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Control endocrino de la gametogéenesis

El cerebro integra
informacion
externa e interna
y controla la
secrecion de
gonadotrofinas en
la hipdfisis.

Cerebro

+/-

—
A 4

|
La hipdfisis
sintetiza FSH y LH,
las hormonas
centrales en el
control de la
gametogénesis.

GnRH = hormona liberadora de gonadotrofinas

. FSH = hormona estimulante de los foliculos
Gonadotrofinas B .
LH = hormona luteinizante
E2 = estradiol
Esteroides sexuales | 11KT = 11-cetotestosterona

DHP = 17a,20B-Dihydroxy-4-pregnen-3-one

Estimulos externos
(Luz, T3

Factores enddgenos

Receptor Receptor

FSH

v

= Gonadas

Gametos l

Esteroides sexuales
11KT DHP
E2

’_T

Los esteroides sexuales producidos por las gonadas
controlan el eje endocrino a diferentes niveles
mediante retroalimentacion positiva y negativa.

G-



Gametogénesis: proceso gonadal de formacion de gametos haploides (n) a partir de células germinales diploides (2n).
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Estructuras basicas: células germinales rodeadas de las células de soporte, y separadas
del espacio intersticial por la membrana basal. En el espacio intersticial se situan las células
esteroidogeénicas.

Foliculo ovarico Espermatociste testicular

/ Célula de Sertoli
Espermatogonia
\.A ®

Membrana basal

Células de Leydig (esteroidogénica)

Oolema (membrana del oocito)

Zona radiata

— Células de la granulosa (capa folicular)

T-—" Membrana basal

Célula de la teca (esteroidogénica) ‘~ 6



Oogénesis

Crecimiento primario o
previtelogénesis

Fase premeioética

<
Oog

2. Tras varias duplicaciones por
b 10pm_ mitosis las oogonias entran en
- meiosis | (ml).

1. Inicialmente las oogonias (OoQ)
proliferan por mitosis, formando nidos
rodeados por células prefoliculares
(PF) y situados en el epitelio germinal.

3. La meiosis | se detiene en la profase para formar el oocito primario (Op),
paralelamente tendra lugar la formacion del foliculo, rodeandose el oocito de las
células de granulosa. El foliculo esta envuelto por la membrana basal, que se

rodeara por las células de la teca.

4. Inicialmente los oocitos primarios tienen multiples nucléolos distribuidos
irregularmente en el nucleo (Omn). Posteriormente los nucléolos se disponen
alrededor de la cara interna de la membrana nuclear por lo que se les conoce

también como oocitos perinucleolares (Opn).
G 7



Oogénesis

»

Crecimiento primario o
previtelogénesis

Inicio vitelogénesis

Detalle dos foliculos
by

Inicio de
incorporaciéon de
granulos de vitelo.

5. En esta etapa el
oocito incorpora lipidos
(inclusiones lipidicas,
il) y sintetiza alveolos
corticales (ac). Ambos
pueden observarse en

el citoplasma.

6. Vitelogénesis inicial: en la periferia del ooplasma se inicia la
acumulacién de granulos de vitelo (gv) derivados de la
vitelogenina incorporada en el oocito. Se hace evidente el
desarrollo de la zona radiata (zr) alrededor del oocito, seguido de
la capa de células de granulosa (gr), la membrana basal (mb), y
en el exterior células de la teca (ct), vasos sanguineos etc.

G:




Oogénesis

Crecimiento secundario o vitelogénesis

Detalle foliculo

@
e

Vista general de un ovario en vitelogénesis

- P
=~ Prse

II V|tlgenS| media 7. Vitelogénesis media: el 8. Vitelogénesis tardia y
F A oocito sigue creciendo con el postvitelogénesis: los oocitos
aumento de granulos de vitelo alcanzan el final de su fase de
Detalle e inclusiones lipidicas, que crecimiento y contienen
' foliculo junto con los alveolos abundantes granulos de vitelo e
! corticales se disponen en inclusiones lipidicas de un mayor
anillos concéntricos. tamafo. El nucleo o vesicula
zr germinal aun se encuentra en el

centro del oocito.

Foliculo en vitelogénesis avanzada

A 9



Oogénesis

Maduracion

Vista general ovario con foliculos en maduracion
Vista general ovario en inicio maduracion Detalle foliculos (md), atrésicos (atr) y ovulados (ov)

T R din b

9. En la maduracion la vesicula germinal
(vg) empieza a mirar hacia el polo animal,
en la periferia del ooplasma. El oocito
aumentara mas de tamafo por su
hidratacion, los granulos de vitelo se
fusionaran y se volveran transparentes y
se producira la coalescencia de la gotas
lipidicas.

