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Objetivos y tareas

* Objetivo 2.1. Produccion de especies de peces de alto valor
comercial y de especies amenazadas o vulnerables. Estudios
de fisiologia de la reproduccion y calidad de los gametos y
puestas de peces cultivables, para un mejor conocimiento
sobre su control ritmico y su modulacion por factores
ambientales, en especies de acuicultura y en un contexto de
cambio global.

* Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en
peces.

* Tarea 2.1.4. Efecto de la composicion de piensos de
reproductores sobre la calidad de la progenie en lubina.

« Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnologicas para
evaluary controlar el estado reproductivo.
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en

Resultados obtenidos PISIESE, CSIC2 / UPVy4

Estudio in vivo del efecto a largo plazo de altas temperaturas en lubina
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Resultados obtenidos
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Resultados obtenidos
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Los machos expuestos a
temperaturas altas dejan antes de
espermiar en su etapa juvenil y
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Control group

I Stage I (immature testis)

[ Stage II (early recrudescert testis)
B Stage IIT (mid recrudescent testis)
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Resultados obtenidos o =
2° afio

Efecto a largo plazo de las altas temperaturas sobre parametros biométricos en
hembras prepuberes de dos anos de edad
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Resultados obtenidos 2° ano Control

100 .
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Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Diseno experimental

Estudio in vitro del efecto de altas temperaturas en lubina

25 °C
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Testosterone (ng/mL)

Testosterone (ng/mL)

Tarea 2.1.1. Alta temperatura y funcion gonadal en peces.

Resultados
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Grado de consecucion de las tareas

80%

Tarea 2.1.1 - Alta temperatura y funcion gonadal en peces e )
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Resultados obtenidos

Re-evaluacion de los requerimientos

La composicion en aminoacidos y

acidos grasos de la dieta de
reproductores de lubina
compromete su  competencia
reproductiva y calidad de la
progenie. Su re-evaluacion es

necesaria de cara a una mejora de la
produccion.

UG—

DHA/EPA/ARA  MEDIO = ALTO >BAJO

Supervivencia larvaria
(dias sin comer)

Taurina MEDIO = ALTO >BAJO

This study forms part of the ThinkinAzul programme and was
supported by MCIN with funding from European Union
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Tarea 2.1.4. Efecto de la composicion de piensos de
reproductores sobre la calidad de la progenie en lubina —Parte 1

CSIC2

de taurinay del balance DHA/EPA/ARA en dietas de reproductores

* Analisis del porcentaje de maduracion de la progenie.

(DTa) (DT2)
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en condiciones de cautividad

Tarea 2.3.1. Identificacion de SNPs asociados a caracteres productivos - Validacion
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Tarea 2.1.4. Efecto de la composicion de piensos de
reproductores sobre la calidad de la progenie en lubina —Parte 1

Resultados obtenidos

Analisis del perfil de acidos grasos en machos no precoces (inmaduros),
precoces y adultos como indicador de calidad del filete

Machos de 1° aio Machos de 1° vs 2° ano (adultos)
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2 4 {
[ J
-3 1,5
® -2 Y
4
e
El perfil de acidos grasos El perfil de acidos grasos de machos
es similar adultos difiere del perfil de precocesy

NO precoces
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No se detectan diferencias
asociadas al estado
reproductivo de los animales.

Existe un efecto acumulativo de
la dieta que afecta al perfil de
los acidos grasos en peces de
distinta edad.
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Grado de consecucion de las tareas

Tarea 2.1.1 - Alta temperatura y funcion gonadal en peces

Tarea 2.1.4 - Efecto de la composicion de piensos sobre |a
calidad de la progenie en lubina. Valoracién de la maduracion

en la calidad del filete
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Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnologicas.

Resultados obtenidos CSIC2

 Elisas Fshy Lh de dorada y anguila. TR e s c
1. Diseno de plasmidos de expresion para Pichia pastoris

¥ pPIC9K
3 9.3 kb
N HHHHHH S

pulse power supply

lid

2. Electroporacion: Linearizacion de plasmidosy et
electroporacion de Pichia pastoris

electrical contacts

|7 cells in suspension

3. Seleccion de clones.
-> seleccion de transformantes His+
-> rastreo de alta resistencia a G418
-> Confirmacion de integracion por PCR

Fshb
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Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnologicas.

Resultados obtenidos CSIC2

4. Produccion a gran escala de proteina purificada. Hecho para Lhb
-> comprobacion por Western blot de produccion y secrecion tras induccion con metanol
-> seleccion de clon optimo y estudio de dinamica de produccion.
-> purificacion con columnas IMAC y comprobacion por western blot y coomassie.

