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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 actuacidon del plan nacional

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

Actuacion A2.1: Diversificacion de los cultivos mediante la potenciacion de lineas de investigacion y
produccion 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 fisioldgicos y su modulacion por factores

ambientales en especies modelo y de acuicultura.
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Descripcion de tareas

Tarea 2.1.1 (M1-M45) - Alta temperatura y funcion 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: Se evalud in vivo el efecto de las altas temperaturas de cultivo sobre la incidencia de la
pubertad precoz (1 aifio de edad) y pubertad natural (2 afios) en machos de lubina y la precocidad en
hembras juveniles (2 afios) mantenidos en condiciones naturales (grupo control, CT) y condiciones
experimentales (i.e.: 3-4 2C por encima de CT) (grupo de temperatura alta, HT; 22 meses de duracion). En
el primer afio, la temperatura afecté al crecimiento (87,4% respecto al CT), el grupo HT mostré un indice
gonadosomatico (GSI) menor (1,66 + 0,33%) que el grupo 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 mas bajos en el grupo
HT. Durante el segundo afio, el crecimiento en el grupo CT fue 89% respecto al HT, que mostraron un GSlI
similar al de los CT (3-4%) y un porcentaje de espermiacion >80% en ambos grupos. Los niveles Fsh
continuaron siendo mas bajos en HT, sin afectar a la sintesis de esteroides sexuales. El porcentaje de
hembras con desarrollo gonadal avanzado fue similar en ambos grupos. In vitro se evalué el efecto de la
temperatura sobre la esteroidogénesis en cultivos primarios de células foliculares (CF) de ovario de lubina:
159C (baja) y 25°C (alta) y tratados con distintos precursores. Las CF fueron capaces de realizar toda la
ruta esteroidogénica a 152C y 252C donde se observé una disminucion de los niveles de expresion de
cypl19al pero sin afectar a su capacidad esteroidogénica.

Grado de consecucion: 85%

Impacto: Se estudia por primera vez in vivo la influencia de la temperatura alta del agua de mar a largo
plazo sobre el inicio de la pubertad y la gametogénesis en la lubina. Estudios in vitro han evaluado el efecto
de la temperatura sobre la esteroidogénesis ovarica. Estos estudios, a nivel reproductivo y en un contexto
de cambio climatico, permiten evaluar potenciales repercusiones en otras especies de interés acuicola,
asi como implicaciones en el medio natural (biodiversidad).

Tarea 2.1.2 (M1-M42)- Estudio de los mecanismos fisiolégicos subyacentes en los efectos de la
temperaturay del pH sobre la calidad del esperma de peces - Identificacion de los pardlogos de receptores
implicados en la termosensacion (TRPVs y TRPA) en 4 especies: anguila europea, atln rojo, dorada y lubina
(ausencia del genoma del lenguado), y se realizara un estudio de su distribucion tisular. Analisis 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. Determinacidn de la relacidon
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.

Colaboradores: CSIC1 & ICRA-IEO (Murcia).

Resultado: Se identificaron los genes de TRPVs y TRPA en genomas de anguila, dorada, lubina y lenguado
(no en atun). Se disefiaron primers para anguila (3 genes), dorada, lubina y lenguado (4 genes). Se pusieron
a punto las qPCR en anguila, dorada y lubina (pendiente en lenguado), y se usaron para determinar la
distribucion tisular de los distintos genes en machos y de hembras de estas especies. Se observaron
diferentes niveles de expresion de TRPVs segln la especie, el sexo y el gen.

Se probd el efecto de 8 antagonistas del TRPV1 en la motilidad del esperma de anguila. Capsazepine y
A784168 mostraron un fuerte efecto inhibidor (a 50 y 100 microM), que aparecia a los 30 min de
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incubacion para el A784168 y a 15 min para el capsazepine, y que era mas intenso cuando la incubacion
con inhibidorse hizo a temperatura ambiente en comparacion con la inhibicién a 4 °C.

