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Efectos del envejecimiento en la fertilizacion y el desarrollo
embrionario temprano utilizando como modelo el pez cebra

RESUMEN

La evolucién de las sociedades desarrolladas esta implicando un retraso en la edad de la
maternidad. Frente a este hecho, se constata como fundamental el desarrollo de técnicas
reproductivas que palien los efectos del envejecimiento sobre la reproduccién y asi mismo
proporcionen un conocimiento mas profundo de tales efectos. Una forma de abordar tal tipo de
estudios esta siendo llevada a cabo mediante el uso de organismos modelo mamiferos, peces e
incluso invertebrados. En este contexto, la utilizacidn del pez cebra supone ciertas ventajas: una
vida relativamente corta (3 afios), la disponibilidad de técnicas de recuperacién de ovocitos y
espermatozoides, asi como de fecundacion in vitro y, ademds, un desarrollo embrionario muy
rapido, de forma que a los 5 dias las larvas ya son auténomas. En el presente trabajo se evalué
el pez cebra como modelo para estudiar el posible efecto de la edad en las capacidades
reproductivas de hembras y machos de diferentes edades (especimenes jévenes y maduros).
Con este fin, se analizaron cuatro parametros: tasa de supervivencia, tasa de anormalidad, tasa
de eclosién y tasa de fertilidad, en cuatro grupos mezclando hembras y machos de diferentes
edades (Joven x Joven, Maduro x Madura, Joven x Madura y Maduro x Joven).

Los datos recogidos revelaron que cuando las hembras maduras estaban implicadas, se
obtenian las mejores tasas de desarrollo (tasas de supervivencia y eclosion de las larvas) y de
reproduccion (tasa de fertilidad), lo cual significa que, al contrario que en los humanos, la calidad
de los ovocitos aumenta conforme lo hace la edad de las hembras. Por otro lado, en cuanto a
los resultados derivados de las tasas de anormalidad, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos por lo que no se pudo extraer ninguna conclusién de los efectos que tiene la
edad al respecto.

En consecuencia, a pesar de que el pez cebra es un modelo adecuado para estudiar la
senescencia como un fendmeno general, parece no ser el modelo correcto para evaluar el efecto
del envejecimiento en la reproduccidn, al menos si se quiere sacar conclusiones que puedan

extrapolarse a los seres humanos.
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ABSTRACT

The evolution of developed societies is entailing a delay in childbearing age. Faced with
this fact, it is observed as fundamental the development of reproductive techniques that
alleviate the effects of aging on reproduction and, likewise, provide a deeper knowledge of such
effects. One way to address this type of study is being carried out by using mammals, fish, and
even invertebrates model organisms. In this context, the use of zebrafish involves certain
advantages: a relatively short life (3 years), the availability of techniques to recover oocytes and
sperm and to perform in vitro fertilization, and also very fast embryonic development, so that
at 5 days the larvae are already autonomous. In this paper, the zebrafish was evaluated as a
model to study the possible effect of age on the reproductive capacity of males and females. To
this end, four parameters were analyzed: survival rate, abnormality rate, hatchability and
fertility rate, in four groups by mixing males and females of different ages (Young x Young,
Mature x Mature, Young x Mature and Mature x Young).



The data collected show that when the mature females were involved, the best growth
rates (rates of survival and larvae hatch) and reproduction (fertility rate) were obtained, which
means that, unlike humans, oocyte quality increases with the increasing age of the females. On
the other hand, as to the results derived from abnormality rates, no significant differences
between groups were found so it could not be drawn any conclusions from the effects of age on
the matter.

Consequently, despite the zebrafish is suitable model to study senescence as a general
phenomenon, it doesn’t seem to be a correct model to assess the effect of aging on
reproduction, at least if we want to draw conclusions that can be extrapolated to the human
beings.
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1. INTRODUCCION

1.1. Retraso en la edad de maternidad en el ser humano

Desde principios de los afios 60 existe una tendencia general a retrasar la edad a la que
las parejas comienzan a tener hijos. Inicialmente esto fue debido a la introduccion de métodos
anticonceptivos de confianza como la pildora, entre otros, que permitian a las parejas tener un
mayor control de su propia reproduccion al disminuir el riesgo de concepcion no deseada.
(Bailey, 2006; Goldin and Katz, 2002; Leridon, 2006).

