replication of all nodavirus genotypes. Further characterization of this cell line would help to study many aspects of the fish
biology, concretely of the European sea bass.

Resumen

Las lineas celulares son herramientas fundamentales para diversos estudios de Biologia. En peces existen pocas lineas celulares y muy pocas
de peces marinos. Por ello, hemos generado y caracterizado una linea celular (DLB-1) a partir de cerebro de lubina (Dicentrarchus labrax) y
evaluamos su posible aplicacion en Toxicologia y Virologia de peces. La incubacion con distintos metales pesados (Cd, Hg, As o Pb) produce
mortalidad en las células DLB-1 de manera dosis-dependiente, siendo muy toxicos el Cd, Hg y As y muy poco el plomo. Ademas, se indujo la
expresion del gen de la metalotioneina. Por otro lado, hemos evaluado la susceptibilidad de las células DLB-1 a nodavirus, el principal virus que
afecta a lubinas. Los datos muestran que las células DLB-1 son susceptibles a los 4 genotipos de nodavirus. Esta linea celular puede ser muy util
para diversos estudios de la Biologia de peces, concretamente de la lubina.

Justificacion

Las lineas celulares son herramientas muy dtiles para el estudio y la caracterizacion de multiples procesos celulares.
En el caso de peces, existen pocas lineas celulares disponibles comercialmente, las cuales son imprescindibles en
el caso de los estudios de Virologia, ya que son necesarias para el diagndstico y la produccion de los virus. En el
caso de los peces de interés en acuicultura en el Mediterraneo, sdlo existe una linea celular comercial (SAF-1)
obtenida a partir de dorada (Sparus aurata) (Béjar et al., 2005) y algunas otras no comerciales para rodaballo y
lubina (Buonocore et al., 2006; Wang et al., 2010). Por ello, seria de gran interés el desarrollo de més lineas
celulares de peces de nuestro entorno para profundizar en el estudio de diversos aspectos de su Biologia.

El uso de lineas celulares ha sido fundamental en campos como Toxicologia y Virologia. En el primero de ellos, el
uso de lineas celulares de peces permite realizar estudios sobre la toxicidad de distintos compuestos presentes en
la naturaleza (Segner, 1998), siendo los datos obtenidos perfectamente extrapolables a los resultados obtenidos in
vivo (Segner, 2004), lo que demuestra su utilidad. Por otro lado, uno de los virus de peces marinos mas importantes,
en cuanto a las pérdidas que ocasiona, es el virus de la necrosis nerviosa viral (VNN, nodavirus), que afecta
principalmente a lubina, pero también a otras especies (OIE, 2012). Para los estudios de diagnéstico, y la
produccién de nodavirus, se emplean principalmente lineas celulares de peces asiaticos. Por ello, es necesaria la
generacién de lineas celulares de especies susceptibles a nodavirus, como la lubina, para estudiar la interaccion
entre nodavirus y el huésped. En base a esto, en este trabajo nos planteamos la generacién de una linea celular de
lubina asi como su posible aplicacion en estudios de Toxicologia y Virologia de peces.

Material y Métodos

Se realizaron explantes a partir de cerebro de ejemplares adultos de lubina en medio de cultivo (L-15 suplementado)
y cultivados en una estufa a 25°C. El cultivo celular fue observado diariamente y cada vez que se obtenia
confluencia se realizaba el subcultivo mediante tripsinizacion y dilucién con medio de cultivo fresco cada 3
semanas, intervalo que fue reduciéndose hasta los 5-7 dias en la actualidad.

Para los estudios de Toxicologia, 2'5x10* células son cultivadas en placas de 96 pocillos en presencia de distintos
metales pesados: CdClz, CHsHgClz, As203, Pb(NOs)2. Tras 24 de incubacion se determind la viabilidad mediante las
técnicas colorimétricas MTT (Mosmann, 1983) y rojo neutro (Borenfreund y Puerner, 1985) y la concentracion que
produce el 50% de mortalidad (ECso). En células DLB-1 expuestas a la ECso se estudio la expresion del gen de la
metalotioneina (mf) mediante PCR a tiempo real.

Para los estudios de Virologia, las células fueron incubadas con diluciones de distintos genotipos de nodavirus:
RGNNV, SINNV, BFNNV y TPNNV. Las células fueron incubadas a 20 0 25°C y los cultivos se fueron observando
diariamente para evaluar el efecto citopatico.
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Resultados y Discusion

Con el avance del cultivo se establecid satisfactoriamente una linea celular estable (DLB-1), con un tiempo de
doblaje de 69'41 h, que en la actualidad lleva 90 pases. La morfologia oscila entre fibroblastica, con baja densidad, y
epitelial, con altas densidades.

La exposicidn a metales pesados mostrd una mortalidad dosis-dependiente para todos los metales. La
concentracion que produjo la lisis de la mitad de la poblacion (ECso) fue de 15 uM para Cd, 18 uM para As, 20 uM
para Hg y de 1’5 mM para Pb, lo que indica que son muy resistentes al plomo. Ademas, en las células DLB-1
expuestas a la ECso se indujo considerablemente la expresién de mt.

En cuanto a la susceptibilidad de las células DLB-1 a nodavirus, todos los genotipos fueron capaces de replicar a
25°C mientras que a 20°C sdlo los genotipos RGNNV y SUINNV pudieron hacerlo.
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