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RESUMEN

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES, POR
SEPARADO, EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA EUROPEA (Anguilla
anguilla)

La anguila europea (Anguilla anguilla) es una especie en peligro critico de extincién debido,
entre otras causas, a la sobrepesca. Para poder cerrar el ciclo de la anguila, es importante
la maduracion sexual en cautividad, la cual se logra con gonadotropina coriénica humana
(hCG) en el caso de los machos. Sin embargo, existen pocos trabajos sobre el efecto del
tratamiento con gonadotropinas, FSHy LH, en la espermatogénesis. En el presente estudio
se compara el tratamiento con gonadotropinas especificas de la anguila en la maduracion
sexual de los machos de esta especie. Los resultados indican que la FSH por si sola es
capaz de inducir todas las etapas de la espermatogénesis hasta la espermiacion, mientras
gue con el tratamiento con LH sélo se observan etapas tempranas del desarrollo, y no se
induce la meiosis de las espermatogonias en ningun caso.

Palabras clave: Anguila europea, espermatogénesis, hormonas recombinantes, FSH, LH,
espermiogénesis, acuicultura, reproduccién
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ABSTRACT

INFLUENCE OF TREATMENT WITH RECOMBINANT FSH AND LH, SEPARATELY, ON
EUROPEAN EEL (Anguilla anguilla) SPERMATOGENESIS

European eel (Anguilla anguilla) is a critically endangered species due to, among other
causes, the overfishing. In order to close eel’'s life cycle, is important to induce sexual
maturation in captivity, which is nowadays achieved with human chorionic gonadotropin
(hCG) in the case of males. However, there are few papers about the effect of treatment
with eel specific gonadotropins, FSH and LH, in spermatogenesis of male eels. In the
present study, treatment with eel specific recombinant gonadotropins in sexual maturation
of males of the species are compared. Results show that FSH by itself can induce all
spermatogenesis stages, arriving to spermiogenesis, while with treatment with LH alones
only induced early stages are observed, and it doesn’t induce spermatogonia in any case.

Key words: European eel, spermatogenesis, recombinant gonadotropins, FSH, LH,
spermiogenesis, aquaculture, reproduction
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1 INTRODUCCION

1.1 LA ANGUILA EUROPEA, GENERALIDADES

TAXONOMIA
Reino Animalia
Subreino Bilateria
Infrareino Deuterostomia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Infrafilo Gnathostomata
Superclase | Actinopterygii
Clase Teleostei
Superorden | Elopomorpha
Orden Anguilliformes
Suborden Anguilloidei
Familia Anguillidae
Género Anguilla
Especie Anguilla anguilla

Tabla 1. Taxonomia de la anguila europea (Anguilla anguilla). Fuente: www.itis.gov

Estado de conservacion (UICN 3.1):

. Preocupacion
Extinto Amenazado meRor

(ex) &w) @ () (o) (NT) (Le)

La anguila europea (Anguilla anguilla) es una especie de pez teledsteo perteneciente a la
familia Anguillidae. Habita en todos los rios que desembocan en el Mediterraneo, asi como
en los rios que desembocan en el Mar Negro y el Mar del Norte. De norte a sur (si incluimos
los estuarios y zonas de agua marina), su area de distribucion se extiende desde el Mar de
Barents (Rusia) e Islandia hasta la cuenca media del Nilo (Egipto) y las costas del Sahara
Occidental. Se ha documentado la presencia de la especie en las costas iranies y del noreste
del Mar Caspio (Principado de Ménaco, 2014); (Holcik & Ali Razavi, 1991); (Jacoby &
Gollock, 2014); (Firouz, 2005); (Jacoby & Gollock, 2014); (animalesextincion.es, 2009).

3o e - 4 v )
Figura 1. Fotografia de una anguila amarilla en la orilla de un rio (izquierda) y de unas angulas en el estuario
del rio Shannon de Irlanda (derecha). Fuentes: jablib.cz y europeaneel.com.

Se trata de una especie catadroma facultativa: catddroma porque las anguilas naceny se
reproducen en el mar, pero crecen y maduran en las aguas dulces, salobres y costeras en
zonas continentales; y facultativa porque el agua dulce no se considera esencial para la
reproduccion de la especie (Principado de Ménaco, 2014).

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA 10
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Figura 2. Distribucion de la anguila europea (Anguilla anguilla). En amarillo, las zonas continentales de agua
dulce, y en naranja, los estuarios y zonas de agua marina. Fuente: Convention on Migratory Species (2014).

1.1.1 Descripcién morfologica

o - -

— —r = == - e == = e ="
Juvenil Anguila Amarilla .
Angula Al cabo de 2 gl Ejemplar aduto ~ ©"2"° Maxilares
Al mes de llegar a la meses crecen y Corazén /
Mentén inferior
Angula \ 2 s prominente
10 cm

Aprox.

Larvas Anguila
(1-2 afos) —— plateada
Ejemplar adulto
\ listo para la
\ reproduccion
AN ; ' ¢ / S E— ——— Aletas dorsal, caudal
\ N\ [ A NE N NN y anal unidas en una sola
&< - 4
8 \\. : ¢ )Q SOLO SE REPRODUCEN UNA VEZ EN SU VIDA
) - :
,_\’i’_” | Intestino  Alemprenderel e —a
N W |\ waj;:asaa el Mar \——’—?'r.if et
P’ " de argazos
Huflos Musculos dejan de alimen-
| tarse. Su energia 1 |
se concentra
Cada hembra puede Gnicamente en la
poner entre 8 y 11 creacién de mas e
millones de huevos Los intestinos se atrofian y tras la
y mas huevos 2
PELIGRO La Anguila europea se encuentra en alto puesta de huevos las anguilas mueren

KCR CRITICO riesgo de extincion en el futuro inmediato

[FUENTE: ICES Advice 2016, Ignacio Giménez (Rara Avis Biotec S.L en colaboracion con el Oceanografic de Valencia) y elaboracion propia  Pedro Jiménez / EL MUNDO

Figura 3. Etapas de la evolucién de las anguilas, con varias caracteristicas de la especie. Fuente: El Mundo.

La morfologia de las anguilas va variando a lo largo de su vida:

e Larva (o leptocéfalo): Son transparentes, con forma de hoja de sauce, cabeza
pequefia y cuerpo comprimido lateralmente. Debido a su aspecto tan diferente, se
crey0 que las larvas eran de una especie distinta, Leptocephalus brevirostris.
Actualmente se les denomina unicamente “lecptocéfalos”.

e Angula: Su cuerpo ya presenta aspecto anguiliforme. Inicialmente transparente, a
medida que crece va adquiriendo una tonalidad caracteristica pardo-verdosa con la
parte ventral blanca o amarilla y con puntos blancos o grises en los laterales. Puede
crecer hasta los 80mm.

e Anguila amarilla: Presenta vientre amarillo y dorso de color negruzco, con la linea
lateral visible. El cuerpo es anguiliforme, con la parte posterior mas comprimida,

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA 11
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cabeza alargada, ojos redondos y mandibula inferior prominente. Carece de aletas
pelvianas, pero tiene aletas pectorales bien desarrolladas y las aletas dorsal, caudal
y anal, unidas en una continua, que se redondea en la cola. La longitud media es de
unos 40-50cm, siendo las hembras mayores que los machos.

e Anguila plateada: Los individuos alcanzan mayor tamafio y adquieren tonos
plateados en los laterales y que se extienden desde la zona ventral hasta la cola.
Posteriormente, tanto el dorso como los laterales se oscurecen (Lasheras Garcia,
2010); (Ness & Beauly Fisheries Trust, 2010); (NatureGate - LuontoPortti, 2010).

1.1.2 Ciclo de vida

En otofio, cuando la anguila empieza su maduracién (transformandose en anguila plateada)
desciende de los rios al mar. Realiza una migracion atravesando el océano Atlantico hacia
el Mar de los Sargazos, una zona ubicada en el Triangulo de las Bermudas, con grandes
cantidades de algas (Sargassum natans). En el mes de febrero y en zonas isotermas a 17°C
y a unos 200-400 metros de profundidad, tiene lugar supuestamente el desove (Sanchez
Suéarez, 1994). Las hembras, tras haber puesto entre 8 y 11 millones de huevos, mueren.
Esta suposicion es debida a que no se ha avistado anguilas adultas volviendo a los rios.
Como curiosidad, la anguila americana (Anguilla rostrata) realiza también el desove en el
mar de los Sargazos, aunque en puntos diferentes a los de las anguilas europeas (AXENA,
2012); (van Ginneken & E Maes, 2005).

El estado larvario comienza con la eclosion del huevo en la superficie, pasadas 24 horas del
desove. De él emerge una larva transparente denominada leptocéfalo, con unos 5mm de
longitud y que vive a 500 metros de profundidad. Al cabo de dos meses, los leptocéfalos
ascienden a la superficie para comenzar la migracién oceanica, siendo arrastrados por las
corrientes del Golfo de México (acompafado de natacién activa) hacia las costas europeas
y del norte de Africa, alimentandose de capsulas mucilaginosas de apendiculariaceos y
particulas fecales de zooplancton. Con el paso del tiempo, llegan a medir 75mm de longitud
y 1,5 gramos (La Anguila del Mediterrdneo, 2014); (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, &
Barrera, 2004).

Cuando llegan al talud continental, las larvas sufren una metamorfosis regresiva, en la cual
disminuyen de 75 a 70mm de longitud y pierden peso desde 1,5 a 0,15 gramos. Se trata de
las anguilas sin pigmentar, con un aspecto anguiliforme, y no estan diferenciados
sexualmente. Las mareas arrastran a esas anguilas vidriosas a los estuarios, donde viven
durante 1-2,5 afios, mientras crecen, adquieren pigmentacion y después se convierten en
angulas, con una longitud de 10-15cm (Salvador & Gomez-Juaristi, 2017).

Figura 4. Leptocéfalo (larva) de anguila europea. Fuente: thuenen.de

Las angulas sufren otra metamorfosis, transformandose en anguilas amarillas, entran en
los rios y ascienden por sus cauces. Los machos pasan 6-12 afios y las hembras 9-20 afios
en agua dulce. También existen diferencias fisicas entre sexos después de haber crecido:
los machos miden 300-500mm de longitud total y 200g de peso; las hembras, 550-700mm
de longitud total y 2000g de peso (Gomez-Juaristi & Salvador, 2011). Su permanencia en el

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA 12
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rio finaliza en la fase de plateamiento (anguilas plateadas), que corresponde al inicio de su
maduracion sexual. Esa etapa también implica una serie de cambios morfoldgicos que sufren
como preadaptacion a la vida en la profundidad del océano (Salvador & Gomez-Juaristi,
2017); (animalesextincion.es, 2009).

Entonces, las anguilas descienden los rios hasta el mar (a 700 metros de profundidad), y
emprenden un viaje de 6500km, durante el cual no se alimentan, acumulan grasa (las
anguilas plateadas tienen hasta un 28% de grasa corporal, frente al 11% en las anguilas
amarillas), y acaban de madurar sexualmente. En este viaje, las anguilas pueden llegar a
nadar hasta 20km al dia hasta el Mar de los Sargazos, y se repite el ciclo (Principado de
Ménaco, 2014); (Malaterra - Grupo de Malacoloxia Terrestre Aplicada - Universidad de
Santiago de Compostela, 2011); (Sanchez Suarez, 1994).