10. Posteriormente se producira la rotura
de la membrana nuclear conocida como
‘rotura de la vesicula germinal” y se
reanudara y completara la primera division
meidtica.

A 10



Oogénesis

Ovulacion y Atresia

11. En la ovulacion se produce la
rotura del foliculo, y el oocito se
desplaza al lumen ovarico
convirtiéndose en un huevo y dejando
atras el foliculo postovulatorio (ov).
Este adquiere forma irregular y puede
persistir en el ovario durante un tiempo
variable, siendo un indicador de
puesta.

12. Los foliculos no
ovulados entran en atresia
(atr) para su descarte,
pierden su formay
caracteristicas. El oocito se
reabsorbe y es fagocitado
por las células foliculares
que se hipertrofian.

13. Tras la etapa de atresia se

inicia de nuevo la
previtelogénesis.

A 11



Espermatogénesis

Fase premeiotica

 Spg en
mitosis

N

permatogonias mediante
mitosis, dentro de un mismo espermatociste rodeado por células de Sertoli.
La ultima generacion, denominadas espermatogonias B (SpgB), son de
menor tamafo y de coloracidon mas oscura. El numero de divisiones

mitéticas de las espermatogonias antes de entrar en meiosis
A 12

1. Testiculo inmaduro: solo se observan espermatogonias A

(SpgA) en los Iébulos, con 1 0 2 nucléolos y cada una rodeada

de células de Sertoli (S). varia segun la especie.
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3. Tras la entrada en meiosis aparecen los
espermatocitos primarios (Sctl), similares en tamano
a las SpgB pero mas densos, y con un menor ratio
citoplasma: nucleo, que ira disminuyendo aun mas en
los siguientes tipo celulares.

Espermatogénesis

Etapas meioticas

Vista general
¥

“ Detalle

4. Al final de la meiosis | aparecen los espermatocitos
secundarios (Sctll), de menor tamafio, de vida media muy
corta y dificiles de observar. Como resultado de la meiosis Il

aparecen las espermatidas (Std), células que siguen la

dinamica de disminucion de tamafo. Existen
hasta 3 tipos de espermatidas, a veces dificiles
de distinguir.

A 13



Espermatogénesis

Espermiogénesis y regresion

__Espacio intersticial

Esperma' residual SpgA |

6. Al finalizar la espermiacion el
testiculo entra en regresion. Las
células de Sertoli fagocitan
esperma residual y finalmente el
testiculo se reestructura para
iniciar otro ciclo con la
renovacion de las SpgA
indiferenciadas.

T4

- - £ @r, P '<
%"J \!‘rfsﬁp” g‘ q!” ﬁ m’ w
8. Lobulos preparados para
iniciar renovacion.

5. En la espermiogénesis las espermatidas sufren
cambios morfolégicos y se diferencian a
espermatozoides (Sz) con la aparicion del flagelo
y la cabeza del esperma. Los cistes se abren para

liberar a los espermatozoides en el lumen. A 14
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Objetivos del control del sexo en acuicultura

Favorecer el sexo con
mayor crecimiento Valor de los gametos Reduccién de la agresividad

"~ '] CAVIAR RUSSE

Piferrer, Inst. Ciencias del Mar. CSIC. Barcelona



Hibridacion interespecifica

Los hibridos interespecificos suelen formarse mediante el
apareamiento de dos especies diferentes del mismo género.

Objetivo comun: producir una descendencia que rinda mas que las
dos especies parentales (vigor hibrido o heterosis positiva).

- Mejorar el rendimiento de la produccion
Crecimiento, resistencia a las enfermedades, proporcion de sexos, etc.

- Reducir o eliminar la reproduccion no deseada
Calidad del producto, contencidon genética.

- Combinar o crear rasgos deseables
Forma del cuerpo y tasa de crecimiento.

Ejemplos
- Hibridos de tilapia en Israel
- Lubina rayada hibrida en EE.UU.