En semen de dorada y lubina se probd el efecto inhibidor de 3 inhibidores (A784168, capsazepine,
rutenium red), y se observd inhibicion con los mismos inhibidores que con anguila, A784168 y
capsazepine. La mayor inhibicidn se produjo a los 60 min de incubacion en ambos casos.

Con respecto a la estimacidn del potencial de membrana de los espermatozoides, en colaboracion con la
Universitat de Valencia (Dr. E. O’Connor) y el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIFP) se ha intentado
poner a punto la técnica, por citometria de flujo, lo que se retomara en diciembre de 2024.

Grado de consecucion: 70%

Impacto: Ha mejorado el conocimiento sobre aspectos evolutivos de los TRPVs, y sobre su papel
fisioldgico en el proceso reproductivo de las especies objeto de estudio. También sobre el mecanismo de
activacion del esperma. Se han consolidado colaboraciones con equipos franceses y suecos, de la UV y del
Centro de Investigacion Principe Felipe. Se esta realizando una tesis doctoral (Fatima Fernandez Garcia,
UPV) en colaboraciéon con la Universidad de Aveiro (Portugal). Se han publicado 3 articulos.

Tarea 2.1.3 (M1-M38)- 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 pardmetros 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

Colaboradores: CSIC1 & CRA-IEO (Murcia)

Resultado: Se han realizado con esperma de las distintas especies (a excepcion del atun) los challenge
tests definidos en el proyecto, con el objetivo de poder llegar a identificar muestras de esperma con una
especial resiliencia a los cambios ambientales previstos como consecuencia del cambio climatico:
aumento de la temperatura y acidificacion del agua del mar. Se han analizado los efectos de la variacidn
del pH del agua de mar, del pH del diluyente y del agua de mar, de la temperatura del agua de mar, y el
efecto combinado de la variacién del pH y de la temperatura del agua de mar. Este ultimo challenge test,
combinando el efecto de ambos parametros es el que mejores resultados proporciona a la hora de
discriminar muestras de esperma con distinta resiliencia a los cambios ambientales.

En resumen, los resultados indican que la movilidad del esperma de anguila y de dorada es sensible al pH
del agua de mar, mientras en lubina y lenguado la movilidad espermatica no se ve afectada por el mismo.
Las temperaturas elevadas redujeron la movilidad espermatica en lubina y lenguado.

Ha quedado pendiente la realizacion del test de fertilizacién con diferentes temperaturas y pHs del agua
de mar. Se intentard abordar durante la ultima época de puesta de cada especie en el periodo del
proyecto. Tampoco se han podido abordar los trabajos previstos con muestras de atun al no disponer de
reproductores accesibles.

Grado de consecucion: 85%

Impacto: Se han usado técnicas CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) para evaluar el efecto de la
variacion del pH y/o la temperatura del agua del mar (challenge tests) en especies de interés para la
acuicultura mediterranea, y eso ha permitido valorar cudl de los challenge tests resulta mas apropiado
para identificar muestras/machos resilientes a esos cambios ambientales en cada especie. Estas
herramientas han servido de base a los trabajos de la Tarea 2.3.2. Se han publicado 2 articulos.

Tarea 2.1.4 (M1-M45) - Efecto de la composicion de piensos de reproductores sobre la calidad de la
progenie en lubina - Valoracién de diferentes dietas sobre la competencia reproductiva de lubina. Efecto
sobre la calidad del huevo y del esperma, las puestas y sus progenies. Aparicidn de la primera maduracion
sexual y calidad del filete.