1.1.3 Otras caracteristicas

e Habitat: Vive tanto en rios como en mar, dependiendo de la edad, en aguas de
temperaturas de 4-20°C. La anguila tolera bien las variaciones de salinidad (gracias
a la osmorregulacién) y temperatura. Se encuentra en las praderas de Posidonia en
las costas, en lagunas salobres, estuarios y en todo tipo de cursos de agua dulce,
tanto en ambientes l6ticos (ambientes fluviales, como rios, canales, acequias o
alcantarillado urbanao), como en Iénticos (ambientes sin flujo de agua, como lagos,
estanques y pozos). Es bentdnica y tiene preferencias por los sustratos de fango y
arena (Salvador & Gomez-Juaristi, 2017); (animalesextincion.es, 2009); (Anadon
Alvérez, y otros, 2007).

e Alimentacion: es una especie omnivora, alimentandose principalmente de gusanos
(ya sean terrestres o0 acuaticos), moluscos, insectos y sus larvas, crustaceos, peces
pequefios (vivos 0 muertos), incluso detritus o polluelos de aves. La alimentacion
varia en funcion de su distribucion geogréfica (Salvador & Gémez-Juaristi, 2017).

e Actividad diaria: son animales lucifugos, con mayor actividad durante la noche, y
durante el dia si éste esta nublado o hay lluvia. Por lo general, durante el dia, buscan
refugio en sustratos de arena, fango y vegetacién acuatica densa, incluso en fondos
duros. A veces, las anguilas hacen desplazamientos por tierra firme, pudiendo
recorrer varios kilbmetros gracias a la respiracién cutanea (a través de los poros que
hay en su piel) (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004); (Anadon Alvarez,
y otros, 2007).

e Esperanzade vida: la vida media de las anguilas en estado salvaje suele ser de 12-
22 afios, aunque se ha llegado a dar el caso de una anguila que vivio 88 afios en
estado salvaje. La vida media en cautividad es mayor, de unos 55 afios
(animalesextincion.es, 2009); (Skupin, 2006); (Gomez-Juaristi & Salvador, 2011);
(Malaterra - Grupo de Malacoloxia Terrestre Aplicada - Universidad de Santiago de

oS M) 5 r ' 7

Figura 5. Angulas migrando rio arriba en el rio Teifi, en Gales. Fuente: gettyimages.co.uk
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1.1.4 Situacion actual de la especie

Segun la Lista Roja de la UICN, en la evaluacion realizada en 2013, la anguila europea se
encuentra en peligro critico de extincién (CR). La clasificacion de amenaza a las especies
segun la categoria se basa en una serie de criterios, segun lo aprobado en la 512 Reunion
del Consejo de la UICN, el 9 de febrero del 2000, en Gland (Suiza), que son:

Reduccion del tamafio de la poblacion, basado en otros varios parametros.
Distribucion geografica en la forma Bl (extension de la presencia) o B2 (area de
ocupacién) o ambos casos.

Tamafio de la poblacién estimada (en referencia a ejemplares maduros).
Probabilidad de extincion en estado silvestre, cualquiera que sea el periodo mayor
(hasta un maximo de 100 afos en el futuro) (Comisién de Supervivencia de Especies
de la UICN, 2012).

Extinto Amenazado  Riesgo bajo

0000000

Figura 6. Categorias de la version 2.3 de la Lista Roja de la UICN, vigente hasta hoy. Fuente: Wikipedia.

Segun diversos estudios y medios, las causas por las que la poblacion de la anguila europea
siga declinando y se encuentre amenazada son las siguientes:

Cambios climaticos que puedan alterar la Corriente del Golfo, por la cual las
anguilas migran desde los Sargazos hasta Europa. Entre 1980 y 1999 los
leptocéfalos abundaban en las costas de Europa Occidental (especialmente el Golfo
de Vizcaya) y el Mediterraneo Occidental. Sin embargo, se prevé que entre 2080 y
2099 haya un nimero mucho menor de larvas de anguila, la mayor parte de ellas en
el Mar del Norte y las Islas Britanicas, a causa del cambio climético, tal como se
puede ver en el siguiente mapa (Diaz, y otros, 2018):

50

30

60 -3

40

Present ) End of Century RCP 8.5

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20

Figura 7. Modelo de distribucion espacial de las larvas de anguila europea en fase tardia en 1980-1999 (izquierda)
y en 2080-2099 (derecha). Autor: Diaz et al, Revista de Investigacion Marina 25 (2) (2018) (pp.46-49).

Destruccion del habitat continental, debido a la drastica reduccion de la extension
de rios y estuarios donde pueden sobrevivir. Las principales acciones que
contribuyen al problema en cuestién son:

o Extraccién de grava y/o agua superficial y subterranea.

o Construccion de barreras fisicas en la migracion ascendente de estos
peces, como son los diques (que sirven para controlar el nivel del agua), los
cuales impiden la colonizacibn de grandes areas de las cuencas
hidrogréficas, ademas de disminuir la densidad de poblacion aguas arriba y
con ello la produccién de grandes reproductores.

o Construccion de presas hidroeléctricas, cuyas turbinas en movimiento
pueden herir 0 incluso matar a las anguilas (Anadon Alvarez, y otros, 2007);
(Principado de Monaco, 2014); (Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural
y Marino, 2012); (Vilchez Olivencia, 2014); (Unidad de Investigacién Marina
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de AZTI-Tecnalia, EKOLUR Asesoria Ambiental y el Departamento de
Zoologia y Biologia Celular Animal de la Universidad del Pais Vasco, 2008).

3
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Figura 8. Fotografias de anguilas muertas a causa de las turbinas de las centrales hidroeléctricas. Fuente:
ecofact.ie

e Disminucion de la calidad de los reproductores (Vilchez Olivencia, 2014). Existe
una serie de factores que contribuyen a que el niumero de adultos en edad
reproductiva que llegan al mar de los Sargazos sea menor:

(0]

Infecciones por el neméatodo exotico Anguillicola crassus, introducido en
los afios 80 en Europa por la importacion, sin control sanitario previo, de
anguilas japonesas (Anguilla japonica), las cuales tenian en la vejiga natatoria
con el nematodo, frente a la cual tenian desarrollado un sistema inmunitario,
algo que las anguilas europeas no tienen. La migracion de las larvas a lo largo
de la vejiga puede provocar dafios y fibrosis asociada al érgano, con una
consecuente pérdida funcional que aumenta el gasto energético durante la
migracion pelagica. Ademds, se alimentan de sangre, haciendo
metabdlicamente mas costosa la migracion (Marquez Llano-Ponte, 2016).
La contaminacion de las aguas fluviales, debido a la acumulacién de
pesticidas y toxinas lipéfilas (como los PCBS) en las reservas lipidicas de las
anguilas. Esto resulta negativo para la migraciéon reproductiva porque hacen
disminuir el consumo de energia y tienen efectos negativos en la fertilidad.
Se ha detectado la presencia de pesticidas en las anguilas de Albufera de
Valencia, mercurio en las de Cadiz o residuos organoclorados y metales
pesados en las del Dofana (Gémez-Juaristi & Salvador, 2011).

La enfermedad virica EVEX (Eel Virus Europe X), que se ha expandido por
toda Europa. Las anguilas plateadas infectadas no son capaces de llegar al
Mar de los Sargazos (Marquez Llano-Ponte, 2016).

e Lasobrepescadelas anguilas y la subida de precios. Actualmente se pescan en
toda su area de distribucion a las anguilas en todas las etapas del ciclo biolégico
continental, siendo el mas lucrativo el de anguilas sin pigmentar, utilizadas como
stock inicial en las piscifactorias, asi como en programas de repoblacién en algunos
casos. En 1960, se reclutaron 10825 toneladas de angulas en Europa, mientras que
en 2015 se reclutaron apenas 440 toneladas, de las cuales se comercié ilegalmente
con 8-100 toneladas (entre el 2% y el 29% del total), algo que afecta considerable a
su reclutamiento y ha sido motivo de alarma para las autoridades (Sustainable Eel
Group, 2018).

Por estas razones, en 2001, el ICES (International Council of the Exploration of the Sea), a
la vez que alertd del peligro que corria la especie, propuso una serie de medidas para
contribuir a su conservacion:
e Limitar la explotacién de las pesquerias mediante la prohibicion de la pesca, control
de capturas o cuotas admisibles totales, poner vedas a las épocas y/o areas o control
de las artes de pesca.
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e Recreacion del habitat, asegurando la accesibilidad al mismo y la calidad de sus
aguas, reduciendo la pérdida de dicho habitat y asegurando la migracién de retorno.

e Controlar la mortalidad no pesquera, por turbinado de las presas, depredacion o
enfermedades y contaminacion.

e Refuerzo de la poblacién, mediante el uso de angulas donde hay excedentes o
usando anguilas procedentes de acuicultura (concretamente acuicultura de
conservacion), si éstas proceden del medio silvestre (Anadon Alvarez, y otros,
2007).

En 2003, la Comisién de las Comunidades Europeas elabor6 un Plan de Actuacion con un
conjunto de medidas de gestion:
¢ Un Plan de Recuperacion de las anguilas a través de sus estados miembros.
¢ Fijacion de los objetivos locales de conservacion y gestién, en los que respecta a la
colonizacién (como la construccion de vias de paso en las presas para permitir su
migracion rio arriba), a las poblaciones (como recuperacion de las poblaciones a
través de anguilas de acuicultura) y al porcentaje de fuga (como la gestién de la fuga
de las anguilas plateadas hacia el mar).
e Recogida de datos de capturas por pesqueria y zona fluvial o reclutamientos
entrantes, entre otros datos.
e Apoyo a la gestién local en la normativa comunitaria.
Apoyo técnico y cientifico a la gestién local.
e Dimension internacional (Anadén Alvarez, y otros, 2007).

Las anguilas, segun el “Diccionario geogréfico-estadistico-histérico de Espafia de Pascual
Madoz” (entre 1845 y 1850), ocupaban practicamente todas las zonas fluviales de Espafia.
Pero debido a las causas mencionadas anteriormente, la Peninsula Ibérica ha perdido mas
del 80% de su distribucion original, limitdndose ahora a regiones costeras en toda la
peninsula y zonas adyacentes (incluyendo la Albufera de Valencia, delta del Ebro, rias
gallegas...), Baleares y Canarias.

Si se mejorase la conectividad de los rios mediante una buena gestién de una veintena de
embalses (una de las principales amenazas), las anguilas podrian acceder hasta a un 60%
de su distribucién pasada. Eso significa que volverian a nadar por las cuencas del Tajo y
Ebro en su totalidad, y también estarian presentes en media cuenca del Guadalquivir y
Guadiana y en una pequefia parte de la cuenca de Duero (Clavero, 2015); (Gémez-Juaristi
& Salvador, 2011).

Figura 9. Zonas habitables por las anguilas en azul oscuro y zonas en las que vivia en el siglo XIX en azul semi-
transparente. A la izquierda, la distribucion actual, y a la derecha la distribucién con un 60% de recuperacion.
Fuente: CSIC.
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1.2 LA ANGUILICULTURA

1.2.1 Caracteristicas generales

La anguilicultura se trata de una rama de la acuicultura enfocada en la produccion de peces
de la familia Anguillidae, y tiene su origen en los primeros intentos de engorde artificial de
anguilas en el afio 1894 en Japon, donde ademas comenzaria la anguilicultura comercial
con la apertura de varias granjas en 1915 (Mas Alvarez & Barrera Orozco, 1989).

En el mundo existen 19 especies de la familia Anguillidae, las cuales tienen diferencias tanto
genéticas como morfométricas. Sélo 4 de ellas son las mas consumidas en el mundo y
producidas en acuicultura:
¢ Anguila europea (Anguilla anguilla).
e Anguila japonesa (Anguilla japonica): presente en aguas continentales y marinas
de Japon, China, Taiwan, peninsula de Corea y norte de Filipinas.
e Anguilaamericana (Anguilla rostrata): se extienden (de norte a sur) desde el sur de
Groenlandia hasta las costas de la Guyana, incluyendo practicamente todo el Caribe.
¢ Anguila australiana (Anguilla australis): presente en las aguas del este de Australia
y Nueva Zelanda, extendiéndose hasta Nueva Caledonia (Asturiano, Jover, Pérez
Igualada, & Barrera, 2004); (M. Luna, 2016).