- Pez gato hibrido en Tailandia

Piferrer, Inst. Ciencias del Mar. CSIC. Barcelona G 18




Hibridacion entre especies de tilapias

Tilapia del Nilo (Oreochromis Tilapia azul (O.
niloticus); XX/XY aureus). ZW/ZZ 100% ZX
T Todos machos
~~~~~ X = Mejor crecimiento
y mayor tolerancia
al frio y salinidad.
Tilapia de Mozambique Tilapia Wami

(O. mossambicus); XX/XY  (O. honorum); ZW/ZZ 100% ZX
~ sl ™ P © e Todos machos
M, algunas cepas
producen peces de
piel roja con
tolerancia a la sal.

El cromosoma Z es dominante sobre el cromosoma X en las tilapias.

Baroiller & D’'Cotta, 2019. En: Sex Control in Aquaculture. Wiley G 19



Hibridacion en la familia Moronidae

Striped Bass
(Morone saxatilis)

R Y
® N

White Eass

- 100% hembras

- Supervivencia muy alta
Yellow Bass - Crecimiento muy bueno

(M. mississipiensis)

.
Wolters & DeMay, 1996. J. World Aquaculture Soc., 27, 202—-2007 C 20



Control hormonal de la proporcion de sexos

Los esteroides sexuales enddgenos estan implicados en el proceso de diferenciacion sexual.

La accion de los esteroides sexuales exdgenos puede anular la de los esteroides enddgenos.

Método { Gonada sexualmente indiferenciada + Androgeno > Masculinizacion
directo L Ggnada sexualmente indiferenciada + Estrégeno - Feminizacion
Masculinizacion Feminizacion
Se utiliza para la produccion: Se utiliza para la produccién:
- de machos por el metodo directo. - de hembras por el método directo.
- de hembras por el metodo indirecto. - de machos por el método indirecto.

Fotos cortesia Dr. lvan Valdebenito

Piferrer, 2001. Aquaculture, 197: 229-281 G 21



Mecanismo XX-XY (M:H)
(Machos heterogaméticos)

Mecanismo ZZ-ZW (M:H)
(Hembras heterogaméticas

Métodos indirectos para el control del sexo

Objetivo: Feminizacion Objetivo: Masculinizacion
XX———XY F_,
F, X—7X 3 N M.
_ I 7 =
n ] XY———XX XY—T—XY Fo
Fo XX M| LH H_. M
‘M
} I ] XX XY XX 2XY YY xx Fy
F, XX XX XY H M H M M H
F H M 75% machos
100% hemb o
1:0 (F:M) 50% machos %o hembras 25% hembras 'y F>
(1) o
100% hembras 50% hembras 100% machos
F ZW— 277
....... Ho.... M - F_, ZW——2Z
- | N - I R M.
n b D =
Fo ZW—T—ZW 2z — W N }
Ho | L Moo M, : Fo zz—F—2zw 2z - zz
H : H H M
Fyzz WW 2ZW zz 2z zZw 1 |
M ‘ H H M M H F,  Zw Z2z Z2Z
| 25% machos 50% machos H M M
) 50% hembras
F, ZI_VIV 75% hembras ° 50% machos 100% machos

100% hembras

50% hembras

Piferrer, 2001. Aquaculture, 197: 229-281
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Implementacion del control hormonal del sexo
(método de intervencién minima)

1. Determinacion histoldégica del momento de la diferenciacion sexual en
relacion con la edad, el tamano y las condiciones de cultivo.

2. ldentificacion del periodo labil mediante la administracion de esteroides a
intervalos anteriores a la diferenciacion sexual.

3. Reducir en lo posible la duracion del tratamiento y la dosis afinando el
momento del tratamiento. Probar los esteroides naturales y sintéticos.

Ventajas del “método de intervenciéon minima"

= Mantenimiento de la eficacia

= Reduccion de la duracion del tratamiento

» Reduccion de la dosis de hormonas y del coste
» Reduccion del impacto medioambiental

= Reduccioén o eliminacion de los efectos secundarios

Piferrer, 2001. Aquaculture, 197: 229-281 G 23



Gestion de poblaciones naturales en peligro

Objetivos: Tratamiento con estrégeno
. v
Control de especies invasoras no ‘ -
deseadas

Rescate de especies en peligro de

I
extincion. ’
|

Método: _ .
Cribado del genotipo
Introduccion repetida de individuos | | |
con genotipos sexuales especificos X -_X_’

para favorecer los genotipos I I

deseados. - -

EJempIOS: Tratamiento con estrégeno
Machos (m) XX “ ' !
portadoras de “cromosomas ‘ ’
Hembras (h) YY = sexuales troyanos”.

Cribado del genotipo

' v

Portador de X
Wedekind, 2019. En: Sex Control in Aquaculture. Wiley cromosomas troyanos N 24



Gestion de poblaciones naturales en peligro

Propuesta adecuada solo para especies con un
sistema de determinacion del sexo genético del tipo
XX/XY o ZW/ZZ.

Requiere comprobacion en condiciones naturales.

Sistema XX/XY Sistema ZW/ZZ

Tipo liberado - ‘ - ‘ - ‘
X X X X X X