Participantes: CSIC2

Colaboradores: CSIC8
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Resultado: Se evalud la supervivencia (en dias) sin aporte de alimento externo de larvas provenientes de
dos experimentos (DT1, DT2) en los que los progenitores se habian alimentado con las siguientes dietas:
DT1, relacion alta, moderada y baja de acidos grasos esenciales (DHA/EPA/ARA) y DT2, nivel de taurina
alto, medio y bajo. Los resultados obtenidos mostraron que los animales alimentados con niveles altos en
la relacién DHA/EPA/ARA (DT1) y de taurina (DT2) tuvieron un nimero mayor de puestas. Ademas, estos
animales mostraron un aumento de la supervivencia larvaria, lo que se interpreté como una mayor
robustez de las progenies. Estos resultados demuestran que tanto la relacion de acidos grasos en la dieta
como los niveles de taurina son factores criticos para el desarrollo gonadal y la competencia reproductiva
de animales adultos. El porcentaje de machos precoces de las progenies provenientes de animales
alimentados con una relacién alta y modera de acidos grasos esenciales (DT1) no mostré diferencias
significativas. En coordinacion con la Tarea 3.1.3 (WP3; CSIC8) se ha analizado asimismo el perfil de acidos
grasos en musculo como indicador de la calidad del filete de animales precoces y no precoces. Los
resultados obtenidos no muestran, en esta especie, diferencias de acuerdo con el estado reproductivo en
ninguno de los sexos, pero si un efecto acumulativo de la dieta, plasmado en diferencias entre los perfiles
de acidos grasos de los peces de distinta edad.

Grado de consecucion: 90%

Impacto: La composicidon en aminoacidos y acidos grasos de la dieta afecta a la competencia reproductiva
de animales reproductores de lubina y a la calidad de su progenie. Esto supone la necesidad de re-evaluar
los requerimientos de taurina y balance EPA/DHA/ARA en las dietas de reproductores. Asimismo, el perfil
de acidos grasos del filete de animales en cultivo refleja la composicién de la dieta con independencia de
su estado de maduracién (pubertad).

Tarea 2.1.5 (M1-M45) - 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

Colaboradores: CSIC1

Resultado: 1. ELISAs para Fsh y Lh en dorada y anguila: Se disefiaron plasmidos para la expresion de Lhf3
y FshB en Pichia pastoris, seleccionando clones déptimos para ambas especies. La proteina Lhp
recombinante de dorada y anguila esta lista para enviar a una empresa que producird los anticuerpos. Se
siguen analizando los clones obtenidos de Fshp. 2. ELISAs para Amh en lubina y tortuga boba: Se probd
un anticuerpo anti-Amh en lubina ya disponible, pero no fue adecuado. Se produjo Amh recombinante de
lubina en P. pastoris como antigeno, y esta pendiente la produccidn de anticuerpos. Se clond el gen amh
de tortuga boba y se determind el tamafio de su Amh madura mediante western blot. Con esta
informacion, se disefid un plasmido para producir Amh en P. pastoris, y se inicié la produccion y
purificacion a gran escala con el mejor clon. 3. Gonadotrofinas (Gths) recombinantes homélogas para
maduracion sexual en anguila: Se generaron plasmidos de expresion para Gths de cadena Unica (single-
chain, sc), obteniendo clones estables en células CHO productores de Lhsc o Fshsc de anguila. Tras
producir grandes cantidades de plasmidos, se realizaron dos experimentos de transferencia génica en
anguilas en las instalaciones del grupo UPV4, demostrando su efectividad para inducir maduracion sexual
mediante andlisis hormonales e histologia gonadal. Se estan realizando nuevos experimentos con machos
(septiembre 2024 a enero 2025) y se planea un segundo experimento con hembras.

Grado de consecucion: 60%

Impacto: Los experimentos de terapia génica han mostrado resultados muy positivos en cuanto a la
induccion de la maduracion sexual de anguilas (machos y hembras), aunque hay que optimizar los
protocolos. Los ELISAS de gonadotrofinas resultaran herramientas muy utiles a la hora de evaluar en un
futuro el efecto endocrino de cualquier tratamiento de induccidn de la maduracion en esta especie. Se
esta realizando una tesis doctoral (César Cruz Castellédn, CSIC2-UPV4). Se ha publicado 1 articulo.