-> cuantificacion de la cantidad de proteina con Bioanalyzer. Se necesita producir 5 mg.

Lhb —dorada Lhb —anguila
Clon 2 Clon3
FT_ L E1 E2 E3 E4 E5 E6 EY/ FT L E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7/
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Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnoldgicas.

Resultados obtenidos CSIC2 /UPVs

Gonadotrofinas recombinantes de anguila (Fsh y Lh)

1. Disefio construcciones de expresion.
N ETRNE = gpaiha

Produccion de los plasmidos.

N Ilhb HHHHHH . gpalpha
Vector

2. Experimento de transferencia génica somatica mediante inyeccion de los plasmidos en anguilas macho y hembra para
estimulacion de maduracion gonadal. Analisis de los resultados del experimento de machos.
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Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnoldgicas.

Resultados obtenidos

Lhsc Fshsc

3. Produccion y concentracion de Fshsc y Lhsc de anguila recombinantes
en células CHO.

Fshreel: Fwi-Rvi Lhrieel: Fwi-Rv3

4. Clonacion de 2 de los receptores de gonadotrofinas de anguila (fshreel y
lhrieel) en el vector de expresion pcDNA3 para caracterizar su actividad
con las gonadotrofinas recombinantes producidas en CHO.
lhr2eel en proceso
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Tarea 2.1.5. Herramientas biotecnoldgicas.

v o7 s o CSIC2

Resultados obtenidos

ELISA Amh lubina y tortuga

1. Prueba ELISA para la Amh de lubina con el anticuerpo disponible en nuestro
laboratorio 2 NO FUNCIONA

2. Produccion de Amh recombinante de lubina en Pichia pastoris para purificacion y
uso como antigeno => Disponible

3. Clonaciony caracterizacion Amh de tortuga (Caretta caretta) Ab: anti-C amh

Dermochelys conacea kDa
%8 rerrapene carolna trunguis 70 =)
N 5 -
L e o=
W Mus musculus 35 _’
Saimo salar 25—

100 Oryzias latipes.
—@M 15
10 o8

anticuerpo de AMH de gallo comercial

4. Diseno plasmido para Pichia pastoris, electroporacion y seleccion de clones.
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Grado de consecucion de las tareas

Tarea 2.1.1 - Alta temperatura y funcion gonadal en peces

Tarea 2.1.4 - Efecto de la composicion de piensos sobre |a
calidad de la progenie en lubina. Valoracién de la maduracion

en la calidad del filete

Tarea 2.1.5 - Herramientas biotecnoldgicas
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Objetivos y tareas

* Objetivo 2.3. Estudios de genetica de peces y moluscos:
identificacion de secuencias y SNPs asociadas a caracteres

productivos, y preservacion de recursos geneticos de lineas
seleccionadas.

 Tarea 2.3.1. Identificacion de SNPs asociados a
caracteres productivos.
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Tarea 2.3.1. Identificacion de SNPs asociados a caracteres productivos.

. CSIC2

Resultados obtenidos

100

4,0 SNPs identificados y genotipados en machos 80 -
de lubina precoces y no precoces

g 60 -

* 13 SNPs con asociacion significativa a la S
maduracion en 384 animales procedentes de 6 £ 4o |
lotes de lubina <
Construcion de panel SNPs con capacidad de a
asignacion al caracter aprox. 70% (en progreso)
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Grado de consecucion de las tareas
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Desviaciones del programa inicial
* Desviaciones negativas:

* Redisefno de las construcciones de Fshb para Pichia pastoris -> eliminacion de sitio Bglll interno.

* Produccion de gran cantidad de proteina recombinante

* Desviaciones positivas

* Medida de la calidad de esperma en machos expuestos a temperaturas elevadas (UPVy)

* Inicio de experimentos de transferencia génica somatica mediante inyeccion de los plasmidos en anguila para
estimulacion de maduracion gonadal.

* Aislamiento de los receptores de gonadotrofinas de anguila para su caracterizacion funcional con
gonadotrofinas recombinantes.

* Caracterizacion de la Amh de tortuga Caretta caretta.
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Colaboraciones con grupos GVA-ThinkinAzul

* Colaboracion con UPV4

* Tarea 2.1.1 (responsable CSIC2) — muestras de animales sometidos a distintas temperaturas para
estudios de expresion de TRPVs. Evaluacion de calidad del esperma en machos de lubina de dos
anos sometidos a alta temperatura.