C ient
ol medio natura T T T I- ’\ T
5 .
re;%?tzrrllltee - - - ’ ’ ‘ ‘ -

Wedekind, 2019. En: Sex Control in Aquaculture. Wiley ‘~ 25




La induccion de la triploidia para evitar la

maduracion sexual

La triploidia implica tres conjuntos de
cromosomas en lugar de los dos habituales.

Tres conjuntos de cromosomas
permiten la mitosis (crecimiento) pero
bloquean la meiosis (reproduccion).

La triploidia suele implicar esterilidad
genética (y por tanto infertilidad
funcional).

Triploidia - Esterilidad genética
en ambos sexos:; Esterilidad endocrina
en las hembras.

o |

Ovocito El choque
secundario 1 ts)Logquunedaala
detenido en la Meiosis | ~PB1 egun
metafase de la division @ division
segunda meiotica
division - S del 6vulo.
meidtica. Shock , —

—
o
5

Meiosis Il
La fecundacion S @
retoma la
segunda division
meidtica del
6vulo.
Diploides Triploides

Para simplificar, en esta especie hipotética 2n = 2. Asi, cada barra dentro de la
célula representa un cromosoma y las barras superpuestas indican las cromatidas
hermanas tras la replicacion del ADN durante la meiosis |. PB= corpusculo polar.

Piferrer et al. 2009. Aquaculture, 293: 125-156
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Efectos de la triploidia sobre el desarrollo gonadal

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) Lubina (Dicentrarchus labrax)
Diploides Triploides
Diploides /i
Machos Machos
o Hembras
Triploides
Felip et al. 2001. J. Exp. Zool., 290:384-395
Diploides
¥ | Hembras

Los efectos siempre son mas
pronunciados en hembras.

G~

Triploides

Fotos cortesia Dr. Ivan Valdebenito



Rendimiento de los triploides con respecto a los
diploides

La triploidizacion tiene dos tipos de efectos en
terminos de rendimiento:

- Una menor supervivencia inicial, debida al tratamiento, no al
nivel de ploidia.

- Menor rendimiento en algunas circunstancias especificas,
debido al nivel de ploidia.

En los moluscos, los triploides normalmente crecen mas que los
diploides.

En los peces, los diploides ralentizan su crecimiento cuando maduran;
los triploides siguen creciendo porque, especialmente las hembras, noc
A 28

maduran- Piferrer et al. 2009. Aquaculture, 293: 125-156



Control ambiental

En principio, podrian utilizarse los mismos factores que pueden influir en la
determinacion del sexo en las poblaciones naturales:

- Temperatura Tilapias, peces planos, lubina europea

- pH Poecilia melanogaster

- Densidad de cultivo Anguila europea; Anguilla anguilla

- Factores solciales  Mero de pintas naranjas; Epinephelus coioides

La manipulacion ambiental puede utilizarse para:

- Aumento de la proporcion de machos en especies en las
que
los machos crecen mas rapido (e.g., tilapias, siluros).

- Producir machos XX y machos ZW (neomachos).

Hace falta un mejor entendimiento de los factores especificos y los periodos sensibles.

El control ambiental es un método que no implica el uso de hormonas.

Piferrer, Inst. Ciencias del Mar. CSIC. Barcelona ‘~ 29



Aplicacion de técnicas de edicion de genes

Existen varios métodos:
- Zinc finger nucleases (ZFNs),
- Transcription activator-like effector-based nucleases (TALEN)

- Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR/Cas9) system

CRISPR/Cas9 se impone y se basa en:

- Crear roturas de doble cadena especificas del lugar
(DSBs) en los lugares deseados del genoma

- Reparar mediante la unidon de extremos no homdlogos _ - Shie CaeatBn bl bt
(NHEJ) 0 recomblnaCI(’)n homéloga (HR)’ Gene disruption by deletions or insertions phaheRgEissocmainaton
dando lugar a mutaciones especificas ("ediciones")

Aplicaciones en especies importantes en acuicultura

Especie Gen Método Resultado
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) cyp19ala | TALEN Inversion parcial del sexo de hembra a macho
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) nanos2 | CRISPR-Cas9 | Inversion sexual de hembra a macho
Lenguado chino (Cynoglossus Testiculos con aspecto de ovario y
semilaevis) amrtt TALEN espermatogénesis alterada
Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sdY ZFNs Inversion sexual de macho a hembra