Este control, junto con la evolucion hacia una sociedad mas moderna, proporcioné los
medios necesarios para la emancipacién de la mujer, aumentando sus oportunidades
educacionales y laborales. De esta forma, las mujeres comenzaron a ser capaces de elegir si
querian ocupar exclusivamente el papel de madres o por el contrario combinarlo con la
realizacion de trabajos remunerados fuera de casa. Esta eleccidn alteré en gran medida el patrén
temporal del comportamiento reproductivo, provocando un retraso masivo en la edad a la que
las mujeres decidian ser madres. (Mills et al., 2011).

En la actualidad, la vida laboral de la mujer ya no es algo tan determinante a la hora de
decidir tener hijos, puesto que el rol de ama de casa ya no es algo inherente a la mujer, sino que
las tareas domésticas se reparten en pareja permitiendo el desarrollo profesional de cada una
de las partes. Sin embargo, esto no ha propiciado un adelanto en la edad de maternidad porque
dicha edad no sélo determina el establecimiento de una carrera consolidada, sino que, ademas,
sirve como un marcador de desarrollo personal y madurez (Helms-Erikson, 2001). De este modo,
las parejas eligen voluntariamente no tener hijos o posponerlo hasta que llegue un periodo de
tiempo en el que criar a un nifio sea mas compatible con el camino profesional elegido y con
otros objetivos de la vida tales como la estabilidad de pareja, la seguridad financiera o la
preparacion para el rol parental. Asi, los hombres y mujeres que retrasan la maternidad, suelen
tener un nivel formativo superior, mayores ingresos y prestigio ocupacional, y en definitiva una
probabilidad mayor de tener planeado el nacimiento de un hijo en comparacién con otras
parejas que sean mas jovenes (Wilkie, 1981).

Este hecho ha quedado claramente reflejado en los datos de la Media Espafiola de edad
de maternidad en el primer nacimiento que, en los afios 80, se encontraba alrededor de los 25
afios de edad y en cambio actualmente se encuentra en los 31 afos (Ver anexo), con una
tendencia que previsiblemente continuard en aumento. (INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA,
2014).

1.2. Problemas derivados del retraso en el momento reproductivo

Esta postergacidon de los primeros nacimientos es cada vez mas comun en los paises
occidentales, especialmente en grupos con elevada formacién académica, y entabla un riesgo
involuntario de no poder tener hijos debido a las implicaciones de la edad sobre la capacidad
tanto masculina como femenina de concebir descendencia (Lampic et al., 2006; Mills et al.,
2011).

Ciclicamente las mujeres generan un dvulo listo para ser fecundado, pero esto sélo
ocurre durante un tiempo limitado, pues la provisién inicial de foliculos primordiales que se
convertirdn en ovocitos se consume con cada ciclo hasta que se agota completamente. De
hecho, el nimero de ovocitos comienza a disminuir en la mujer en el Gtero, desde incluso antes



del nacimiento y contintda bajando hasta llegar a la menopausia (Daly and Bewley, 2013). Debido
a este fendmeno, la capacidad reproductiva de la mujer va descendiendo gradualmente, pero lo
hara de forma significativa a la edad aproximada de 32 afos y a una velocidad mayor tras los 37
(AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2014). Ello supone un aumento
exponencial del riesgo de infertilidad, de la probabilidad de concepcidén de descendencia con
anomalias genéticas y las posibles complicaciones durante el embarazo, como por ejemplo el
aborto espontdneo, el embarazo ectépico, la preeclampsia’ o la necesidad de cesarea (Daly and
Bewley, 2013; Ford, 2013).

