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OBJETIVO 2.1

Producir especies de peces de alto valor comercial y de especies
amenazadas o vulnerables. Estudiar la fisiologia de |la reproduccion
y calidad de los gametos y puestas de peces cultivables, para un
mejor conocimiento sobre su control ritmico y su modulacién por
factores ambientales, en especies de acuicultura y en un contexto
de cambio global.

Conexidn con las lineas de actuacién del plan nacional

Lineas de actuacion A2: Acuicultura sostenible, inteligente y de precisién

Actuacion A2.1: Diversificacidn de los cultivos mediante la potenciacion de lineas de investigacién y
produccidon de especies de alto valor comercial y de especies amenazadas o vulnerables, para

contribuir a su preservacion y a restaurar o reforzar las poblaciones naturales.

Actuacion A2.2: Estudios de fisiologia, patologia y reproduccién de peces cultivables para mejorar el
conocimiento sobre procesos que afectan al desarrollo, crecimiento, calidad de las puestas y
progenie, y salud y bienestar animal, asi como al control ritmico de procesos fisiolégicos y su
modulacién por factores ambientales en especies modelo y de acuicultura.
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Descripcion de tareas

Tarea 2.1.1 (M1-M36) - Alta temperatura y funcidén gonadal en peces - Se estudiara In vivo el efecto
de las altas temperaturas previstas para el Mediterraneo sobre lubinas y lenguados en las fases de
cultivo en el mar (preengorde y engorde), para conocer su influencia sobre el eje reproductor y
poder prevenir y mitigar efectos adversos. In vitro se estudiaran las bases moleculares del efecto de
la temperatura sobre la esteroidogénesis.

Participantes: CSIC2, UPV4

Resultado: Un aumento de 3-4 2C de la temperatura de cultivo de juveniles de lubina (grupo HT)
afecté al crecimiento de los animales (87,4% respecto al control (CT)) y provocd un incremento de
la mortalidad acumulada (28% respecto al CT). Los animales del grupo HT mostraron un indice
gonadosomatico menor (1,66 + 0,33%) que el de los animales CT (2,74 + 0,26%) y un porcentaje
menor de machos precoces (23% en HT vs 78% en CT). Los niveles plasmaticos de Fsh fueron
también mas bajos en el grupo HT. A pesar de que ciertos pardmetros reproductivos se vieron
afectados en los animales HT, éstos alcanzaron competencia reproductiva. El efecto de la
temperatura sobre la esteroidogénesis se evalud en células foliculares (CF) de ovario de lubina
cultivadas in vitro a 15 2C o 25 2C y tratadas con distintos precursores. Las CF fueron capaces de
producir estradiol y testosterona a 152C y 252C, pero se observd una disminucidn en la expresién
de cyp19al a 25°C.

Grado de consecucion: 50%

Impacto: Se estd determinando por primera vez la influencia de la alta temperatura sobre la
pubertad de la lubina. Se han realizado 3 comunicaciones a Congresos, y se esta redactando un
articulo para su publicacion.

Tarea 2.1.2 (M1-M36) - Estudio de los mecanismos fisioldgicos subyacentes en los efectos de la
temperatura y del pH sobre la calidad del esperma de peces - Identificacion de los paralogos de
receptores implicados en la termosensacion (TRPVs y TRPA) en 4 especies: anguila europea, atun
rojo, dorada y lubina (ausencia del genoma del lenguado), y se realizara un estudio de su
distribucion tisular. Andlisis del efecto de los agonistas/antagonistas de TRPVs en la motilidad
espermatica de estas especies y en lenguado, y deteccidn de su presencia por inmunohistoquimica
en los espermatozoides. Determinacion de la relacion entre el potencial de membrana del
espermatozoide y las concentraciones de iones, y su relacién con su capacidad de movimiento.
Mejora de la calidad del esperma in vitro usando un diluyente que contenga determinados iones y
hormonas.

Participantes: CSIC2, UPV4. Colaboracién ICRA-IEO (Murcia) & CSIC1

Resultado: Se identificaron los genes de TRPVs y TRPA en los genomas de anguila, dorada, lubinay
lenguado. Se disefaron los primers y se pusieron a punto las gPCRs de TRPVs en anguila (3 genes),
dorada y lubina (4 genes/especie). Se evalud por qPCR la distribucidn tisular de los distintos genes
de TRPVs presentes en cada especie (dorada en proceso). Se observé una expresion de TRPVs
diferente segun la especie, el sexo y el gen. En general, la expresion de TRPVs parece mas alta en el
corazon, rifidn, génadas, cerebro, branquias y ojo.

Se evalud el potencial efecto antagonista de 9 sustancias sobre el TRPV1, presente en el esperma
de algunos peces y relacionado con la movilidad del esperma. Sélo la capsazepine y el A784168
inhibieron la activacion y movilidad del esperma. Con estos dos antagonistas se realizaron pruebas
dosis/respuesta y se evalud el efecto inhibidor a diferentes tiempos en la anguila.

Grado de consecucion: 50%
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Impacto: Se han consolidado colaboraciones con equipos franceses y suecos para el estudio de
aspectos evolutivos de los TRPVs, y con el del Dr. Enrique O’Connor (UV y Centro de Investigacion
Principe Felipe) para la aplicacidn de técnicas de citometria de flujo. Se ha iniciado una tesis
doctoral (Fatima Fernandez Garcia) en colaboracidn con la Universidad de Aveiro (Portugal),
vinculada al Programa de Doctorado de Ciencia y Tecnologia de la Produccién Animal de la UPV. Se
han realizado 3 comunicaciones en congresos, y un Trabajo Fin de Grado en la Licenciatura en
Biotecnologia (UPV).