* Tarea 2.1.2 (responsable UPV4) — Muestras de esperma de lubina para estudios de motilidad
espermatica, challenge tests, protocolos de congelacion de esperma.

* Tarea 2.1.5 (responsable CSIC2) — Desarrollo de herramientas biotecnologicas de anguila — Co-
direccion de tesis doctoral de César Cruz.

* Colaboracion con CSIC8 en la Tarea 2.1.4 evaluando el perfil de acidos grasos en
musculo de lubina.

* Colaboracion con CSICa — analisis de estoides en plasma de dorada.

* Suministro de muestras de escamas y aletas de lubinas adultas a CSIC7
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Colaboraciones con grupos ThinkInAzul Nacionales

* Murcia - IEO Mazarron —Aurelio Ortega, Fernando de la Gandara- Aspectos
reproductivos en nuevas especies.

* Galicia—USC/Campus Lugo — Paulino Martinez — Desarrollo de chip de SNPs
multiespecie.
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Hoja de ruta 6 proximos meses

* Tarea 2.1.1 - Alta temperatura y funcion gonadal
* Machos y hembras de 2° ano: evaluacion de los niveles circulantes de hormonas reproductivas
(gonadotrofinas, esteroides sexuales)

* Tarea 2.1.2-TRPVs, potencial de membrana
* Medida del potencial de membrana en esperma (de anguila) en distintas condiciones idnicas.
* Puesta a punto primers TRPVs y estudio de la distribucion tisular de los TRPVs en lenguado.
* Estudios con los TRPA: acabar trabajos in silico, diseno de primers, distribucion tisular.

* Tarea 2.1.4 - Valoracion de la maduracion en la calidad del filete
* Finalizar analisis del contenido lipidico en musculo asociado a la maduracion en hembras

* Tarea 2.1.5 - Herramientas biotecnologicas.
Produccion a gran escala y purificacion de Fshp de anguila y dorada en Pichia pastoris.
Generacion de anticuerpos para ELISA de Lh3 recombinantes de anguila y dorada . Comprobar
funcionalidad de los anticuerpos mediante western blot.
Generacion de anticuerpos para ELISA de Amh recombinante de lubina .
Produccion a gran escala y purificacion de Amh de tortuga en Pichia pastoris
Analisis de las muestras obtenidas del experimento de transferencia génica de Fsh y Lh en hembras de
anguila (EIAs de esteroides, qPCR e histologia)

. Caracterizacion funcional de los receptores de GTHs de anguila. |
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Hgia de ruta 6 proximos meses

* Tarea 2.2.1. Deteccion, identificacion y cuantificacion de larvas en la columna de agua, y de postlarvas en el fondo, a lo
largo de un ciclo anual, en especies de bivalvos de interes marisquero con poblaciones sobreexplotadas (tellina y chirla).

 Sefinalizaran los estudios de identificacion larvaria individual de larvas planctdnicas y postlarvas de sedimento

* Tarea2.2.2.Censos de las B_o_blaciones adultas de tellina y chirla, caracterizacion ambiental y uso del biomarcador LMS
(lysosomal membrane stability) para la evaluacion del estado de las diferentes zonas.

* Se concluira la de evaluacion de zonas.
* Se iniciara un estudio de transcriptomica de organismos de Donax en situaciones de estrés por salinidad y temperatura

* Tarea 2.2.3.Valoracion de la cria en cautividad de la chirla/tellina.
* Se completara el sequndo ciclo reproductivo

* Tarea 2.3.3. Genomica de chirla y tellina.
* Se concluira el proceso de secuenciacion de Chamelea gallina 'y de Donax trunculus

* {aRirea 2 PPlieldmtidhesdpdiit  QINIP shido 1akles a caracteres productivos.

e Secom Ieiaré el estudif£e olimorfismos de ADN (SNPs), .y se intentara completar un mapa de ligamiento que permita
deteompletarpana N)BﬂcGG)deﬂi pecom2omars adaresadencas tcvadubiiidad ritieabilieiduta paediaracioes
biologicamente ri:]evanj:es, comgq,la determlnacll)cin del sexo, | tfs%de crecimiento y la Viabilidad de larva a adulto.

* Iniciar su validacion en distintas poblaciones de [ubina

* Tarea 2.3.2
* Incorporar nuevas muestras de esperma (varias spp) al criobanco.
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Project Coordinators Project Manager
Jaume Pérez-Sanchez Leyre Rivero Alvarez
jaime.perez.sanchez@csic.es leyre.rivero@csic.es
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