Salmon del Atlantico (Salmo salar) dnd CRISPR-Cas9 | Esterilidad

Gao & Drapper, 2019. En: Sex control in Aquaculture. Wiley G 30



Produccion de peces estériles mediante una
tecnologia transgénica de silenciamiento de genes

Sobreexpresion inducible de Sdf1a en el pez cebra.

Promotor de choque térmico (hsp70) y nanos3 3' UTR para promover la expresion de Sdffa.

Tras la induccion por calor, la sobreexpresion de Sdffa interrumpe la sefalizacion de Sdf1a
a través de la saturacion del receptor de Sdf1, Cxcr4b, en las PGCs, lo que impide su

correcta migracion.

Female

Noemal PGC migration é\%g

&\ Broodstock

_ Gonadal region

Raised at 23-25°C PGCs

- i

Fertilized eggs

PGCs Gonadal region
Heat treatment at

34.5°C for 18 hours ﬁ

>

LAGE

Adult infertile fish
No fertile gonadal development

Disrupting Sdfla signaling

resulting in PGC mis-migration

Knaut et al. 2003. Nature, 421: 279-282 G 31



Produccion de peces estériles mediante una
tecnologia no transgénica de silenciamiento de genes

Vivo, un transportador molecular que introduce el morfolino oligdmero (MO)
contra deadend - mala migracion de las células germinales primordiales del
pez cebra y su diferenciacion en células somaticas - peces estériles.

A

Germ cells i . . . c
T Control female

Control
Germ cells

\ ’a
J \ l \\ E
=

5,
@
A "": :L'\. g
1 \ >
v ©
(=)
G ia @

dnd-MO-Vivo region infertile  male  female

Wong & Zohar. 2015. Scientific Reports, 5:15822
‘ Ay 32
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Procedimientos de campo y de laboratorio para monitorizar y controlar
la maduracion sexual de los peces

Estrategia Adultos ___________|Juveniles

Masaje abdominal Durante el periodo Durante el periodo
reproductivo la liberacion de reproductivo la liberacion de
esperma confirma la esperma confirma la madurez
maduracion del animal y el temprana (precocidad sexual)
sexo. No letal. del animal y el sexo. No letal.

Biopsia ovarica Durante el periodo Durante el periodo
reproductivo, si el animal no reproductivo, si el animal no
libera esperma, proceder a la libera esperma, puede ser un
canulacion. La presencia de macho o una hembra inmadura.

ovocitos confirma el sexo y la Si hay indicios de ser una

posicion central del nucleo hembra valorar su canulacion.

su maduracion. No letal. Nunca forzar la entrada de la
canula. No letal. Considerar
otras estrategias.

Evaluacion del indice Sus valores son orientativos  Sus valores son orientativos
gonadosomatico (IGS) (letal). Considerar analisis (letal). Considerar un analisis
hormonales (no letal). histologico (no letal).

G-



Procedimientos de laboratorio para monitorizar y controlar la maduracion
sexual de los peces

Estrategia Adultes ____________Juveniles

Analisis histoldgico Requiere de la toma de muestras y Aplicable. El reconocimiento de las
procesado para observacion en el células germinales y el estado de
microscopio. El reconocimiento de las desarrollo gonadal puede ayudar a
células germinales determina el la identificacién y confirmacién de
estado de desarrollo gonadal y el animales precoces (pubertad
sexo del animal. Procedimiento adelantada). Letal.

recomendable para caracterizar el
proceso de gametogénesis de una
especie. Letal.

Evaluacién de los niveles de Requiere la toma de una muestra de Aplicable. Recomendable para

esteroides sexuales y/o sangre para la obtencion del plasma. conocer la biologia reproductiva de

vitelogenina (Vtg) en plasma Se necesita disponer de un ensayo una especie: su gametogénesis y la
(tipo ELISA) para su cuantificacion. transicion de un estado inmaduro a
Valorar el uso de kits comerciales (T, maduro. No letal.

11-KT, E, Vtg). Para Vtg puede
considerarse otra estrategia. Los
niveles hormonales y/o ratios son
indicativos del estado de maduracion
y el sexo del animal. Pueden evidenciar
una alteracion reproductiva. No letal.
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Procedimientos de laboratorio para monitorizar y controlar la maduracion

sexual de los peces

Método Adultos | Juveniles

Analisis semicuantitativo de
vitelogenina

Analisis moleculares

Técnica alternativa al ELISA, la