Por otra parte, en los hombres la espermatogénesis continia funcionando
correctamente en edades avanzadas, lo cual les permite poder reproducirse durante la vejez y
permanecer fértiles al menos hasta los 80 afios de edad (Eskenazi et al., 2003; Gems, 2014). No
obstante, el hecho de que puedan seguir produciendo espermatozoides no significa que la edad
no tenga consecuencias para ellos, ya que, por un lado, se pueden dar alteraciones del material
genético de los espermatozoides causadas por factores ambientales acumulativos y, por otro,
afectar de forma negativa tanto al volumen del semen como a la morfologia y la motilidad del
espermatozoide. (Eskenazi et al., 2003; Kidd et al., 2001; Lopez y Palacios, 2011).

Estos obstaculos de la edad a los que deben enfrentarse las parejas cada vez mas a
menudo generan un importante problema de salud, de hecho, en los paises desarrollados, se
estima que entre el 9y el 14% de las parejas tienen dificultades para concebir (Walschaerts et
al., 2012). Una posible sefial de disminucién de la salud reproductiva es la alta demanda para el
tratamiento clinico de la infertilidad, cuyos métodos se han popularizado en las sociedades
occidentales. En el caso de Espaia, estas nuevas técnicas de reproduccidon han obtenido una
muy amplia difusion, siendo uno de los paises europeos en los que mayor nimero de
tratamientos se realizan. Segln datos del “Registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad:
Técnicas de reproduccion asistida (1A y FIV/ICSI). Afio 2012”, mas de 25.000 mujeres fueron
tratadas mediante dichas técnicas ese afio. Y dado que, como ya se ha planteado anteriormente,
una de las razones de este descenso de la fecundidad estd relacionada con el aumento de la
edad de los progenitores (Walschaerts et al., 2012), la comprension de cémo la edad afecta a la
fertilidad se presenta de gran relevancia en la sociedad moderna.

1.3. El uso de organismos modelo para el estudio de procesos biolégicos
humanos.

Segun la RAE, un modelo es una “representacion simple de una realidad compleja que
se elabora para facilitar su comprension y el estudio de su comportamiento”. Asi, un organismo
modelo de experimentacién podria definirse como un organismo no humano que permita
esclarecer con el minimo de dificultades los entresijos de la vida (procesos fisioldgicos,
genéticos, bioquimicos, etc.). Aplicado al campo de la biomedicina, se entenderia como un
organismo no humano que reproduce una enfermedad humana (o un proceso de una
enfermedad) permitiendo la investigacidon y el desarrollo de diferentes técnicas terapéuticas
(Hernandez, 2006).

En investigacion, los modelos resultan muy Utiles y su elaboracién implica varios
aspectos opuestos ya que deben presentar la realidad lo mas fielmente posible, pero a la vez ser

! Preeclampsia: Estado patoldgico de la mujer en el embarazo que se caracteriza por hipertension arterial,
edemas, presencia de proteinas en la orina y aumento excesivo de peso; puede preceder a una eclampsia
(Enfermedad que afecta a la mujer en el embarazo o el puerperio, que se caracteriza por convulsiones
seguidas de un estado de coma).



mas sencillos y manejables que las situaciones reales. Segun la Fundacion Estadounidense para
la Investigacidon Biomédica, la investigacidn cientifica con organismos modelo ha permitido la
obtencidn de una enorme cantidad de informacidn desempefiado un papel vital en
practicamente todos los avances médicos para la salud humana acontecidos durante el pasado
siglo XX y dicha relevancia se mantiene actualmente en la investigacion biomédica. De hecho, la
mayor parte de los protocolos actuales para la prevencién, curacién y control de enfermedades,
estan basados en el conocimiento alcanzado a través de investigaciones realizadas en animales
de laboratorio (CONFEDERACION DE SOCIEDADES CIENTIFICAS DE ESPANA, 2015).