Tarea 2.1.3 (M1-M36) - Estudio del efecto de la temperatura y del pH en la movilidad del esperma
de distintas especies de peces marinos - Estudio del efecto del pH y de la temperatura del agua de
mar sobre los parametros de motilidad del esperma por medio de sistemas CASA. Determinacién
de la resiliencia del esperma frente a disminuciones del pH y aumentos de la temperatura en las 5
especies de peces marinos objeto de este estudio (anguila, lubina, dorada, lenguado, atun).
Participantes: CSIC2, UPV4. Colaboracién ICRA-IEO (Murcia) & CSIC1

Resultado: Se han realizado los challenge tests definidos en el proyecto en las distintas especies (a
excepcion del atun por falta de muestras): 1) Efecto del pH del agua de mar sobre la movilidad del
esperma, 2) Efecto del pH del extender y del agua de mar en la movilidad del esperma, 3) Efecto de
la temperatura del agua de mar en la movilidad del esperma, 4) Efecto combinado del pHy la
temperatura del agua de mar en la movilidad del esperma. Los tests de fertilizacidn con diferentes
temperaturas y pH del agua de mar se realizaran el proximo afo (lubina, dorada y lenguado).

Los resultados preliminares indican que la movilidad del esperma de anguila y de dorada es
sensible al pH del agua de mar, mientras en lubina y lenguado no se ve afectada por el mismo.
Respecto a la temperatura, temperaturas elevadas no afectaron a la movilidad en anguila, dorada y
lenguado, pero si redujeron la movilidad del esperma de lubina.

Grado de consecucion: 70%

Impacto: Se han realizado 3 comunicaciones en congresos y una colaboracién en un articulo en
revista indexada (Fernandez-Garcia et al., 2023).

Tarea 2.1.4 (M1-M24) - Efecto de la composicion de piensos de reproductores sobre la calidad de la
progenie en lubina - Valoraciéon de diferentes dietas sobre la competencia reproductiva de lubina.
Efecto sobre la calidad del huevo y del esperma, las puestas y sus progenies. Aparicion de la
primera maduracién sexual y calidad del filete.

Participantes: CSIC2. Colaboracidn CSIC8

Resultado: Se evalud la supervivencia de larvas de lubina de progenitores alimentados con dietas
con niveles altos, medios o bajos de acidos grasos esenciales (DHA/EPA/ARA) o taurina. Los
animales alimentados con niveles altos de DHA/EPA/ARA y taurina tuvieron un nimero mayor de
puestas y supervivencia larvaria, dando lugar a progenies mas robustas. Por lo que estos
componentes criticos para el desarrollo gonadal y la competencia reproductiva de adultos. El
porcentaje de machos precoces de las progenies de animales alimentados con una relacion alta y
moderada de acidos grasos esenciales no mostré diferencias significativas. En coordinacién con la
Tarea 3.1.3 (WP3; CSIC8) se ha analizado el perfil de 4cidos grasos en musculo como indicador de la
calidad del filete de animales precoces y no precoces. No se detectan diferencias asociadas al
estado reproductivo en ambos sexos, pero si un efecto acumulativo de la dieta, con diferencias
entre los perfiles de acidos grasos en peces de distinta edad.

Grado de consecucion: 60%

Impacto: Consideraciones para el sector acuicola, programas de mejora y produccion: a) La relacion
de 4cidos grasos en la dieta como los niveles de taurina afectan al desarrollo gonadal y la
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competencia reproductiva de lotes de reproductores de lubina. b) Las diferencias encontradas en el
perfil de acidos grasos en la lubina no esta asociado al estado reproductivo de los animales, sino
mas bien a un efecto acumulativo de la dieta.

Tarea 2.1.5 (M1-M36) - Herramientas biotecnoldgicas - Se desarrollaran, validaran y testaran
métodos inmunoldgicos no invasivos para evaluar el estado reproductivo o el sexo de especies de
interés en acuicultura y/o amenazadas, y para el control endocrino de la reproduccion.
Participantes: CSIC2, UPV4. Colaboracién CSIC1

Resultado: ELISAS para Fsh y Lh de dorada y anguila: Se han disefiado y generado plasmidos para
expresion para Picha pastoris de Lhp en ambas especies. Se han obtenido analizado y seleccionado
clones productores. La produccién y purificacion de las Lh estd en curso. Fsh: se estan disefiando
nuevos plasmidos ya que los iniciales no resultaron adecuados.

Se esta produciendo Amh recombinante de lubina en P. pastoris para ser usada como antigeno en
la sintesis de un nuevo anticuerpo, ya que el disponible no es adecuado para ELISA. Se ha clonado y
caracterizado el gen amh de tortuga boba. Se ha determinado el tamafio de la Amh madura de
tortuga con un anticuerpo de Amh de gallo, dada su similitud. Con esta informacién se ha disefiado
un plasmido para la produccidn de esta Amh de tortuga en P. pastoris.

Se han disefiado y producido plasmidos para Gths de cadena Unica (single-chain, sc, pLhsc y pFshsc)
de anguila. Se han generado, seleccionado y analizado clones estables en células CHO productores
de Lhsc o Fshsc de anguila. Se han realizado dos experimentos de transferencia génica somatica en
anguilas macho en las instalaciones del grupo UPV4. El andlisis de esteroides sexuales en plasma e
histologia gonadal ha demostrado la efectividad de esta técnica para inducir la maduracién sexual.
Grado de consecucion: 35%

Impacto: Se ha realizado una comunicacidn en congresos. Se ha iniciado una tesis doctoral (César
Cruz Castellon) en colaboracion CSIC2 - UPV4, vinculada al Programa de Doctorado de Ciencia y
Tecnologia de la Produccién Animal de la UPV.