Existe una serie de factores que justifican la anguilicultura:

e Biolégicos. Debido a su capacidad de supervivencia (tolerancia a cambios de
salinidad, hipoxia -condiciones de baja concentracién de oxigeno disuelto en agua-,
medios eutréficos, cambios en alimentacién) y por una tasa de crecimiento aceptable.

e Tecnolbgicos. Por las pautas de cultivo bien establecidas por los japoneses.
Econdémicos. La carne es muy apreciada, alcanzando importantes precios en el
mercado (especialmente en Japdén), y posee un interesante valor nutritivo (Malaterra
- Grupo de Malacoloxia Terrestre Aplicada - Universidad de Santiago de Compostela,

. r‘\"

Figura 10. Anguilas criadas en un sistema de recirculacion en Holanda. Fuente: aquafarmingconsult.com

1.2.2 Criade anguilas

Las anguilas sin pigmentar (de peso medio de 0,33 gramos cada una) son capturadas en las
costas de Francia, Reino Unido, Portugal y Espafia por diversos métodos.

Las angulas, a continuacion, son llevadas a las granjas de cultivo, donde son mantenidas en
tanques pequefios de 3-4 m? (con densidades de 10-15 kg/m?) en cuarentena, observando
si los peces tienen alguna enfermedad y, en caso afirmativo, se procede al tratamiento. Los
peces son destetados con huevas de bacalao, sustituyéndose progresivamente con
alimentos secos de iniciacion durante un periodo de 10-15 dias.
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Cuando alcanzan aproximadamente 5 gramos, son transferidas a una unidad de produccion
de juveniles con tanques mas grandes (6-8 m2) y mayores densidades (50-75 kg/m?), y son

alimentadas con pallets de 1mm de grosor (JACUMAR, 2007); (Asturiano, Jover, Pérez
Igualada, & Barrera, 2004).

Como dato curioso, son necesarias 4 kilos de angulas (1kg contiene unas 3500 angulas)
para poder producir una tonelada de anguilas de tamafio comercial (125-150 gramos)
(Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004).

Mar de los Sargasos:
- Apareamiento
- Huevos

Migracion (200 - 300 dias)
Desarrollo de larva a angula
o anguila vidriada

anguila vidriada

l

Captura de anguilas vidriadas
(Zonas costeras principalmente

Colonizacion de aguas dulces
(anguilas amarillas)

Maduracién en aguas dulces
(anguilas plateadas)

Produccion en granjas:
Crianza (03 -5 g)

Repoblamiento

Alevinaje (5 - 50 g)
Engorda(50 g a talla comercial)

(en aguas dulces y marinas)

Figura 11. Ciclo de produccion de la anguila europea (Anguilla anguilla). Fuente: Modificado a partir de la FAO.

Existen tres técnicas de engorde de anguilas en acuicultura, que son las siguientes:

e Cultivo extensivo en estanques. Es la forma tradicional de la cria de anguilas en
Europa, cada vez mas en desuso. Las anguilas en un principio se crian en estanques
de superficies de 100-350m?. Posteriormente, cuando alcanzan su tamafio comercial,
los peces son transferidos a estanques, estéticos o de flujo abierto, de mayor tamafio
(1000-1500 m?) y a temperaturas de entre 18-25°C.

e Cultivo intensivo con sistema de recirculacién (RAS). Es la mas empleada
actualmente en Europa. Las anguilas son sembradas en tanques cuadrados o
circulares (de cemento o fibra de vidrio) de 25-100 m2, cuando éstas cuando tienen
509, alcanzando densidades de 100-150 kg/m3. Son alimentadas con comederos
automaticos con alimento seco extruido (1,5-3 mm) varias veces al dia. Las tasas
individuales de crecimiento son muy diferentes entre individuos, siendo necesario
clasificarlos y separarlos cada seis semanas para poder alcanzar un alto rendimiento
de crecimiento.

e Cultivo valli o “vallicultura”. Las anguilas son cultivadas extensivamente en
humedales litorales salobres, principalmente en el Adriatico Norte (ltalia). Se
aprovecha las migraciones naturales para poder estabular a las angulas de 15-35 g
en estanques a densidades de 400 gr/m?2. Los peces son alimentadas con pescado
fresco, harinas o pasta himeda (JACUMAR, 2007); (FAO, 2005); (Asturiano, Jover,
Pérez Igualada, & Barrera, 2004).

La anguilicultura, por otra parte, presenta varios problemas que impiden la produccion,
debidos a la biologia de la especie:

e Abastecimiento con anguilas del medio natural, al no haber conseguido hasta

ahora cerrar el ciclo bioldgico, que significa obtener puestas de huevos viables a

partir de reproductores nacidos también en cautividad, algo que si ha conseguido
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recientemente el Instituto Espafiol de Oceanografia en atunes rojos (Thunnus
thynnus) (IEO, 2016).

o Desigualdades en el crecimiento, que llevan a separar a las anguilas por tallas
para evitar canibalismo, suponiendo una mayor mano de obra y mayores gastos.

e Exigencias térmicas, pues las anguilas necesitan aguas con temperaturas
superiores a 17°C, siendo la temperatura 6ptima de 23°C, traducido en un gasto
adicional en electricidad y combustible.

e Ladieta, debido a que existen diferencias en cuanto a necesidades nutritivas entre
especies, ademas que las angulas se adaptan con mayor dificultad a los piensos.
También hay que tener en cuenta factores como el tamafio de particulas para evitar
enfermedades o anoxia (Suz Conejos, 2014); (Malaterra - Grupo de Malacoloxia
Terrestre Aplicada - Universidad de Santiago de Compostela, 2011).

1.2.3 Situacion actual (mundial y nacional)

En 2017, segun datos de la FAO, la industria anguilicola habia producido 259390 toneladas
de anguilas y facturado 2042 millones de ddlares en todo el mundo. China el pais lider en
el sector, produciendo 217263 toneladas (el 84% de la produccién global) y facturando 1086
millones de délares (el 53% de los ingresos mundiales de la anguilicultura). Mientras tanto,
Espafia es el quinto pais de Europa y el décimo del planeta en produccion anguilicola (331
toneladas) y noveno en facturacion (3,7 millones de délares). A continuacion, se mostrara
un conjunto de mapas sobre la anguilicultura y la pesca a nivel mundial.
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Figura 12. Produccién mundial de acuicultura y pesca de anguilas (en toneladas) y valor econémico de la
acuicultura (en miles de délares), en 2017. Fuente: Elaboracion propia, FAO.
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En 1950, a nivel mundial, se habia pescado 17232 toneladas de anguilas, frente a las apenas
516 toneladas de anguilas por medio de la anguilicultura (concentrada en Japoén, ltalia,
Indonesia y Yugoslavia). Sin embargo, los paises asiaticos fueron los que impulsaron, desde
los afios 50 hasta hoy, a la anguilicultura mundial. En 2017, se pescaron 10432 toneladas
de anguilas en todo el mundo, frente a las 259390 toneladas producidas por acuicultura.

Centrandonos en la anguila europea (Anguilla anguilla), en 1950 (segun datos de la FAO)
se habia pescado unas 14095 toneladas (mas del 80% de la pesca de anguilas a nivel
mundial), mientras que se habia producido apenas 160 toneladas en acuicultura. No
obstante, a partir de los afios 70, la acuicultura comenz6 a crecer con fuerza. En 1998,
superé temporalmente a la pesca de anguilas, y en el 2000, alcanzé su punto mas alto, con
10761 toneladas cultivadas frente a las 8591 toneladas obtenidas mediante la pesca. Desde
entonces, tanto la pesca como la produccién de anguilas ha sufrido un periodo de altibajos.

En 2017, la acuicultura produjo unas 6215 toneladas de estos peces, mientas que se habian
pescado 2991 toneladas de anguilas. Lo llamativo ha sido que los principales paises en
pesca de anguilas europeas en 1950, Holanda, Alemania y Dinamarca, son ahora los
principales productores de anguilas en acuicultura en 2017. Las anguilas son los peces mas
producidos por acuicultura y que mas beneficios generan en dos paises: Holanda y
Marruecos.
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Figura 13. Evolucién de la pesca y produccion acuicola de anguilas entre 1950 y 2017 (en toneladas, eje
izquierdo) y del volumen de beneficios de la anguilicultura entre 1984 y 2017 (en miles de dolares, eje derecho).
A la izquierda, a nivel mundial, mientras que a la derecha se centra en la anguila europea. Fuente: FAO.

La anguilicultura genera grandes beneficios econdmicos, tanto a nivel regional como a nivel
mundial, tal como se ha visto en la gréafica anterior. La anguila japonesa, de hecho, esta entre
las 15 especies de acuicultura que mas beneficios generan del mundo, con 1970 millones
de ddlares. La anguila europea, por su parte, esta entre las 10 especies de mayor beneficio
generado en la Unién Europea, con 68,5 millones de ddlares.

En 2017 (segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion) habia 12 instalaciones
dedicadas a la cria de anguilas europeas (entre otros peces) en Espafia. La mayoria de ellas
se encontraba en las costas atlanticas de Andalucia (especialmente en Cadiz), mientras que
habia dos instalaciones en la provincia de Valencia y otra en Asturias. En el siguiente mapa
(en la siguiente pagina), se muestra, la ubicacion de todas las instalaciones dedicadas a la
cria de anguilas, su finalidad, el tipo de acuicultura (marina o continental), el sistema de
cultivo empleado en cada una de ellas, y las empresas propietarias de las mismas.
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Figura 14. Mapa con la ubicacién de las diferentes instalaciones dedicadas a la cria de anguilas, su finalidad, el
tipo de acuicultura y sistemas de cultivo, en Espafia en 2017. Fuente: Elaboracion propia, a partir de AcuiVisor y
MAPA.

Si hablamos de las angulas (los alevines de anguilas, los Unicos permitidos por las leyes), el
kilo puede costar minimo 600€, considerandose un plato selecto para grandes celebraciones
(APROMAR, 2017); (Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente,
2018); (OCU, 2018).

600 5
540 4.5
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420 35
360 3
300 25
240 2
180 1.5
120 1
60 0.5
0 0
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
M Produccion de acuicultura mBEPesca de captura Valor de anguilicultura -+Valor de la pesca

Figura 15. Evolucion en la pesca de captura y produccién de anguilas en acuicultura (en toneladas, eje izquierdo)
y del valor econémico (en millones de euros, eje derecho) en Espafia entre 2008 y 2016. Fuentes: APROMAR y
MAPAMA.
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1.2.4 Condiciones ambientales para la cria de anguilas

En la siguiente tabla se muestra los parametros ambientales adecuados para el engorde de
anguilas:

Valores 6ptimos | Rango
Temperatura (°C) 26-28 0-30
O disuelto (mg/L) 4-5 2,5-7
pH 7-8 6-9
Amonio/Amoniaco (mg/L) 0,5-3 0,5-6
Nitritos (mg/L) 0 1-5

Tabla 2. Parametros ambientales adecuados para el engorde de la anguila. Fuente: Revista AquaTIC.

Las necesidades ambientales de las anguilas son:

Temperatura. La temperatura corporal de los peces depende de las variaciones de
la temperatura del medio acuatico, pues los peces son seres poiquilotermos. De esta
forma, la temperatura del agua afecta a la actividad, comportamiento, alimentacion,
crecimiento y reproduccion de todas las especies de peces. Las anguilas europeas,
especie de agua caliente, necesitan una temperatura éptima para el crecimiento de
entre 26 y 28°C. Por debajo de 12-16°C, dejan de alimentarse y, por tanto, pierden
peso. Eso no les impide tolerar temperaturas de entre 0 y 30°C (Asturiano, Jover,
Pérez Igualada, & Barrera, 2004); (Gutiérrez Estrada, 2003).
Concentracion de O, disuelto. Es un parametro importante en acuicultura, por su
gran influencia sobre el consumo de alimento, tasa metabdlica y gasto energético. La
solubilidad del oxigeno en agua se ve influenciada por la temperatura, presion vy la
salinidad. Las anguilas son capaces de vivir en condiciones de anoxia, tolerando
hasta concentraciones minimas de 2-2,5mg/L, mientras que a valores superiores a
7-8mg/L, pueden causarles trastornos como el GBD (gas bubble disease o
enfermedad de las burbujas de gas). A niveles inferiores de oxigeno, el crecimiento
puede verse afectado. EI consumo de oxigeno varia en funcion de:

a) Tamafo de los peces (a temperatura constante de 25°C): en anguilas de

10g, 340 mg/kg/h; en anguilas de 150g, 200 mg/kg/h.
b) Temperatura del agua: 100-200 mg/kg/h a 20°C, y 200-400 mg/kg/h a 30°C.
c) Otros parametros, como estrés o la alimentacién (Asturiano, Jover, Pérez
Igualada, & Barrera, 2004); (Gutiérrez Estrada, 2003).