Por otro lado, la Confederacién de Sociedades Cientificas de Espafia (COSCE) también
suscribe que el uso de animales en la investigacion es vital para el avance de la medicina, siempre
y cuando se cumplan unas estrictas normas de conducta para garantizar un tratamiento y un
cuidado ético de los organismos empleados. Los investigadores biomédicos estan a favor de esta
maxima y por ello aplican de forma rigurosa el “principio de las 3R” donde las R hacen referencia
a Reemplazar, Reducir y Refinar. Es decir, los investigadores han de buscar maneras de
reemplazar el uso de animales cuando sea posible, reducir el nimero de ejemplares utilizados a
los estrictamente necesarios para obtener resultados significativos y validos y, por ultimo,
refinar, perfeccionar, los métodos empleados para la mejora de su bienestar.

Existe una gran variedad de organismos modelo y cada uno de ellos se utiliza para
analizar diversas lineas de investigacidon en las que sus caracteristicas particulares los hacen
idoneos para estudiar cada proceso en concreto. Aunque los organismos modelo son
fisicamente diferentes entre si, afios de investigacion han puesto de manifiesto un sorprendente
parecido en la mayoria de sus procesos bioldogicos fundamentales y que, ademds, resultan
comunes a los seres humanos (Rojas-Mufoz et al., 2007). Esta estrategia de usar un organismo
menos complejo para estudiar un determinado proceso y poder extrapolar los conocimientos
obtenidos al ser humano, es posible debido a la conservacién, en el transcurso de la evolucidn,
de determinadas rutas metabdlicas y de desarrollo basicas.

A continuacion, se describen brevemente algunos de los organismos mds conocidos y
utilizados actualmente en las investigaciones biomédicas, ordenados de menor a mayor
complejidad genética, exceptuando el pez cebra, del que se hablard en el apartado
inmediatamente posterior.

1.3.1. Escherichia coli

Se trata de una bacteria gram negativa y anaerobia facultativa que forma parte de la
microbiota intestinal de mamiferos y aves. Normalmente, no suele causar ningun tipo de
problema, es mds, es necesaria para el funcionamiento correcto del proceso digestivo. Sin
embargo, algunas cepas por intercambio de material genético, adquieren la capacidad de causar
infecciones y provocar diarreas sangrantes. Muchas otras bacterias comparten los mismos
habitats que E. coli, pudiendo también ser las causantes de infecciones en las personas (Newman
et al., 1996; Schwarz-linek et al., 2016).

Su genoma fue secuenciado por completo en 1997. Dicho genoma mide unas 4’6 Mb
que albergan aproximadamente 4.300 genes, y a pesar de que se desconoce la funcion de algo
mas del 30% de estos genes, probablemente se trate del organismo vivo mas conocido en la
actualidad y uno de los usados mds frecuentemente para el entendimiento de los procesos
bioldgicos (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS, 2015).



El estudio de esta bacteria ha permitido analizar los fundamentos de la biologia moderna, como
son los procesos de replicacién del ADN, de transcripcién del ARN, los mecanismos de regulacion
genética o los procesos de recombinacidn genética de las bacterias (CSIC, 2015). Ademas, su
capacidad para almacenar el ADN exégeno la han convertido en una fabrica de clonar genes y
producir proteinas de cualquier tipo, convirtiéndola en una herramienta mas del laboratorio,
sobretodo en el campo de la biologia molecular.

Figura 1. Escherichia Coli.

1.3.2. Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharmyces cerevisiae, es un hongo unicelular, del grupo de los
ascomicetos que se encuentra en la naturaleza en la savia y exudados dulces de algunas plantas
o sobre sustratos ricos en azucares (CSIC, 2015). Presenta dos fases bioldgicas estables: haploide
y diploide y se reproduce por gemacidn (Barnett et al., 1983).

Su genoma fue el primero de los eucariotas en ser secuenciado y consta de unas 12 Mb
que codifican alrededor de 6000 genes. Se calcula que aproximadamente un tercio de los
mismos cuentan con un homdlogo en humanos y se sabe que una gran cantidad corresponden
a genes relacionados con enfermedades metabdlicas, hereditarias neurodegenerativas o con el
cancer, entre otras, lo que ha permitido el estudio de estas enfermedades gracias a su facil
manipulacién genética y barato cultivo (Dujon, 1996). Ademas, la similitud entre los sistemas
celulares fundamentales (division celular, cromosomas, respuesta al estrés y metabolismo
primario, entre otros) de la levadura y de los organismos superiores ha consolidado a la levadura
como un excelente modelo eucariota, tanto a nivel celular como a nivel molecular (Botstein et
al., 1997). A la vez, ha demostrado tener un enorme potencial como herramienta tecnoldgica
para la biologia molecular al permitir establecer con relativa facilidad la relacién entre la
estructura genética y la funcién de la proteina.

