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Objetivos Especificos y Conexion con las lineas de actuacidn del
plan nacional

Objetivo 2.1 (A2.1, A2.2). Produccidn de especies de peces de alto valor comercial y de especies
amenazadas o vulnerables. Estudios de fisiologia de la reproduccién 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.

Actuacion A2.1: Diversificacién de los cultivos mediante la potenciacion de lineas de
investigacion y produccién 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.

Actuacidon A2.2: Estudios de fisiologia, patologia y reproducciéon de peces cultivables para
mejorar el conocimiento sobre procesos que afectan al desarrollo, crecimiento, calidad de las
puestasy progenie, y salud y bienestar animal, asi como al control ritmico de procesos fisioldgicos

y su modulacién por factores ambientales en especies modelo y de acuicultura.

Objetivo 2.2 (A2.1, A2.3, A2.10). Produccion de especies de moluscos amenazadas o vulnerables.
Mejora del conocimiento de la biologia y de los aspectos fisioldgicos relevantes para su cultivo.
Mejora de los sistemas de cultivo de bivalvos en todas las fases del proceso productivo con origen
en el medio natural: implementacién de sistemas de monitorizacidn poblacional y de reclutamiento
larvario de especies de interés comercial para garantizar el abastecimiento de semilla para una

produccidn acuicola y marisquera sostenibles.

Actuacion A2.1: Diversificacion de los cultivos mediante la potenciacion de lineas de
investigacion y produccién 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 A2.3: Mejora del conocimiento de la biologia, de las patologias, y de los aspectos
fisiologicos relevantes para el cultivo de crustaceos, moluscos, equinodermos y otros grupos
taxondmicos (especialmente en la fase de criadero) tanto por su aprovechamiento como
alimento como por su potencial de utilizacién para generar bioproductos o por su papel en
sistemas IMTA

Actuacion A2.10: Mejora de los sistemas de cultivo de bivalvos en todas las fases del proceso

productivo tanto con origen en el medio natural como en criadero mediante:

l. El desarrollo de nuevos procesos de gestion microbiana desde un enfoque de ecologia
y biologia de (eco)sistemas en sistemas IMTA- RAS,
1. La combinacién de nuevos materiales con tratamientos y tecnologias novedosas de
higienizacion/ desinfeccidn de las instalaciones
M. La mejora genética
V. La implementacién de sistemas de monitorizacion poblacional y de reclutamiento
larvario de especies de interés comercial para garantizar el abastecimiento de semilla

para una produccidn acuicola y marisquera sostenibles.
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Objetivo 2.3 (A2.14). Estudios de genética de peces y moluscos: identificacion de secuencias y SNPs

asociadas a caracteres productivos, y preservacién de recursos genéticos de lineas seleccionadas.

Actuacion A2.14: Estudios de genética de poblaciones de peces y moluscos, junto con el uso de
técnicas de seleccidn genética asistida, desarrollo de chips de SNPs multiespecie, gendmica funcional,

protedmica, y metagendmica para promover:

I La gestidn sostenible de poblaciones naturales y en cultivo de peces, crustaceos y moluscos
I La seleccién de lineas o razas resistentes a factores de estrés ambiental y patogenos
recurrentes y/o emergentes, o mas eficaces en la eliminacién de biotoxinas
II. La trazabilidad a lo largo de toda la cadena de alimentaria
V. La conservacion de la biodiversidad y variabilidad genética.
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Descripcion de tareas

Con indicacién de Objetivos relacionados, fechas de ejecucion y Grupos de Investigacidén que
participan en la Tarea propuesta

Objetivo 2.1

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 afio 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 afectd 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 GSI
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 259C (alta) y tratados con distintos precursores. Las CF fueron capaces de realizar toda la
ruta esteroidogénica a 152C y 252C donde se observé una disminucidn de los niveles de expresion de
cyp19al 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 fisioldgicos 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, atin rojo, doraday lubina
(ausencia del genoma del lenguado), y se realizara un estudio de su distribucidn 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. Determinacidn de la relacidn
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



Financiado por Plan de Recuperacion NERALITA .n *
U vers RIS LSS GYVANEXT L
- . : ‘ o T‘ y :A'.?‘n. ncla R G A th'nk@

distribucion tisular de los distintos genes en machos y de hembras de estas especies. Se observaron
diferentes niveles de expresion de TRPVs segun 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
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 comparacién con la inhibicion a 4 °C.