Alcalinidad y pH: La anguila puede tolerar valores de pH acuatico entre 6-9,
debiendo mantenerse en valores de 7-8 para un correcto funcionamiento del sistema
de recirculacion. La alcalinidad es la capacidad de las aguas para neutralizar la
capacidad tampoén pH del agua, dependiente del sistema bicarbonato/carbonato. Si
el agua carece de suficiente capacidad tampoén, la actividad bacteriana tendera a
disminuir el pH por la produccién continua de CO- en la oxidacion de la materia
organica y por la actividad de las bacterias nitrificantes. Es de importancia controlar
los niveles de amonio y nitritos mediante el uso de filtros para controlar también los
niveles pH. Se pueden dar cambios bruscos en el pH debajo de los 1,5 mmol/L de
alcalinidad (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004); (Malaterra - Grupo
de Malacoloxia Terrestre Aplicada - Universidad de Santiago de Compostela, 2011).
Amonio/amoniaco. El amonio existente en las aguas de piscifactoria se debe a la
excrecion de los peces por el metabolismo proteico y por via branquial, ademas de
la descomposicion de la materia organica, como restos de heces o pienso. El amonio
en el agua se disocia en amoniaco, y la proporcion relativa de estos compuestos,
gue son toxicos para los peces (aunque mas téxico es el amoniaco), depende de la
temperatura y del pH (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004).
Nitritos. Constituyen el primer producto de la oxidacion del amonio, realizada por
bacterias nitrificantes Nitrosomonas, presentes en el sedimento de los estanques de
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tierra, y en los biofiltros empleados en los sistemas de recirculacion de agua. Los
nitritos también presentan un caracter marcadamente toxico para los peces, debido
a su entrada en la sangre via branquial, donde originan la ferrihemoglobina, incapaz
de combinar oxigeno, de modo que el pez sufre hipoxia y muere (Asturiano, Jover,
Pérez Igualada, & Barrera, 2004).

o Nitratos. Originados a partir de los nitritos por bacterias del género Nitrobacter,
presentan escasa toxicidad para los peces, y presentan valores elevados tanto en
aguas naturales como en aguas de piscifactorias. En sistemas intensivos de anguila
son frecuentes valores de 500-1000 mg/L, las cuales sirven de indicador de que los
procesos de nitrificacion se estan desarrollando de forma normal en los filtros
biolégicos (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004).

e Luminosidad. Las anguilas son lucifugas, por lo que necesitan un entorno de
semioscuridad, la cual es proporcionada por la turbidez del agua de cultivo o
cubriendo los estanques o tanques con malla de rafia negra (Asturiano, Jover, Pérez
Igualada, & Barrera, 2004).

p!—l / Amonjo J Nitritos
Alcalinidad Amoniaco
Nivel normal 3-5 mmol/L (ﬁ,_s,\;aig&m;) 1-5 mg/L
Nivel de observacion 2-3 mmol/L (N3—;\(|5HT9L/II_\ITI\'IA\IT4+) 5-10 mg/L
Nivel de actuacién 1,5-2 mmol/L (NTI\(ISHTE]L/LNTI\'JA\ITH) > 10 mg/L
Nivel letal/peligroso <1,5mmol/L | >0,5mg/L NHs >>1§?nr3/g|_/L,\|N,\%2

Tabla 3. Niveles recomendados de alcalinidad, amonio/amoniaco y nitritos para la anguila europea. Fuente:
Revista AquaTIC.

1.2.5 Laanguilacomo alimento

de Mercadona en L’Eliana, Valencia (derecha). Fotografias pertenecientes al autor de este trabajo: Juan Ignacio
Mari Herguido.

La anguila, en cuanto su valoracion nutricional, es una fuente de &cidos grasos
monoinsaturados cardiosaludables (siendo el 64% del total de las grasas presentes en el
pez). También es una fuente de proteinas de alto valor bioldégico, con amino&cidos
esenciales como metionina, cisteina, treonina, lisina (para el crecimiento de los nifios) y
triptéfano (para la formacion de la sangre).

En lo que se refiere a minerales, es rica en selenio (mineral que destaca sobre los demas
en este alimento), fésforo, zinc (siendo el pez con mayor contenido en dicho mineral) y hierro.

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA 23
EUROPEA (Anguilla anguilla)



Y
UNIVERSITAT Grupo de
POLITECNICA @ Acuicultura y
DE VALENCIA Biodiversidad

Si nos referimos a las vitaminas, las anguilas (y angulas) tienen un destacado contenido en
vitaminas liposolubles Ay D (son los pescados mas ricos en dichas vitaminas), debido a su
condicion de pescado graso, localizdndose la grasa y las vitaminas en higado y muasculos.
En cuanto a la vitamina E (otra liposoluble), se encuentra en mayor cantidad en la angula
(5,6mg/100gr) que en la anguila adulta (4,1mg). Por otra parte, en cuanto a las vitaminas
hidrosolubles, destacan las vitaminas B12, niacina y riboflavina.

La porcién comestible de la anguila es de 75 gramos por cada 100 de producto fresco, frente
a los 100 gramos por cada 100 de producto fresco de la angula (Avila Torres, y otros, 2009).
A continuacién, se muestra una tabla de la composicién nutricional de las anguilas (y
angulas) por cada 100 gramos, incluyendo el porcentaje con respecto a la CDR para
vitaminas y minerales, segun el Real Decreto 1669/2009 (Ministerio de la Presidencia, 2009).

COMPONENTE POR 100 GRAMOS
Energia (kcal) 205
Proteinas (g) 16.3
Lipidos totales (g), de los cuales: 155
---- AG saturados (g) 3.15
---- AG monoinsaturados (g) 9.94
---- AG poliinsaturados (g) 1.48
---- Colesterol (mg/1000kcal) 50
Hidratos de carbono (g) 0
Fibra (g) 0
Agua (9) 68.2
MINERALES
Calcio (mg) 30 (4%)
Hierro (mg) 1 (7%)
Yodo (ug) 10 (7%)
Magnesio (mg) 19 (5%)
Zinc (mg) 1.8 (18%)
Sodio (mg) 89
Potasio (mg) 270 (14%)
Fésforo (mg) 170 (24%)
Selenio (ug) 30 (55%)
VITAMINAS
Tiamina (mQ) 0.17 (14%)
Riboflavina (mg) 0.32 (23%)
Equivalentes de niacina (mg) 5.5 (34%)
Vitamina B6 (mg) 0.3 (21%)
Folatos (ug) 13 (13%)
Vitamina B12 (ug) 1 (50%)
Vitamina C (mg) Trazas
Vitamina A: Eq. Retinol (ug) 1000 (100%)
Vitamina D (ug) 110 (2200%)
Vitamina E (mg) 4.1 (34%) / 5.6 (47%)

Tabla 4. Tabla de la composicion nutricional de la anguila por cada 100 gramos de parte comestible. Fuente:
Fundacion Espafiola de la Nutricion.

Las especies de la familia Anguillidae, como otras especies anguiliformes como el congrio,
son utilizadas como alimento y, ademas, forman parte de la gastronomia local en numerosas
partes del mundo. Las principales formas de comercio de las anguilas son en forma de:
e Anguilas/angulas vivas. Los peces se transportan en camiones cisterna equipados
con tanques aislados térmicamente y con oxigenacion.
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En fresco o refrigeradas.
Congeladas. Las anguilas, enteras o evisceradas, se congelan cuando deben ser
importadas a paises lejanos. El proceso de secado es similar al que se realiza con
cualquier pez.
¢ Ahumadas. La anguila se limpia y eviscera, se hace la salazén (mezclar peces con
cierta porcion de sal para reducir la proporcién de pérdidas de humedad) y se seca.
o En conserva. Pudiendo ser en aceite o en gelatina.

Varios ejemplos de platos con anguilas son el kabayaki (muy consumido en Asia) y el all-i-
pebre en Valencia. Por ultimo, no sélo la carne se puede aprovechar de la anguila, ya que
también estan las grasas (utilizadas en cosmética), las espinas (en dietética) y la piel curtida
(para hacer cinturones...) (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004), (Malaterra -
Grupo de Malacoloxia Terrestre Aplicada - Universidad de Santiago de Compostela, 2011).

I’z’ o

Anguilas ahumadas

Kabayaki Angulas
Tabla 5. Imagenes de algunos platos hechos con anguilas. Fuentes: Wikipedia, bbggenootschap.nl, denia.com
y Academia Vasca de gastronomia.
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1.3 LA REPRODUCCION DE LA ANGUILA

1.3.1 Anatomia del testiculo
El testiculo de los teledsteos (como la anguila) es un 6rgano pareado, alargado y que se
encuentra a los lados por debajo de la vejiga natatoria, unido a la pared dorsal de la cavidad
celémica y recubierto por la tunica albuginea. El color de esta gonada indica el estado de
madurez, siendo el blanco lechoso el color habitual que representa la maxima maduracion.
En la siguiente imagen se muestra la evolucion del aspecto del testiculo de la anguila en el
transcurso del periodo de la madurez sexual.
» —_— ,v#

Figuré 17. Evolucion del aspecto del testiculo de la aguila a lo largo de la madurez sexual.

La estructura del testiculo en anguilas es lobular no restringido, como la mayoria de
tele6steos. En este caso, el testiculo esta integrado por I6bulos separados por tejido
conjuntivo, que se extiende desde la envoltura testicular, formando estructuras lobulares
irregulares delimitadas por un epitelio que contiene a las espermatogonias (células
germinales). Esos I6bulos estan rodeados a su vez por una membrana basal continua que
divide el testiculo en un compartimento interlobular y otro intralobular. La gbnada presenta
tubos ciegos orientados desde la periferia a una cavidad central en la que se liberan los
espermatozoides.

Las espermatogonias en la mayoria de teledsteos aparecen tanto en el 4pice como en todo
el I6bulo, a diferencia de del testiculo de tipo lobular, donde sélo se ven espermatogonias en
el apice. Dentro de los tubulos, las espermatogonias primarias experimentan divisiones
mitoticas quedando envueltas por las células de Sertoli, constituyendo los espermatocistos.
Durante la espermatogénesis, esos cistos de células germinales se desplazan ligeramente
hacia el centro del lI6bulo, y tras acabar ese proceso la pared del ciste se abre para liberar
los espermatozoides al sistema enfrente que varia segun la especie. Los l6bulos seminiferos
van a converger ventralmente hacia el espermiducto, via por donde la cual el esperma es
expulsado al exterior (Pinillos Bueno , 2003); (Cano, Albors, & Florenciano, 2009);
(Fernandez Fipa, 2011).

1.3.2 Laespermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso altamente organizado que incluye células mitéticas,
meiodticas y post-meidticas que lidera la formacion de los espermatozoides. Las células
madre espermatogonicas (SCC por sus siglas en inglés) son las fundamentales en la
espermatogénesis y son cruciales para transmitir la informacién genética a las generaciones
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venideras. Ademas, éstas son las Unicas células madre que pueden reconvertirse a células

totipotentes con la capacidad de diferenciarse en tejido somatico (Lacerda, Costa, & de
Franga, 2014).