identificacion y cuantificacion de esta
proteina puede hacerse a través de una
técnica analitica denominada “western-
blot”. Su uso requiere de un anticuerpo
anti-Vtg especifico de la especie. No letal.

El uso de herramientas moleculares
(gendmica comparada) puede ayudar a
identificar genes candidatos asociados a
la maduracion (u otro caracter) en la
especie de interés. Su aplicabilidad
requiere de confirmacion en la especie de
estudio. Analisis de expresion génica de
individuos en diferentes estados del
desarrollo gonadal pueden ayudar a
dilucidar su implicacion en el proceso de
maduracion. De acuerdo con el tipo de
muestra necesaria para el analisis este
método puede o no resultar letal para el
animal.

Aplicable. De acuerdo con los niveles de
deteccion en animales juveniles puede
ayudar a la identificacion y confirmacion
de hembras precoces (pubertad
adelantada). No letal.

Aplicable. La identificacion de un gen
asociado con la maduracion puede
servir para evidenciar la pubertad
adelantada del animal. De acuerdo con
el tipo de muestra necesaria para el
analisis este método puede o no resultar
letal para el animal.
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Terapias hormonales para inducir la maduracion: nivel gonadal

Administracion en medio liquido (suero fisiolégico) mediante inyeccidn intramuscular o intraperitoneal.
Valorar las dosis de acuerdo a la especie de estudio y su aplicacion en otras especies.

Tipo m Intervalo | Consideraciones

Extracto de
pituitaria

Hormona
placentaria

Esteroides
gonadales

horas-dias

horas-dias

- Contenido variable de Lh de la pituitaria.

- Administracién de hormonas adicionales de la pituitaria
con efectos adversos para los peces receptores.

- Potencial transmision de enfermedades desde el pez
donante al receptor.

- Requiere administrarse cuando la vesicula germinal
esta migrando.

- Puede causar inmunorreacciones en el pez receptor,
reduciendo o eliminando su efecto en inyecciones
posteriores.

- Su uso mejora con la administraciéon combinada de
extracto de pituitaria de carpa (CPE) o salmoén (SPE).

- Requiere administrarse cuando la vesicula germinal
esta migrando.

- Su uso puede acompanarse con la administracion de la

gonadotropina corionica humana (GCH) de origen
placentario.
‘ Aw 38



Terapias hormonales para inducir la maduracion: nivel cerebral

Valorar las dosis de acuerdo a la especie de estudio y su aplicacion en otras especies.

Tipo _Nodosis intervalo Considoracionos

Analogos de
GnRH (LHRHa)

horas-dias - En ocasiones se administra con antagonistas de
dopamina (pimozide, reserpine, metacloropramide)
- Moléculas pequeinas que no generan respuesta
inmune en los peces receptores.
- Se obtiene de forma pura, evitando el riesgo de
transmitir enfermedades a los peces receptores.
- Su estructura similar en muchos peces permite su
uso en un gran numero de especies con efectividad.

Administracion intramuscular o intraperitonealmente

Inyeccion

Implantes

Microesferas

Medio liquido: hormona disuelta en suero fisioldgico. Tratamiento agudo. Necesita
del manejo de los animales. Requiere administrarse cuando la vesicula germinal
esta migrando.

Medio sélido: preparados a base de colesterol o mezclados con celulosa.
Tratamiento a largo plazo. No requiere administrarse cuando la vesicula germinal
esta migrando. Resulta complicado evaluar la cantidad de hormona liberada.

Medio solido: preparados a base de polimeros biodegradables. Tratamiento a largo
plazo. No requiere administrarse cuando la vesicula germinal esta migrando. Uso en
especies de gran tamanio, reduciendo su manejo. Cierta destreza en su
preparacion.
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Valoracion del exito en el control artificial de la
maduracion sexual en peces de cultivo

Fertilizacion artificial A\ Puestas naturales

G+



Valoracion de |la calidad del huevo

Flotabilidad

Parametro de

calidad por
excelencia.

‘°/)aa

ﬁ\ e L

Transparencia

Indicativo de un
buen desarrollo.

Divisiones
simétricas

Indicativo de un

buen desarrollo.

Formay
tamano

Medicion del
diametro del
huevo.

Numero de
gotas lipidicas