En semen de dorada y lubina se probéd 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 incubaciéon 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 Investigacién 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 colaboracion 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 acidificacién 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
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sobre la calidad del huevo y del esperma, las puestas y sus progenies. Aparicién de la primera maduracion
sexual y calidad del filete.

Participantes: CSIC2

Colaboradores: CSIC8

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 Lhp
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 Fshf. 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 produccion 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 homdlogas 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 maduracidn 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
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futuro el efecto endocrino de cualquier tratamiento de induccién de la maduracién en esta especie. Se
esta realizando una tesis doctoral (César Cruz Castellon, CSIC2-UPV4). Se ha publicado 1 articulo.

Objetivo 2.2

Tarea 2.2.1 (M1-M45) - Abundancia de poblaciones larvarias de tellina y chirla - Deteccidn, identificacién
y cuantificacién 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 interés marisquero con poblaciones sobreexplotadas (tellina y chirla).
Desarrollo de técnicas moleculares (PCR y secuenciacion de ADN) para identificacion larvaria y para la
determinacién de la abundancia larvaria durante el ciclo anual mediante técnicas de DNA ambiental.
Participantes: UPV10

Resultado: Se ha perfeccionado y validado la metodologia de barcoding basada en el gen COI, tanto para
la identificacion de larvas individuales como para las muestras completas de plancton de tamafio mayor
a las 75micras. Se ha realizado un muestreo sistematico de postlarvas y juveniles de Donax trunculus en
el sedimento durante dos afios completos y un afio para postlarvas y juveniles de Chamelea gallina en
sedimento. Ademas, se ha iniciado el muestreo mensual de plancton para la identificacién y cuantificacion
de larvas de bivalvos, con énfasis en chirla y coquina. Queda pendiente completar el muestreo de plancton
completo y terminar de procesar resultados para obtener las publicaciones que se asociardn a esta tarea.
Grado de consecucion: 85%

Impacto: Se propondra una metodologia especifica para poder identificar y cuantificar larvas de moluscos
bivalvos, fundamentalmente especies de interés comercial en muestras completas de plancton mediante
PCR. Se espera desarrollar dos publicaciones.

Tarea 2.2.2 (M1-M45) - Censos de poblaciones - Censos de las poblaciones adultas de tellina y chirla,
caracterizacion ambiental y uso del biomarcador LMS (lysosomal membrane stability) para la evaluacidn
del estado de las diferentes zonas. Conectar resultados de suministro larval (tarea 2.9) con los censos de
juveniles y adultos de los bancos naturales.

Participantes: UPV10

Resultado: Se ha completado mas de 2 afio de censos de Donax trunculus (incluidos juveniles de menos
de 5 mm) y mas de un afio de censos de Chamelea Gallina. Se ha constatado una reducciéon de tallas de
Donax trunculus que comprometen la posible explotacion comercial, pero ademas se han detectado
fuertes mortalidades como consecuencia de las olas de calor marinas y al mismo tiempo el efecto de la
temperatura sobre la mortalidad ha sido validado en experiencias de laboratorio. Durante 2024 se
repitieron los ensayos de las respuestas basales, para diferentes temperaturas y salinidades, del
biomarcador LMS en Donax trunculus para confirmar los efectos de la temperatura y obtener muestras
para estudios de transcriptomica en relacion a la adaptacion/inadaptacion a la temperatura. Durante esta
segunda mitad de 2024 se ha iniciado el estudio de la respuesta al biomarcador LMS en las poblaciones
naturales, tanto de chirla como en coquina, afectadas por diferentes niveles de estrés y se estan
relacionando con las condiciones ambientales y los resultados de los censos en la zona. Se ha obtenido un
mapa de abundancias de ambas especies en la zona de pesca CVA-4.