La espermatogénesis en peces presenta tres fases, segun se ha descrito en peces cebra
(Danio rerio), una especie de ciprinidos:

o Lafase proliferativa, con diferentes generaciones de espermatogonias, que sufren
una serie de divisiones celulares mitgticas para aumentar su niamero.

o Lafase meibtica, con espermatocitos primarios y secundarios. El proceso de division
celular en las espermatogonias cambia de mitosis a meiosis. En la meiosis | se
generan los espermatocitos primarios, los cuales entran en meiosis Il para la
generaciébn de los espermatocitos secundarios, haploides que originan las
espermatidas. Durante esta fase de desarrollo, los espermatocitos pierden el 80-90%
de su volumen celular, la cromatina se condensa, el nucleoplasma se incorpora al
citoplasma y el material celular es fagocitado. Las mitocondrias se concentran en el
cuello de la célula y el flagelo crece.

e La fase espermiogénica, en la cual las espermétidas haploides se diferencian en
espermatozoides, con un cabeza y flagelo bien diferenciados. La fase empieza al
finalizar las divisiones celulares y, en un proceso llamado espermiacion, se rompen
las paredes del cisto espermético y se liberan los espermatozoides ya formados hacia
los conductos eferentes, donde sufren un proceso de maduracion e hidratacion (W.
Schulz, y otros, 2010); (Fernandez Fipa, 2011).

A continuacion, se muestra la evolucién de la espermatogénesis en peces cebra, a través
de las fases ya mencionadas anteriormente.
raY
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Figura 18. Evolucién paso a paso de la espermatogénesis en pez cebra (Danio rerio), a través de sus tres fases,
desde las espermatogonias a los espermatozoides. Autor: Schulz et al, General and Comparative Endocrinology
165 (2010) (pp.390-411)

Tras liberar los espermatozoides al lumen, las células de Sertoli, que entre sus funciones
estan la secrecion de sustancias nutritivas al lumen y la esteroidogénesis testicular, forman
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la barrera testicular, por la cual no hay contacto directo entre los espermatozoides y el
torrente sanguineo, y que mantiene un microambiente favorable para la supervivencia de
éstos (Pinillos Bueno , 2003).

A continuacién, se detallan las caracteristicas morfoldégicas (junto a fotografias
microscopicas) de las distintas generaciones de espermatogonias en tilapias del Nilo
(Oreochromis niloticus), (Lacerda, Costa, & de Franca, 2014).

Espermatogonia indiferenciada de tipo A: Ademas de ser aisladas, son las células
germinales mas grandes del testiculo de los peces.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Ndcleo grande con 1 o 2 nucleos sobresalientes.

- Bajo contenido en heterocromatina nuclear

- Abundante contenido de nube perinuclear (con
ribonucleoproteinas y ARN)

- Alta densidad de mitocondrias cercanas al nacleo. Las
mitocondrias estan rodeadas por el reticulo endoplasmatico liso.

Espermatogonia diferenciada de tipo A: Se encuentran en quistes con entre 2y 8
células con puentes citoplasmaticos incompletos tras la mitosis.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Ndcleo con uno o mas nucléolos.

- Pequefia cantidad de heterocromatina.
- Nucleo de forma redonda a ovalada con envoltura regular.

Agir (2 cells)  Aqir (8 cells) - Gran volumen del citoplasma, con muy poca o nada de nube
— perinuclear.

Espermatogonia inicial de tipo B: Se encuentran en quistes con 16 células o mas,
dependiendo del nimero de ciclos celulares mitéticos.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- El volumen nuclear y el tamafio de la célula es menor.

- Nlcleo con uno o mas nucleolos.
- Alto contenido en heterocromatina.

- Nucleo de forma redonda a ovalada.

- Menos volumen en el citoplasma que en las otras células

Espermatogonia posterior de tipo B: Representan las Ultimas generaciones antes
de la formacién de los espermatocitos primarios

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Ndcleos normalmente redondos que son mas pequefios que la
espermatogonia inicial de tipo B.

- Heterocromatina llega a su méxima densidad.
- Menos volumen en el citoplasma que en las otras células

Tabla 6. Las distintas generaciones de las espermatogonias durante la fase proliferativa de la espermatogénesis
en peces, incluyendo informacion sobre sus principales caracteristicas morfolégicas y fotografias microscopicas
al mismo niimero de aumentos. La barra negra equivale a 5um. Autor: Lacerda et al, General and Comparative
Endocrinology 207 (2014) (pp.56-65).
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En la siguiente tabla, se detallan las caracteristicas morfoldégicas (y fotografias
microscopicas) de las distintas generaciones las células meioticas (espermatocitos) en
peces cebra (Danio rerio), (Nébrega, y otros, 2014).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Es un poco mas pequefia que las espermatogonias posteriores de
tipo B

- El ndcleo es mas denso y contiene cromosomas como lineas
gruesas desde la periferia hasta la parte central del nucleo.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Nucleo mas grande y redondeado que el de las espermatogonias
posteriores de tipo B.

- Se muestra una cromatina transparente con pequefias manchas de
heterocromatina que bordean la envoltura nuclear.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Son las células mas grandes de entre los espermatocitos.

- Su nucleo es mas denso y contiene los cromosomas como lineas
gruesas de la periferia hacia la parte central del nicleo.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
- Siempre aparecen junto a figuras metafasicas de la primera
metafase.

- El cromosoma se encuentra en su maximo grado de condensacion.

morfoldgicas y fotografias microscopicas al mismo nimero de aumentos. La barra blanca equivale a 10um. Autor:
Nobrega, Spermatogonial stem cells and their endocrine and paracrine regulation in zebrafish (2014) (pp.29-62).

1.3.3 El eje Cerebro-Hipofisis-Gdénada

Factores
externos
GnRH FSH
C Shehib- Hipbfisis Gonadas
hipotalamo e —
LH
Factores \ Esteroides
internos sexuales

Figura 19. Esquema del eje cerebro-hipdfisis-gonada. Fuente: Universidad de Oviedo.

Los procesos reproductivos en peces, incluyendo la diferenciacion sexual, la pubertad y la
maduracién final/puesta, estan controlados por el eje cerebro-hipdfisis-gbnada. En el
hipotdlamo se produce y se libera la GnRH (hormona liberadora de gonadotropina),
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influenciada por factores externos (temperatura, luminosidad, salinidad, nutrientes) e
internos (reloj bioldgico, estatus gonadal). A su vez, la GnRH produce la sintesis y liberacion
de gonadotropinas (LH y FSH) desde la hipdfisisis al torrente sanguineo, donde alcanzaran
las gbnadas y regularan su maduracién: la LH, que regula la maduracién del ovocito, asi
como la ovulacion y la espermiacion; y la FSH, que controla los primeros estadios de la
gametogénesis. Ambas hormonas son de la familia de las glicoproteinas pituitarias, y son
heterodimeros, cada uno constituido por una subunidad a comun y otra subunidad B
especifica de la hormona. Las gonadotropinas actian sobre la gbénada, donde estimulan la
sintesis de andrdgenos, estrégenos y progestagenos, todos ellos los ultimos responsables
del desarrollo gonadal, y de la modulacion del desarrollo de las células germinales (Grupo
de investigacion "Fisiologia y patologia en acuicultura", 2016); (Rasines Pérez, 2013);
(Cueto, 2016).

Las vias sefalizadoras que conforman este eje se encuentran altamente interconectadas
siendo necesario su adecuado balance y sincronizacion, que resulta crucial en acuicultura
por las pérdidas que pueden suponer en la produccion. Esto se debe a que algun
desequilibrio puede causar pérdidas en produccion debido a las disfunciones causadas en
los procesos a controlar, como son el bloqueo y/o las alteraciones en el desarrollo y
maduracién de los gametos, de la puesta, o del comportamiento reproductivo, el adelanto
prematuro de la pubertad, y el desequilibrio en la proporcibn de sexos (Grupo de
investigacion "Fisiologia y patologia en acuicultura", 2016).

Dependiendo de las especies de peces, la FSH o la LH tienen mayor o menor efecto en la
espermatogénesis y en la espermiogénesis. Segun un estudio de Swanson (1991), en
salmoénidos se determind que la FSH era abundante en la espermatogénesis, mientras que
la LH lo era en la fase previa a la espermiogénesis, deduciendo asi la importancia de cada
hormona durante el desarrollo gonadal, al igual que se ha visto posteriormente en otras
muchas especies de peces, estando entre ellas:
e Bagre africano (Clarias gariepinus), segin Schulz et al (1997)
Lubina europea (Dicentrarchus labrax), segun Zanuy et al (2011)
Jurel rabo amarillo (Atule mate), segin Rahman et al (2003)
Caballa del Pacifico (Scomber japonicus), segun Nyuji et al (2012)
Fundulo (Fundulus heteroclitus), segun Shimizu (2014)
Lubina rayada atlantica (Morone saxatilis), segin Hassin et al (2000)
Esturién blanco (Acipenser trasmontanus), segun Moberg et al (1995)
Pez espada (Xiphias gladius), segun Minniti et al (2009)
Merluza europea (Merluccius merluccius), segin Candelma et al (2018)
Anguila moteada gigante (Anguilla marmorata), seguin Huang et al (2009)
Ayu (Plecoglossus altivelis), segun Yoshida et al (2001)
Buri (Seriola quinqueradiata), segun Higuchi et al (2017)
Bacalao del Atlantico (Gadus morhua), segun de Almeida et al (2011)

Por el contrario, segun un estudio de Gen et al (2003), se pudo determinar en pargo japonés
(Pagrus major) que la LH era la hormona involucrada en la espermatogénesis, mientras que
la FSH estaba involucrada en la espermiogénesis (Gen, y otros, 2003); (Rey-Vazquez,
2012); (Schulz, y otros, 1997); (Zanuy, Carrillo, Rocha, Espigares, & Molés, 2011); (Rahman,
y otros, 2003); (Nyuji, Selvaraj, Kitano, & Shiraishi, 2012); (Shimizu, 2014); (Hassin, Claire,
Holland, & Zohar, 2000); (Moberg, Watson, Doroshov, Papkoff, & Pavlick, 1995); (Minniti,
Maisano, Giannetto, Mauceri, & Fasulo, 2009); (Candelma, Valle, Colella, Santojanni, &
Cernevali, 2018); (Huang, y otros, 2009); (Yoshida, Nagae, Ito, & Soyano, 2001); (Higuchi, y
otros, 2017); (Miura & Miura, 2011); (de Almeida, y otros, 2011).

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON FSH Y LH RECOMBINANTES EN LA ESPERMATOGENESIS DE LA ANGUILA 30
EUROPEA (Anguilla anguilla)



Grupo de
Acuicultura y
Biodiversidad

UNIVERSITAT
POLITECNICA @
DE VALENCIA

l Germ cells

)R
DHP

Spermatogonial
stem-cell
renewal factor

Increase in
seminal plasma pH

/

Carbonic
Spo1l | anhydrase

<. o—V—— W

o< oo

® .< @ 0— o ——

| Spermatogonial ‘ Spermatogonial ‘
renewal proliferation

I' |Womet |

Spermio- | Sperm |

Meiosis : .
| genesis maturation

Figura 20. Mecanismos endocrinos de regulacion de la espermatogénesis en anguila japonesa (Anguilla
japonica). Autores: Yaron y Levavi-Sivan, Encyclopedia of Fish Physiology: From Genome to Environment (2011)
(pp.1500-1508).
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1.4 LA REPRODUCCION ARTIFICIAL COMO ALTERNATIVA: ESTUDIOS
SOBRE LA INDUCCION DE ESPERMATOGENESIS EN ANGUILAS
EUROPEAS

El principal problema para poder producir cualquier especie de pez en acuicultura es el
abastecimiento de alevines de forma regular y sostenible en el tiempo, tratando de romper
con la estacionalidad de las puestas y controlar la reproduccién de estos. La reproduccion
artificial, que busca resolver ese problema, se ha conseguido, exitosamente, con la
manipulacion de latemperaturay del fotoperiodo con diversas especies de teledsteos de
latitudes templadas, como doradas y lubinas, entre otras.