Su correlacion con la
buena o mala calidad
de los huevos es
controvertida.
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Valoracion de la calidad del
esperma

El porcentaje de espermatozoides
motiles y su intensidad puede
evaluarse usando un microscopio
optico de acuerdo a una escala de
valores creada por el operador. La
duracion de la motilidad puede
estimarse con la ayuda de un relo;.
Usualmente la muestra de esperma
necesitara diluirse antes de su
evaluacion debido a la densidad y
viscosidad del eyaculado.

Alternativamente, se puede hacer uso
de un sistema automatico para la
evaluacion de los parametros
seminales: Sistema CASA (motilidad,
concentracion, morfologia, vitalidad,
fragmentacion del ADN).

Porcentaje de motilidad e intensidad

100% inmoviles

<30% movilidad ligera, 70% inmdviles

20-50% movilidad rapida, 50-80% inmdoviles
50-70% movilidad rapida, 30-50% movilidad ligera
70-80% movilidad rapida , 20-30% movilidad ligera

>80% movilidad rapida-muy rapida

Modificado de Chambeyron y Zohar (1990)

@5 Without e 1545208 Suris) Number 00380 3S0 . =lE] ®
File i Lof SO0 20 feoad Uotions s s

e 1 [ T 2 e e e T

G-



Valoracion de la calidad de la puesta

Flotabilidad Sistema de incubacion

- Porcentaje de huevos en placa

viables (flotantes). » Porcentaje de huevos
* Porcentaje de huevos fertilizados y de
inviables (no flotantes). embriogénesis.

 Porcentaje de eclosion.

» Porcentaje de larvas vivas y
deformes (inviables) tras la
eclosion.

Supervivencia
larvaria
» Porcentaje de larvas

vivas en el sistema de
incubacion.




Indicadores de diagnostico de la pubertad
temprana en machos en cautividad

Seguimiento del numero de animales
fluyentes en la poblacion mediante
masaje abdominal.

Evolucion de los indices corporales:
gonadosomatico, viscerosomatico y
hepatosomatico.

Analisis histologico: porcentaje de los
estados gonadales y/o contaje de
divisiones mitoéticas (n° de
espermatogonias en divisidon/area o
técnica inmunocitoquimica con BrdU).




Indicadores de diagnostico de la pubertad
temprana en machos en cautividad

11- Ketotest?ﬁf&“}?t Determinacion de los niveles
B aas ﬁ ' plasmaticos de 11-ketotestosterona
ﬁ il mediante ensayo tipo ELISA.

Busqueda en bases de datos de genes de
BI

iInterés y su caracterizacion en la especie
de estudio.
&€Jlensempi

Analisis de expresion genica

(PCR a tiempo real).
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Consideraciones en el uso de estrategias
ambientales para el control de la

precocidad en peces de cultivo

Valorar la influencia de los factores

ambientales (temperatura, salinidad, fases

lunares, fotoperiodo, pH, ciclo de lluvias,
disponibilidad de alimento, la turbidez del
agua...) en el desarrollo gonadal

(gametogénesis) de la especie de interés.

Considerar el uso de diferentes
procedimientos que confirmen la
madurez sexual de los individuos de
acuerdo a una planificaciéon de muestreos
periodicos. Valorar si la aparicidon de la
precocidad lleva asociado caracteres
no deseados.

Estimar, si procede, “enmascarar” el
potencial factor ambiental responsable
del desarrollo gonadal en la especie de
interés. Evaluar el impacto sobre la
gametogénesis y por ende confirmar la

reduccion o inhibicidn de la precocidad.

Implementar
condiciones y

parametros
optimos de
control

Analizar
diferentes
indicadores de
la maduracion
sexual para
confirmar la
efectividad del
tratamiento

Deteccion de la
precocidad.
Valoracion de

su impacto.
¢, Supone un
problema?

Evaluar las
fluctuaciones
ambientales al

inicio de la
gametogénesis.

¢ Qué senal
exogena es clave
para el desarrollo

gonadal?.

Considerar los
factores proximos
(predecibles)

Considerar los
factores ultimos
(favorables)

“‘“Enmascarar” la
senal ambiental
considerando
tiempo/duracién
durante la
gametogénesis
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Bancos de recursos
genéticos de peces

La conservacion ex situ del
material genético, se emplea en
acuicultura con diferentes
objetivos:

« Facilitar el manejo reproductor,
planificando los cruces con
independencia del periodo de
maduracion.

« Transportar material entre