Grado de consecucion: 95%

Impacto: Estd en desarrollo la tesis doctoral de Paula Soms Molina en el Programa de Doctorado en
Ciencia y Tecnologia Marina y Costera, que se espera finalizar en 2025. Ademas, se ha presentado un TFM
del Master en Evaluacién y seguimiento Ambiental de Ecosistemas Marinos y Costeros y hay otro en
proceso de elaboracidn. Se ha realizado una publicacién y se pretenden realizar otras tres en 2025.
Ademas, los resultados muestran la imposibilidad de mantener el sistema de explotacién pesquera

Tarea 2.2.3 (M1-M45)- Valoracién de la cria en cautividad de la chirla/tellina - Acondicionamiento de
adultos en criadero e induccion de puestas con dietas de microalgas adecuadas. Determinacién de su
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(muestreos quincenales) mediante histologia y tests de calidad gamética.

Participantes: UPV10

Resultado: Se han completado procesos de reproduccion en cautividad de la chirla en el afio 2023 y 2024.
Se ha trabajado el acondicionamiento y crecimiento en criadero de Donax trunculus con buenos
resultados y se estd en condiciones de proponer un disefio para optimizar los crecimientos. Se han
identificado las mejores condiciones para la maduracion sexual y la respuesta a la induccion de la emision
de gametos. Como resultado de este estudio se ha identificado la temperatura del agua como un factor
critico. Se ha podido comprobar que las temperaturas extremas del agua del mar que se han observado
en los ultimos afos en verano estan muy cercanas a las que provocan estrés reproductivo en cautividad,
y posiblemente tengan un efecto similar en el medio natural. Se han recogido muestras de ejemplares en
los bancos naturales para realizar un analisis de la influencia de la temperatura en la reproduccién en el
medio. Se ha estudiado la viabilidad y el crecimiento larvarios a las temperaturas ambientales y se ha
detectado un efecto drastico de las olas de calor sobre la supervivencia durante la metamorfosis. La cria
en cautividad de la chirla durante 2024 ha permitido establecer las pautas de acondicionamiento de
reproductores, inducciones de puestas, control de puestas espontdneas, y permite la comparacién con
resultados de 2023. Finalmente se ha podido determinar una enorme variabilidad en la tasa de
crecimiento en la progenie. Se estd realizando genotipado de la progenie de 2023 y de muestras de
poblacidn natural con microsatélites y SNPs, para asignacion parental y determinacion de la variabilidad
genética. Queda pendiente la publicacidn de los resultados.

Grado de consecucion: 80%

Impacto: Se estd preparando un articulo que serd sometido a evaluacidn en breve. Se podra ofrecer el
procedimiento de seleccién de reproductores, acondicionamiento en criadero para Chirla y se realizara
una propuesta de produccion de Coquina combinando la captura de individuos no comerciales y el
engorde en criadero como opcidn al cierre del caladero en la Comunidad Valenciana.

Objetivo 2.3

Tarea 2.3.1 (M1-M45) - Identificacion de SNPs asociados a caracteres productivos - Evaluacién de la
relacidn crecimiento-maduracion en lubina. Anadlisis de asociacion genética de SNPs a la maduracién y
crecimiento. Evaluacion de panel SNP como método de diagndstico molecular y su potencial aplicacion
multiespecie.