Como se ha mencionado anteriormente, todavia no se ha podido cerrar el ciclo
reproductivo de las anguilas europeas. Por ello, alin se recurre a la captura de angulas,
gue ademas son mas escasas (por tanto, son mas caras), para abastecerse de alevines para
acuicultura. Es por todo eso que se esta estudiando la reproduccion de las anguilas,
tanto en machos (espermatogénesis) como en hembras (oogénesis), para poder obtener
angulas en cautividad en vez de capturarlas del medio natural, al tratarse de una especie
en peligro grave de extincion (peligro critico, segun la UICN).

En cuanto a los estudios con machos de anguila europea, se ha utilizado una serie de
tratamientos “ambientales”, tales como el sometimiento de los reproductores a altas
presiones (Sébert et al 2009) o simulacion de migraciéon reproductiva bajo condiciones
fototérmicas (Palstra et al 2016), los cuales han logrado tanto la inducciéon de cierto
desarrollo gonadal como ciertas variaciones en los niveles hormonales. En la actualidad,
esos tratamientos estan todavia en fase de experimentacion, y ya se trabajan en
combinacién con tratamientos hormonales, ya sean previos o posteriores (Sébert, Vettier,
Amérand, & Moisan, 2009); (Palstra, Mes, & Dirks, 2016).

Los tratamientos hormonales, hoy en dia, son la base de la linea de investigacion mas
desarrollada para la maduracién de anguilas. Esos tratamientos estan basados en un
método desarrollado por Ohta et al (1997) en anguilas japonesas, con inyecciones de hCG
(gonadotropina coriénica humana) en machos y SPE (extracto de pituitaria de salmén) y
DHP en hembras. En la fig. 21 puede verse el protocolo de tratamiento hormonal publicado
por Ohta et al (1997), empleado en la actualidad para madurar machos y hembras de la
especie (Asturiano, Jover, Pérez Igualada, & Barrera, 2004); (Vilchez Olivencia, 2014).

Male Female
(B.W. 200-300 g) (B.W. 600-1,000 g)
— )
hCG rt—fr—— ® * —t=1t}— SPE
10-14 weeks @ -13 weeks
:@*— ——Tf—= SPE
hCG r—ro— l DHP

. 18 hrs
{A \§ Ovulation
Dilution with TN immediately
ASP x 100 ./
Artificial fertilization

Figura 21. Resumen gréafico de la induccion artificial de maduracion y fertilizacion en anguilas japonesas, segun
Ohta et al. (1997).

Spermiation
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Esta linea de investigacion con la anguila japonesa ha avanzado mucho desde entonces.
De hecho, Tanaka et al (2003) lograron obtener las primeras anguilas sin pigmentar en
cautividad. Mas tarde, en 2010, cientificos de la Agencia de Investigacion Pesquera de
Yokohama produjeron la segunda generacién de anguilas sin pigmentar en cautividad,
ademas con excelentes tasas de supervivencia y crecimiento, logrando asi cerrar el ciclo
biologico en esta especie tras mas de 20 afios de investigacion (Kagawa, Tanaka, Ohta,
Unuma, & Nomura, 2005); (Tanaka, Kagawa, Ohta, Unuma, & Nomura, 2003); (Tanaka H. ,
2015).

&
;

1.4.1 Estudios sobre el efecto de las gonadotropinas recombinantes en la
induccién de la espermatogénesis en peces

Dentro de esta linea de investigacion de tratamientos hormonales, también se ha estudiado,

a través de diversos trabajos recientes, el efecto de las gonadotropinas recombinantes en la

induccién de espermatogénesis de la anguila japonesa, pero con conclusiones diferentes:

e Ohta et al (2008). En este estudio se determiné el efecto de las gonadotropinas
recombinantes de carpa dorada (Carassius auratus), scLH y scFSH, en la
espermatogénesis y en el tamafo de los testiculos de las anguilas japonesas. Se
realizaron 5 tratamientos: el primero, control, sin tratamiento hormonal; el segundo,
con scFSH (3uL/g BW); el tercero con scLH (3uL/g BW); el cuarto, con tres
inyecciones de scFSH (3uL/g BW) y otras cinco de scLH (3uL/g BW) (scFSH-scLH);
y la Ultima, con hCG, 1,5 unidades/3uL/g BW. Centrdndonos en el efecto de la
espermatogénesis, el grupo control inicial presentaba Unicamente espermatogonias
de tipo A (SPGA); el grupo control y el tratado con scFSH presentaba
espermatogonias A y B; en los ultimos tres tratamientos se llegd a presenciar
espermatogonias (A y B), espermatocitos, espermatidas y espermatozoides. De este
modo, se podia decir que el LH recombinante de carpa dorada tenia mayor efecto en
la espermatogénesis y espermiogénesis que la FSH recombinante (Hotta, Kaki,
Nagaya, & Hayakawa, 2008).

o Kobayashi et al (2010). Este otro trabajo hablaba sobre el efecto de gonadotropinas
recombinantes (reFSH y reLH) de anguila japonesa producidas por baculovirus en
larvas de gusano de seda. Para el experimento relacionado con la induccién de la
espermatogénesis, se realizaron cuatro tratamientos distintos: el primero, control, sin
hormonas; el segundo, con reFSH (2uL/g BW); el tercero con reLH (2uL/g BW); el
cuarto, con tres inyecciones de reFSH (2uL/g BW) y otras cinco de reLH (2uL/g BW)
(reFSH-scLH); y la ultima, con hCG, 1,5 Ul/g BW. Tanto el control inicial como el
control mostraban Unicamente espermatogonias, mientras que los otros tratamientos
mostraban incluso espermatozoides. El mejor de ese tratamiento era el de hCG (el
100% de los machos mostraba espermatozoides), y en el resto, menos del 50% de
los machos mostraba espermatozoides. La conclusion que se saco fue que estos
tratamientos (reFSH, reLH, reFSH-reLH) logran inducir completamente la
espermatogénesis in vivo en anguilas japonesas sexualmente inmaduras, aunque
con peores resultados que con hCG (Kobayashi, y otros, 2010).

e Kazeto et al (2008). Este estudio trata de la produccién de gonadotropinas (recFSH
y recLH) recombinantes de anguila japonesa por células de Drosophila S2 (mosca
de la fruta). 20 anguilas fueron sometidas a cuatro tratamientos hormonales
diferentes: el primero, con una sola inyeccién de hCG (5000Ul/kg BW); el segundo,
con dosis de recFSH (5 mg/kg-BW); el tercero con dosis de recLH (5 mg/kg-BW); y
el dltimo, con solucion Ringer de anguilas. A los 18 dias del comienzo de los
tratamientos, se sacrificaron a las anguilas y se obtuvo las gonadas para su estudio.
Los testiculos de las anguilas tratadas con recFSH mostraban células SPGB
avanzadas, mientras que en los testiculos de anguilas tratadas con recLH y las
controles soOlo se mostraba células germinales previas a la proliferacion de
espermatogonias. El tratamiento con hCG indujo la espermatogénesis de forma
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completa, con todos los tipos celulares presentes. La conclusion fue que las
gonadotropinas recombinantes en cuestion solo podian inducir las fases iniciales de
la espermatogénesis, a diferencia de los otros experimentos mencionados
anteriormente (Kazeto, y otros, 2008)

También se ha estudiado el efecto de las gonadotropinas recombinantes en otras especies
de peces:

Lenguado senegalés (Solea senegalensis): Mediante el uso de gonadotropinas
recombinantes de lenguado (rFsh y rLh). En el primer experimento (de dos que se
hicieron), se quiso determinar el efecto sobre la espermatogénesis de un tratamiento
consistente en dosis crecientes de rFsh con dosis baja de rLH durante 9 semanas y
altas dosis de rLh en las Ultimas 24 horas antes del sacrificio de los peces. Las
conclusiones que se sacaron fueron que rFsh y rLH son muy estables en la
circulacion en machos de lenguado, y que el tratamiento con rFsh es efectivo para
estimular el crecimiento del testiculo, la espermatogénesis y la diferenciacion de
espermatozoides (Cerda, Chauvigné, Gonzalez, Duncan, & Giménez, 2017).
Escat6fago manchado (Scatophagus argus): Se hizo un primer experimento, en el
cual se les administré a peces con desarrollo gonadal avanzado (y previamente en
un tratamiento con agua salada en condiciones ambientales) una inyeccién con
gonadotropinas recombinantes de escatéfago manchado (2ug r-SaFSH y 2ug r-
SalH, en ambos casos por gramo de peso de pez). Se recogieron, entre otras cosas,
testiculos de los peces a los 0 dias post-transferencia (dpt), 7 dpt y 14 dpt. Otro
experimento que se hizo fue el suministro de pienso que contenia proteinas
recombinantes, en una proporcion de 1,5ug r-SaFSH y 1,5ug r-SaLH por gramo de
pienso. Se obtuvo génadas de los peces del tratamiento a los 10 dias de comenzar
la alimentacion de los peces (dpf), 30 dpf y 60 dpf para analisis histolégico. La
conclusion fue que las inyecciones mejoraron la gametogénesis y el desarrollo
gonadal en los peces (al poder detectarse espermatozoides), y los piensos con
gonadotropinas recombinantes podian usarse para acelerar la madurez sexual en la
reproduccion artificial de esta especie (Zhang, Wang, Su, & Zhang, 2018).

Jurel de Castilla (Seriola lalandi): En trabajo se determind la actividad in vivo y ex
vivo de FSH recombinante de jurel de Castilla (rytkFSH) producida en la levadura
Pichia pastoris. En el experimento centrado en el ensayo in vivo de los peces, se le
inyecté Unicamente solucion salina a un grupo de peces control, mientras que a otro
grupo se le inyectd una dosis de rytkFSH liofilizada (a razén de 10-20 pg/kg de peso).
Dichas inyecciones se repitieron 6 veces con un intervalo de 10 dias. Las fases 1
(inmadurez) y 2 (en desarrollo) pudieron apreciarse en los testiculos de los peces
sometidos a tratamiento y los que no fueron sometidos a tratamiento. La fase 3
(madurez sexual, en la que se incluye espermatozoides en el lumen de los I6bulos),
en cambio, sélo se pudo ver en los peces sometidos a tratamiento. De esta manera,
se concluy6 que la FSH recombinante podia inducir la Ultima fase de la
es grmatoggngsis en chhos de jurel de Castilla (Sanchis-Benlloch, y otros, 2017).
E R el ST N Y A N
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Figura 22. enguado seneglé (Sola éenegalensis, izquierda), escatéfago manchado (Scatophagus argus,
centro) y jurel de Castilla (Seriola lalandi, derecha). Fuentes: Wikipedia y Sandrine Ruitton (Flickr.com).
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También ha habido un trabajo centrado en la anguila europea en este aspecto. El grupo de
investigacion en el que he realizado el presente trabajo ya realiz6 previamente otro estudio,
publicado en la revista Theriogenology en febrero de 2018 (Pefiaranda et al., 2018), que
trataba sobre el uso de gonadotropinas recombinantes especificas de anguila
(aarGTHSs) y su efecto en lainduccion de la maduracion de los machos.

En un primer experimento, para determinar la influencia de las gonadotropinas
recombinantes juntas y por separado en la espermatogénesis, se sometieron a los peces a
cinco tratamientos hormonales distintos: Grupo F, con dosis constante de FSH
recombinante (aarFSH, 4ug/pez); Grupo L, con dosis constante de LH recombinante
(aarLH, 2ug/pez); Grupo F/L, con dosis constante de FSH recombinante (aarFSH, 4ug/pez)
seguidas de dosis constante de LH recombinante (aarLH, 2ug/pez); y el resto con dosis
variables de ambas hormonas (F/L1y FD/LI), tal como se puede ver en el siguiente gréfico:
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Figura 23. Variacion de las dosis de gonadotropinas recombinantes a lo largo del tiempo en los tres tratamientos
con dosis variables del experimento 1 (F/L, F/LI y FD/LI). Autor: Pefiaranda et al (2018)

Por un lado, evaluando los porcentajes relativos de cada tipo celular de la espermatogénesis,
el tratamiento F/LI (con dosis constante de FSH y creciente de LH) fue el que mejor indujo
la espermatogénesis, pues en el £87,5% de los machos del tratamiento se detecto la
presencia de espermatozoides, mientras que el resto era SPD. Lo seguia el tratamiento
FD/LI (con dosis creciente de LH y decreciente de FSH), con un £87,5% de los machos con
espermatozoides, mientras que en el resto se observd SPG2 (fase tardia de
espermatogénesis). El tratamiento s6lo con FSH indujo espermiogénesis en el 37,5% de los
machos, mientras que el F/L (con dosis constante de FSH recombinante seguidas de dosis
constante de LH recombinante) lo hizo apenas en el £10% de los machos. El tratamiento
solo con LH indujo fase tardia de espermatogénesis en todos los machos.