instalaciones.

» Conservar el material
necesario para los programas
de seleccion genética.

« Conservar las muestras
(fundamentalmente esperma)
durante los periodos de
cuarentena exigidos por las
normas biosanitarias.




Bancos de recursos
genéticos de peces

La elaboracion de bancos de
recursos tiene también
aplicaciones en otros campos:

» Biologia de la conservacion:
gestion de especies y
variedades locales en peligro
de extincion.

» Biotecnologia: conservacion
de lineas, variedades o
mutantes de especies modelo
de interés biotecnoldgico.

» Acuariofilia: conservacion de
variedades ornamentales de
alto valor.




Bancos de recursos
genéticos de peces

El diseno de una estrategia de Muestras Control dela || Requisitos
conservacion de recursos disponibles reproduction técnicos
genéticos ha de tener en cuenta
los condicionantes bioldgicos y ‘ ® \ [ N
tecnoldgicos de partida: Acuicultura @9 éj( T
* De qué estadios animales y
tipos de celulas disponemos. Biodiversidad ‘2 X E
°
» Del grado de control sobre el
ciclo reproductor de la especie : — @ g / T
en cuestion. Biotecnologia| @@ @(

* Del nivel de exigencia
tecnologica que podemos
permitirnos a la hora de
disenar el procedimiento
experimental.
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Candidatos para la creacion de bancos de
recursos geneticos

+ Espermatozoides:
*Criopreservacion técnicamente sencilla.

*Permite la conservacion del genoma paterno.

+ Ovocitos:
*Técnicamente muy complejo. Conseguido en algunos mamiferos.

*Permite la conservacion del genoma materno.

+ Embriones:

* Grado intermedio de dificultad. Primeros éxitos en vacuno, ovino y
gatos en 1995. Particularmente complicado en peces.

*Permite la conservacion del genoma materno y paterno.




Candidatos para la creacion de bancos de
recursos geneticos

+ Blastomeros:
*Buena supervivencia tras la criopreservacion.

* Preservacion del genoma diploide.

+ Células de la linea germinal:

*Relativamente faciles de conservar. Dificiles de
obtener.

*Preservacion del genoma diploide.

+ Células somaticas adultas:
*Faciles de obtener. Pueden ser cultivadas y congeladas.

*Preservacion del genoma diploide.
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Criopreservacion celular

La congelacion y la vitrificacion
a -196°C, temperatura del
Nitrogeno liquido o la liofilizacion,
permiten la conservacion
practicamente indefinida de las
células.

Otras alternativas, como la
refrigeracion, sélo proporcionan
plazos muy reducidos de
conservacion.

Los procesos de criopreservacion
son muy lesivos para las células
por lo que han de realizarse
cumpliendo estrictos protocolos y
sélo son aplicables a
determinados tipos celulares.




Tecnologias de regeneracion de individuos con
células criopreservadas

Espermatozoides
Procedimientos sencillos: fecundacion artificial, androgenesis.

Blastomeros

Procedimientos complejos: transferencia nuclear a ovocitos,
transplante a embriones receptores (quimerismo y produccion
subrogada).

Células de la linea germinal
Procedimientos complejos: transplante a embriones, alevines o adultos
receptores (quimerismo y produccion subrogada).

Células somaticas
Procedimientos complejos: transferencia nuclear a ovocitos.
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Tecnologias de regeneracion

Fecundacion artificial

Androgénesis

1. Inactivacion del
ovocito receptor

Radiacion UV

2. Fertilizacion . & W

@NW

Choque de
caloro
presiéon

jll\l'56

3. Diploidizacion del
genoma espermético




Tecnologias de regeneracion

Transferencia nuclear

1. Inactivacion del
ovocito receptor

Radiacion UV,
eliminacion mecanica

2. Microinyeccion del
nucleo conservado

3. Activacion del
desarrollo embrionario
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Tecnologias de regeneracion

Quimerismo y produccién subrogada

1. Transplante de
células conservadas a
organismo receptor

2. Generacion de una
guimera funcional

3. Colonizacion de la
gonada del receptor

4. Maduraciony (
obtencion de gametos ™

5. Regeneracion

mediante fecundacié%
G-
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