Participantes: CSIC2

Resultado: El objetivo de esta tarea es identificar SNPs (Polimorfismo de nucleétido Unico) asociados a
caracteres productivos en la lubina, como la maduracién y el crecimiento. Esto permitira, localizar y
caracterizar las regiones cromosdmicas involucradas en el control de los mismos y, disponer de
marcadores moleculares para su uso en programas de mejora y seleccién genética para esta especie. La
busqueda de polimorfismos asociados a la maduracién ha permitido la identificacion de un total de 1603
SNPs potenciales asociados con el caracter y que ahora necesitan validarse para confirmar la asociacion
genotipo-fenotipo. Actualmente se han seleccionado un total de 42 SNPs en base a su nivel de
significacion y los analisis de asociacion se esta llevando a cabo mediante el genotipado de SNPs usando
la plataforma MassArray (Sequenom). Un total de 380 individuos procedentes de 5 cohortes se han
analizado para este panel de 42 SNPs, lo que incluye un total de 285 machos inmaduros y 95 machos
precoces que se han genotipado y analizado mediante el programa Genepop. De momento se han
observado 13 posibles SNPs candidatos con una capacidad de asignacion al caracter del 70%. Su validez
esta siendo analizada en las cohortes de referencia establecidas, pero no se descarta su corroboracion en
otras cohortes de lubina y aumentar el nimero de SNPs asociados al caracter.

Grado de consecucién: 55%

Impacto: Se ha realizado una validacién preliminar de un total de 13 marcadores SNPs seleccionados que
muestran asociacion al estado de maduracion en la lubina (precocidad). Estudios adicionales esperan
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poder confirmar esta asociacion y disponer de un panel de marcadores con capacidad de asignacién al
caracter >95% y de aplicacién en programas de seleccidn.

Tarea 2.3.2 (M1-M38) - Identificacion de ejemplares cuyo esperma demuestre una especial resiliencia a
los cambios de temperatura y de pH, y criopreservacion de sus recursos genéticos - Puesta a punto de
protocolos de congelacidn de esperma para 5 especies de peces objeto de estudio (anguila europea, atin
rojo, dorada, lubina y lenguado). Se congelaran muestras de esperma (creacién de un criobanco) de
aquellos ejemplares mas resistentes a temperaturas altas y/o valores de pH bajos. Se realizaran
experimentos especificos para el analisis periddico de la supervivencia espermatica a largo plazo (meses,
afios) para garantizar la viabilidad de los recursos genéticos criopreservados.

Participantes: CSIC2, UPV4

Colaboradores: CSIC1 & ICRA-IEO (Murcia)

Resultado: Se han revisado/optimizado los protocolos de congelacion de esperma de anguila, dorada,
lubina y lenguado. Se han probado diferentes concentraciones de crioprotectores, y el efecto de la
dilucién del esperma descongelado, en diluyente inactivador. El DMSO ha proporcionado los mejores
resultados, y ha resultado positivo el incluir en el protocolo la dilucidn del esperma descongelado.

Se evaluo la calidad de muestras de esperma descongelado de las 4 especies, diluidas o no con NAM, y
mantenidas a 4 °C. Con las condiciones adecuadas, el esperma de anguila y dorada se puede utilizar sin
pérdida de calidad hasta 48 h después de la descongelacién. Quedan pendientes las evaluaciones
postcongelacion de las muestras de lubina y lenguado, que ya han sido congeladas.

Se valoré la calidad del esperma de las 4 especies congelado en cdpsulas biodegradables de gelatina o
hipromelosa como recipientes alternativos a las pajuelas de plastico. Las cdpsulas resultaron utiles para
mantener la calidad espermatica.

Usando el challenge test del efecto combinado de pH y temperatura se identificaron ejemplares de
dorada, lubina y lenguado que produjeron muestras de esperma resilientes a los cambios de temperatura
y de pH. Se cred un criobanco de muestras de esperma resilientes a altas temperaturas y bajo pH (dorada,
50 pajuelas; lubina, 30 y lenguado, 7 pajuelas) usando los protocolos puestos a punto.