Por otro lado, de todos esos tratamientos, el F/LI (dosis constante de FSH y dosis crecientes
de LH) fue la que tenia mayor porcentaje de células motiles (20%), pese a que las anguilas
eran inmaduras al inicio del experimento. Ese mismo tratamiento ha sido el que logro el
mayor nimero de machos que alcanzaron la espermiacion (100% entre las semanas 10 y
11) y la motilidad tanto total como progresiva (20% y 2%, respectivamente, en la semana 8).
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De este primer experimento se concluyé que las gonadotropinas recombinantes producidas
por un sistema CHO son biol6gicamente activas y que la vida media de las mismas era lo
suficientemente larga como para inducir espermatogénesis in vivo.

Un segundo experimento se realiz6 para mejorar la calidad del esperma, mediante el
cual se sometié a anguilas inmaduras a tres tratamientos diferentes, cada uno con dosis
constantes de FSH recombinante (2,8, 1,4 y 0,7ug/pez), y otro con dosis crecientes de LH
recombinante cada 3 semanas (1, 2 y 6ug/pez). Aunque todos los tratamientos indujeron
espermiacion, el mejor tratamiento era el de mayor dosis de FSH recombinante,
observandose mas del 50% de células motiles en las anguilas macho.
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Figura 24. Variacion de las dosis de gonadotropinas recombinantes a lo largo del tiempo en los tres tratamientos
con dosis variables constantes de FSH y variable de LH del experimento 2. Autor: Pefiaranda et al (2018)

Evaluando la progresion del desarrollo gonadal, en los tratamientos con dosis media de FSH
(1,4pg/pez) y alta (2,8) se destaco a la meiosis como proceso dominante, con un 33% de los
peces llegando a la fase SPC2 a las 6 semanas después de empezar los tratamientos. El
tratamiento de dosis bajas de FSH (0,7ug/pez) no indujo desarrollo testicular hasta las 9
semanas desde el comienzo del tratamiento, cuando se observaron lUmenes vy
espermatogonias B. En la semana 12, en todos los tratamientos se logré alcanzar la
espermiogénesis (SPZ1 y SPZ2), aunque el tratamiento con dosis altas logré que el 100%
de los machos llegaran a la espermiacion, mientras que los dos tratamientos indujeron la
espermiacién en porcentajes inferiores al 60% de los machos. De este modo, los valores de
desarrollo gonadal mostraban valores similares a los del experimento 1. En cuanto a los
pardmetros de motilidad total y progresiva, el tratamiento hormonal de dosis alta dio los
valores mas altos de cada pardmetro (60% y 30%, respectivamente, en la semana 10),
aunque en las siguientes semanas fueron bajando progresivamente dichos valores, aun asi,
muy superiores a los obtenidos en el experimento 1. Los otros dos tratamientos no
alcanzaron valores del 50% en ninguna semana del experimento.

De este segundo experimento se concluy6 que la administracién de ambas gonadotropinas
recombinantes es esencial para inducir la maduracion sexual en anguilas en cautividad,
poniendo ademas de manifiesto que la administracion rFSH era importante en el avance de
la espermatogénesis.

La conclusion global que se sac6 del trabajo es que las hormonas recombinantes inducen
espermatogénesis y espermiacion en las anguilas europeas (Pefiaranda, y otros, 2018).
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este estudio es evaluar la influencia del tratamiento con FSH y LH
recombinantes en la espermatogénesis de la anguila europea, a través del analisis de los
cortes histolégicos de los testiculos de las anguilas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcanzar el objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Observacion de los diferentes tipos celulares de la espermatogénesis en los cortes
histologicos, y posterior andlisis de imagen mediante software especializado.

e Cuantificacién y correlacion de los tipos celulares por macho y tratamiento y, a partir
de los resultados (porcentajes de machos espermiantes y de espermatozoides sobre
el total de tipos celulares en los testiculos), determinacion de la influencia de cada
hormona recombinante en la espermatogénesis.
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3 MATERIAL Y METODOS

Se experimenté con un total de 90 machos anguilas con un peso medio de 102,23 + 6,75g,
procedentes de piscifactoria, concretamente de la empresa “Valenciana de Acuicultura S.A.”
(Puzol, Valencia).

Los peces fueron estabulados en 3 tanques de 150 litros con agua dulce, en las instalaciones
de la Universidad Politécnica de Valencia. Posteriormente, se aclimataron a agua marina a
20°C (mantenida la temperatura con termostatos/enfriadores) durante 1 semana, y luego se
mantuvieron en agua marina.

Una vez por semana, cada grupo de anguilas (30 por grupo) se inyectdé con su
correspondiente tratamiento:

- FSH recombinante: 6ug/pez/semana

- LH recombinante: 6ug/pez/semana

- Control: sin tratamiento

Las hormonas recombinantes fueron proporcionadas por la empresa Rara Avis SL.

Se sacrificaron 9 peces al inicio del experimento (SO, 1 semana tras aclimatacion a agua
marina) y 8 peces/grupo al final del experimento, tras 4 semanas de tratamiento. Se anotaron
los datos biométricos, y se tomaron muestras de sangre (para el andlisis posterior de
esteroides) y muestras de génadas (histologia, expresion génica).
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3.1 HISTOLOGIA

Las muestras de testiculo se fijaron en formalina al 4% y se deshidrataron segun el protocolo
de alcoholes crecientes:

- Etanol 70% 1h

- Etanol 80% 1h 30’

- Etanol 96% 1h 30’

- Etanol 96/Technovit (50/50) 1h 30’

- Technovit 2: toda la noche, a temperatura ambiente.

Posteriormente se incluyeron en resina Tecnovit 7100 en el Instituto de Acuicultura de Torre
de la Sal (Cabanes, Castellon). Tras realizar cortes histolégicos a 5um en las mismas
instalaciones, los cortes se tifieron con azul de toluidina al 0,5% preparado de la siguiente
forma:

- Azul toluidina O (C.I. 52040): 0,59

- Tetraborato sodico anhidro (Na;Ba4Ovr): 1g

- Agua destilada:100mL
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3.2 ANALISIS DE IMAGEN

Las laminas se observaron en un microscopio Nikon Eclipse, y se tomaron 10 fotografias de
las gbnadas de cada pez a un aumento de 40x. Posteriormente las imagenes se analizaron
por medio del programa de software libre ImageJ junto a una extension que se tuvo que
descargar para realizar el conteo por diferentes tipos, en este caso, sobre las fotos de los
cortes histologicos.

Al abrir la imagen, se mueve el ratdn sobre la barra de menu hasta situarse encima de la
pestafia de “Analyze”. Entonces se despliega una serie de comandos, se selecciona “Tools”,
con otros comandos, entre los cuales esta “Grid” (cuadricula), el cual se escoge y aparece
un cuadro. En él, se cambia el valor predeterminado de “Areas per point” de 15170 “pixels"2”

por 2200 “pixels”2”, quedando la imagen asi:
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ulo
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™ Random offset

_ 0k | cancai|

A continuacién, sobre la barra del menu, se mueve a la pestana de “Plugins”, con una serie
de comandos, de los cuales se selecciona “Tools”. Dentro de ese comando hay otros
comandos, y se escoge “Cell Counter” (que es la extension que se tuvo que descargar
previamente). Sale un cuadro con una serie de opciones, como adicionar o eliminar tipos
(“Add” o “Remove”). Se aprieta sobre “Add” hasta tener, en el apartado de “Counters”, 10
tipos (“types”). Pulsamos sobre “Inizialize” y se procede al conteo de tipos celulares. Primero
se selecciona el tipo que se desea para el conteo, y se pulsa con el ratén en las esquinas

de los cuadros. Cada tiio celular tiene asociado un “Counter” inumero) en este orden:

Type 1 Aund Type 6 L/iZ
Type 2 Adiff Type 7 Paquiteno
Type 3 B Type 8 Diploteno
Type 4 Lumen Type 9 SPD
Type 5 | Preleptéteno Type 10 SPZ

Aund son las espermatogonias A indiferenciadas; Adiff, las espermatogonias A
diferenciadas; B, espermatogonias B; L/Z, leptoteno/zigoteno; SPD, espermatidas; y SPZ,
espermatozoides. Las células apoptoticas y el tejido conjuntivo fueron excluidas del conteo.
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En el conteo, cada “Type” aparece con su numero correspondiente de un color diferente para
evitar confusiones entre marcadores. Ademas, en “Counters”, aparece al lado de cada tipo
el nimero de veces que aparece a lo largo de la imagen. Todo lo que se acaba de mencionar
aparece en la siguiente captura de pantalla (con la imagen ampliada a un 200% para ver
mejor los marcadores):
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Una vez obtenidos los resultados, se aprieta sobre “Results” para poder copiar la informacion
obtenida en ese corte y exportarla a Excel. Con tal de facilitar la separacion entre peces en
este estudio, se ha creado documentos de Excel, cada uno asociado a un muestreo y su
correspondiente tratamiento. Por ejemplo, hay un Excel exclusivamente dedicado a los
peces del muestreo 4 y tratamiento hormonal de FSH, S4 FSH. En este caso, cada hoja
corresponde a un pez de ese mismo muestreo (S4 FSH1, S4 FSH2...). Entonces, con los
datos copiados del conteo que se ha realizado, se abre el Excel correspondiente al muestreo
y, en la hoja correspondiente al pez, y se pegan en la fila correspondiente a la foto sobre la
gue se hatrabajado. De esta forma, y aplicando las formulas correspondientes, se consigue
la suma de todos los tipos celulares en el pez y los porcentajes de cada uno de ellos.
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4 RESULTADOS

Las anguilas que se sometieron a cuatro inyecciones de FSH (S4 FSH) alcanzaron mayor
desarrollo gonadal que aquellas anguilas sometidas cuatro inyecciones de LH (S4 LH), tal
como se puede ver en las siguientes tablas:

SPGAund | SPGAuits | SPGB | Lumen |Prelep | L/Z P D
S4 FSH1 0.15 1.12 6.79 0.21 7.15 [16.87]0.00|4.53
S4 FSH2 0.53 4.86 18.36 | 0.08 4.71 114.07]{0.00]0.21
S4 FSH3 0.00 7.89 0.71 | 25.17 |11.19]1.15|1.55
S4 FSH4 0.21 1.54 0.34 1.73 ]10.73|1.63|3.38
S4 FSH5 0.30 6.01 0.12 7.70 [25.63]0.00]2.20
S4 FSH7 0.20 2.14 12.84 | 0.04 7.47 |18.68|6.376.23
S4FSH8| 0.00 0.92 19.08 | 0.00 5.23 120.29]0.81[4.80
MEDIA 0.20 3.50 22.08 | 0.21 8.45 |16.78|1.42|3.27

SPGAund | SPGAGiss | SPGB | Lumen | Prelep | L/Z P D | SPD | SPZ
S4 LH1 0.23 13.84 | 8.91 0.00 | 1.42 |10.13/0.00| 0.87 | 2.87
S4 LH2 0.97 45.17 | 2.64 0.00 | 0.00 |10.03{0.24| 0.03 | 0.00
S4 LH3 2.13 15.16 | 2.35 0.00 | 0.00 10.34(0.31| 0.00 | 0.00
S4 LH4 1.22 18.66 | 0.00 0.00 | 0.00 |0.00{0.04| 0.00 | 0.15
S4 LH5 1.82 20.22 | 0.00 0.00 | 0.00 |1.64(0.07| 0.00 | 0.00
S4 LH6 1.62 2848 | 1.98 0.00 | 0.97 10.29(2.69]| 1.27 | 0.78
S4 LH7 2.77 19.67 | 4.22 0.00 | 0.26 |10.26[0.17| 0.00 | 0.00
S4 LH8 1.74 31.10 | 3.71 0.00 | 0.00 10.43(0.36| 0.00 | 0.00
MEDIA 1.56 69.47 \ 24.04 | 2.98 0.00 | 0.33 10.39(/0.49]| 0.27 | 0.48
Tabla 8. Porcentaje de tipos celulares sexuales en cada uno de los peces del tratamiento con FSH (tabla superior)
y LH (tabla inferior). Leyenda: SPGAund = Espermatogonias A indiferenciadas; SPGAuditt = Espermatogonias A
diferenciadas; SPGB = Espermatogonias B; Lumen; Prelep = Preleptoteno; L/Z = Leptdteno/Zigoteno; P =
Paquiteno; D = Diploteno; SPD = Espermatidas; SPZ = Espermatozoides.