Grado de consecucion: 90%

Impacto: En cada especie se ha determinado cual de los challenge tests (tarea 2.1.3) resulta mas adecuado
para identificar machos resilientes a los cambios de pH y temperatura. Estas herramientas se han utilizado
para seleccionar los machos resilientes, y se ha creado un criobanco de muestras seleccionadas, que se
ampliard en los periodos reproductivos de cada especie en 2024-25. Se han publicado 2 articulos.

Tarea 2.3.3 (M1-M45) - Gendmica de chirla y tellina - Obtencién de secuencias del genoma de la chirlay
la tellina mediante secuenciacidon masiva para obtener un genoma y un transcriptoma de referencia, y
aplicacién a un estudio de la expresion génica asociada a las diferencias de supervivencia y crecimiento
en cautividad.

Participantes: UPV10

Resultado: Secuenciacion del genoma de la chirla: extraccion de ADN de alto peso molecular y envio para
secuenciacion. Ya disponibles las secuencias obtenidas mediante Oxford Nanopore e lllumina. Se estd
realizando el HI-C, el ensamblaje y la anotacion del genoma. Respecto a la secuenciacion del genoma de
Donax ha sido aboradado por el proyecto Thinkinazul de Andalucia, RECLAM, y se colabora estrechamente
con ellos en la obtencion del transcriptoma y la expresién asociada a los experimentos de la Tarea 2.2.2.-
(Estudio de la expresion génica mediante RNA-seq del efecto combinado de la temperatura del agua y la
salinidad en la coquina (Donax trunculus)).Se esta realizando el estudio de la expresion génica mediante
RNA-seq del efecto de la temperatura del agua en la chirla.

Grado de consecucion: 70%

Impacto: El hecho de tener disponibles el genoma de Chirla y Coquina es uno de los principales hitos de
la tarea y abre un abanico de posibilidades de estudios para el aprovechamiento de ambas especies en el
futuro. Se prepararan varias publicaciones conjuntamente con integrantes del proyecto “An integrated
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multidisciplinary approach to understand bivalve fisheries collapse and recovery” del Plan
Complementario I+D+| de Ciencias marinas de Andalucia.

Tarea 2.3.4 (M1-M45) - Polimorfismos de DNA y QTL de chirla y tellina- Deteccién de SNPs a partir de las
secuencias de la tarea 2.12, elaboracidén de mapas de ligamiento y estudio de familias para deteccién de
QTLs de crecimiento y supervivencia.

Participantes: UPV10

Resultado: Con el avance en la tarea anterior respecto del genoma de Chirla, la semilla de chirla obtenida
en 2023 en el IATS, se ha estudiado la estructura familiar de la progenie (tests de paternidad) usando
microsatélites. Ademds, se esta completando el estudio de contribucién de progenitores sobre 300
individuos de la progenie de 2023. Y se estd analizando la progenie para polimorfismos de ADN (SNPs), e
intentar realizar un mapa de ligamiento que permita determinar las regiones especificas del genoma, o
QTLs, relacionadas con la variabilidad entre individuos para caracteres biolégicamente relevantes, como
la determinacion del sexo, la tasa de crecimiento y la viabilidad de larva a adulto. Se sigue trabajando en
el genotipado de la progenie de 2023, 2024 y de muestras de poblacién natural con microsatélites y SNPs,
para asignacidén parental y determinacién de la variabilidad genética. Quedan pendientes también la
publicacién de los resultados.

Grado de consecucion: 60%

Impacto: Permitira elaboracion de mapas de ligamiento y estudio de familias para deteccion de QTLs de
crecimiento y supervivencia frente a estresores como la temperatura y las olas de calor en el
Mediterraneo. Se tiene prevista una publicacién.

Progreso de las tareas a M33

Progreso de las tareas

2.1.1 |
2.1.2 I

2.1.3 |
2.1.4 |
215 I

22,1
222 I
223 I

231 I

23,2 |
233 I

234 I

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Objetivo 2.1

Objetivo 2.2

Objetivo 2.3

Siendo el M1 enero del 2022