Concretamente (tal y como se puede ver en la tabla anterior), la FSH logré inducir la
espermatogénesis en todos los machos, llegando en varios casos a la espermiogénesis. Se
observo practicamente todos los tipos celulares, siendo los mas abundantes (en este orden)
los espermatozoides (SPZ), las espermatogonias tipo B (SPGB) y las espermatidas (SPD).
Se llegb a detectar la presencia de SPZ en seis de siete machos del tratamiento (86%),
siendo el grupo celular mas abundante en tres de ellos (mas del 33% de las células totales).
Aparecieron SPD en todos los peces, siendo el grupo mas abundante en dos machos, y con
valores destacables en otros tres (en todos los casos, entre 19%-34% de las células totales).
SPGB, presente también en todos los peces, fue el mas abundante en los dos machos
restantes del tratamiento. De este modo, se pudo deducir que el efecto de la FSH, a pesar
del moderadamente alto porcentaje de SPGB, podia inducir meiosis y espermiogénesis.

El tratamiento de LH logré inducir la proliferacién de SPGB en algunos casos, pero apenas
indujo meiosis y espermiogénesis. De hecho, el tipo celular mas abundante fue el SPGagit, Y
detras se encontraba el SPGB, a bastante distancia. El primero se encontraba en
porcentajes de entre 50%-80% de las células, mientras que el SPGB constituia el 13%-46%
de las células. Se detecto la presencia de células meidticas en todos los peces, pero con un
porcentaje inferior al 4% de todas las células sexuales. En cambio, sélo se pudo ver SPZ en
tres machos, con un porcentaje muy bajo (debajo del 3% de todas las células). Con estos
datos, se pudo deducir que la LH era incapaz de inducir meiosis y espermiogénesis o lo
hacia, pero de modo muy residual.
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Figura 25. Cortes histologicos de los testiculos de uno de los peces no tratados con hormonas (SO, foto a) y de
peces tratados con FSH (de la b a la f). Leyenda: SPGAund = Espermatogonias A indiferenciadas; SPGAudif =
Espermatogonias A diferenciadas; SPGB = Espermatogonias B; L = Lumen; Prelep = Preleptoteno; L/Z =
Leptoteno/Zigoteno; P = Paquiteno; D = Diploteno; SPD = Espermatidas; SPZ = Espermatozoides.

En los testiculos de las anguilas tratadas con FSH (Fig. 25B-25F) se pudo observar todas
las fases celulares de la espermatogénesis, desde SPGA hasta SPZ. Pero, en rasgos
globales, la FSH logr6 un buen desarrollo de las fases iniciales y avanzadas de la
espermatogénesis, de manifiesto por un porcentaje destacable de SPGB, y también de
espermatidas y espermatozoides, los cuales se encuentran en gran proporcion, aunque en
algun pez dicha proporcion es baja (tal como se puede ver en la Fig. 27Ay en la tabla 8).
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Figura 26. Cortes histoldgicos de los testiculos de uno de los peces control (foto a, la misma que en la fiura
anterior) y de peces tratados con LH (de la b a la d).

El tratamiento de LH, por el contrario, ha logrado inducir Unicamente las fases iniciales de la
espermatogénesis (SPGA y SPGB), mientras que ha inducido de forma limitada la meiosis
y espermiogénesis. Hay un porcentaje moderado de lumen, que en la mayor parte de

individuos es superior a la suma de las células meidticas, SPD y SPZ juntos (Fig. 27B).
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Figura 27. Porcentajes relativos de las fases de desarrollo de los testiculos de las anguilas tratadas con FSH
(gréfica a) y con LH (gréfica b), y los valores medios de los porcentajes relativos de ambos tratamientos (grafica
c). SPGA = Espermatogonias A = SPGAund + SPGuif;, SPGB = Espermatogonias B; MEI = Células meioticas =
Prelep + L/Z + P + D; Lumen; SPD = Espermatidas; SPZ = Espermatozoides.
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DOSIS (ug/pez/semana) TIEMPO MACHOS CON
FSH LH (Semanas) | SPZ (% del total)
F 4 (cte) 9 375

% L 4 (cte) 0
§ o LFL 4 (W1-W4) 2 (W5-W11) 10
= ¢ la2(W1-W4)
< | & |FLI 4 (W1-W11) 87.5
© < _
2 | & 2 (W5-W11) 11
o 4 (W1-W3) la2 (W1-w4)
g FD/LI | 4a1 (W4-W8) 87.5
c -
g 1 (W9-W11) 2 (W5-W11)
< | N | Bajo 0.7 (cte) 1 (W4-We6) 42
o & Medio 1.4 (cte) 2 (W7-W09) 12 57

w |Alto 2.8 (cte) 6 (W10-W12) 100
E S4 FSH 6 (cte) 4 85.7
= S4LH 6 (cte) 375

Tabla 9. Comparacion entre los tratamientos de Pefiaranda et al (2018) y los del presente estudio (TFM) por
dosis de gonadotropinas recombinantes (FSH y LH), tiempo de tratamiento y porcentaje de machos espermiantes

(que han alcanzado la espermiacion) al final de cada tratamiento, en anguilas europeas (Anguilla anguilla).
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5 DISCUSION

La espermatogénesis en las anguilas, al igual que en otros vertebrados, es controlada
endocrinolégicamente. En los peces siempre se ha considerado que la FSH es inductor de
la espermatogénesis, mientras que la LH lo es de la espermiogénesis, como en los
salmonidos, segun Swanson (1991). No obstante, tal y como se ha visto en el presente
estudio, las gonadotropinas recombinantes han actuado de forma diferente, pues la FSH
indujo todas las etapas de la espermatogénesis, mientras que la LH solo indujo la
proliferacion de espermatogonias, algo que se ha visto en pargo japonés (Pagrus major),
segun Gen et al (2003).

En los testiculos de las anguilas tratadas con FSH recombinante se pudo observar todos los
tipos celulares, desde las SPGA hasta SPZ (Fig. 25). Sin embargo, el efecto de dicha
hormona en el desarrollo testicular varia en funcién de los individuos del tratamiento, ya que,
si bien es cierto que la mayoria se llegd a inducir espermiogénesis, en algunos peces las
células meidticas (desde los preleptotenos a diplotenos) y las SPGB eran mas abundantes
gue SPZ y SPD. No obstante, este tratamiento logré que el 86% de los machos tuvieran
espermatozoides en sus testiculos, frente al 30% de machos de anguilas japonesas por
tratamiento con FSH recombinante producida por un sistema baculovirus-larva de gusano
de seda, segun Kobayashi et al (2010).

La LH recombinante, en cambio, sélo llegd a inducir las fases iniciales de la
espermatogénesis, con un elevado porcentaje de SPGA y SPGB (Fig. 26B-26D). Pudo
inducir débilmente las fases posteriores de desarrollo gonadal, como SPZ (Fig. 26B), en
algunos peces. También se detect6 una presencia no menos importante de lumen (Fig. 26B),
generalmente mayor que los tipos celulares posteriores a SPGB. Comparado con el estudio
de Kobayashi et al (2010), mencionado en el anterior parrafo, la LH recombinante de este
estudio induce un menor desarrollo de la espermatogénesis.

El estudio de Pefiaranda et al (2018) fue realizado por el mismo grupo de investigacion que
el del presente estudio. Si, comparando ambos estudios (en los que se habia empleado
machos de anguila europea), se observa a los tratamientos con hormonas recombinantes
por separado (tabla 9), los del presente estudio lograron inducir mayor nimero de machos
de anguila europea con mayores dosis y menor tiempo (6ug/pez/semana durante 4
semanas) que en los del estudio de Pefiaranda et al, con menores dosis durante mas tiempo
(4ug/pez/semana durante 9 semanas), pues la FSH indujo espermiacion en el 37,5% de los
machos y la LH no lo hizo en ningiin macho. En el resto de los tratamientos de Pefiaranda
et al (con dosis variables tanto de FSH y LH, como se puede ver en la tabla 9), los resultados
son muy variables, con 10-100% de machos espermiantes al final de sus respectivos
tratamientos que, en todos los casos, se alcanzaron mucho mas tarde (11-12 semanas) que
en los tratamientos de nuestro estudio (4 semanas).

Aunque los porcentajes de machos espermiantes del presente estudio son buenas tanto en
ambos tratamientos hormonales, hay que tener en cuenta (tal como se ha mencionado en el
segundo parrafo de este apartado) el porcentaje de espermatozoides en los individuos
sometidos a cada tratamiento (Fig. 27 y tabla 8): en el tratamiento con FSH, el porcentaje de
espermatozoides (SPZ) en los testiculos de los seis machos espermiantes oscila entre 7%
y 47% sobre los tipos celulares de la espermatogénesis (desde SPGAu.q hasta SPZ); en el
tratamiento con LH, ese porcentaje en los testiculos de solo tres machos espermiantes era
entre 0,15% y 2,9%. Por lo tanto, si se trata de obtener un mayor nimero de machos
espermiantes y con mayor presencia de SPZ en sus testiculos, seria conveniente tener en
mente dos opciones: a dosis constante, mas tiempo (en semanas de tratamiento); o
manteniendo el tiempo de tratamiento, mas dosis por inyeccion.
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El anterior estudio de Ohta et al (2008), en el cual se usaron gonadotropinas recombinantes
de carpa dorada (Carassius auratus) para determinar la influencia en la espermatogénesis
de anguila japonesa, puso de manifiesto que la FSH recombinante (scFSH), por si sola, pudo
inducir la fase inicial de la espermatogénesis (s6lo se mostraba SPGA y SPGB), mientras
gue la LH recombinante (scLH) lleg6 a inducir completamente la espermatogénesis (desde
SPGA a SPZ). Es decir, las gonadotropinas recombinantes de ese estudio actlan en las
mismas fases de desarrollo gonadal que en salménidos, pero en diferentes fases con
respecto a las hormonas empleadas en este estudio.

Existe una manera de determinar la funcién de FSH y la LH en la espermatogénesis en
peces, como dice Miura y Miura (2011), la cual consiste en fijarse en las diferencias en los
patrones de expresion de los receptores (LHr y FSHr) o las subunidades (FSHB mRNA vy
LHB mRNA) de las gonadotropinas a lo largo del desarrollo gonadal. En merluza europea
(Candelma et al, 2018), los niveles de LHr eran mas altos en la espermiogénesis,
considerando asi que la LH era la que inducia la espermiogénesis. En pargo japonés (Gen
et al, 2003), los niveles de FSHB mRNA eran altos en la espermiogénesis, mientras que los
niveles de LHB mRNA eran altos en las fases iniciales de la espermatogénesis, de modo que
se defini6 la importancia de la FSH en la espermiogénesis y de la LH en la
espermatogénesis. Los resultados del presente estudio contradicen los estudios anteriores,
ya que la FSH parece crucial en la espermatogénesis, pero no lo fue asi la LH.
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