Por otro lado, la investigacion biotecnoldgica también ha mantenido el uso tradicional
qgue se ha hecho de esta levadura, mejorando e innovando los procesos de produccién de
bebidas alcohdlicas y de panificacién gracias a su capacidad de producir diéxido de carbono y
etanol a partir de los azlicares que encuentra en el medio (proceso de fermentacién) (Gonzalez
y Valenzuela, 2000).



Figura 2. Saccharomyces cerevisiae.

1.3.3. Caenorhabditis elegans

Este organismo modelo es un nematodo que vive en el suelo y se alimenta de bacterias.
Su genoma, secuenciado por completo en 1998 contiene 100 Mb y alberga unos 20000 genes,
de los cuales aproximadamente el 40% tienen un homdélogo humano (Leung et al., 2008).

Su organizacién anatdmica es muy sencilla y su modelo de desarrollo es bien conocido.
Contiene 959 células somaticas, de las cuales 302 son neuronas, lo que convierte a este gusano
en un organismo perfecto para modelizar aspectos de numerosas enfermedades
neurodegenerativas, la mayoria de ellas asociadas a la edad, como por ejemplo el Alzheimer, el
Parkinson o la enfermedad de Huntington (CSIC, 2015; Link, 2006).

Se trata de un organismo eucariota que posee una gran cantidad de caracteristicas
ventajosas que han permitido la ampliaciéon de los horizontes de la biologia molecular,
empezando con estudios de desarrollo y del sistema nervioso y extendiéndose posteriormente
a otros campos de relevancia biomédica como son la investigacion de las causas del
envejecimiento, la respuesta neuro-inmune o la muerte programada de las células (CSIC, 2015).
Algunas de estas caracteristicas que hacen propicio su estudio como modelo en los campos
mencionados son: su pequefio tamafio, su elevada capacidad de reproduccion, su facilidad de
cultivo y bajo coste de mantenimiento, el hecho de ser el Unico animal pluricelular que puede
conservarse congelado en nitrégeno liquido, su transparencia (sobre todo para ensayos con
reporteros fluorescentes (GFP) in vivo) y su capacidad de reducir la actividad genética mediante
el uso de ARNi, entre otras (Corsi et al., 2015).

Figura 3. Caenorhabditis elegans.



1.3.4. Drosophila melanogaster

También conocida como mosca de la fruta o mosca del vinagre, Drosophila
melanogaster es un insecto que pertenece al orden de los dipteros y esta considerado como uno
de los organismos modelo de mayor renombre en la investigacién, con una amplisima
comunidad de investigadores que lleva trabajando con este vertebrado desde hace mas de un
siglo. Su genoma se secuencié por completo en el afio 2000 donde, para sorpresa de los
investigadores, se descubrié que tiene 164Mb en las que se distribuyen unos 14000 genes, una
cifra muy inferior a la que esperaban pero que demuestra que con unos pocos genes se pude
pasar de un organismo unicelular a “un animal que puede volar sin chocar con las paredes, tiene
tejidos, nervios, musculos, recuerdos y otros comportamientos complejos” tal como declaré en
su dia Gerald Rubin, director del Proyecto de Genoma de Drosophila de Berkeley (Estados
Unidos). (Adams et al. 2000; CORBELLA, 2000; CSIC, 2015;).

D. melanogaster fue introducida en el laboratorio a principios del siglo XX y las
principales ventajas que hicieron que comenzara a utilizarse como modelo de estudio fueron su
pequefio tamafio, su bajo coste de mantenimiento y su rapido tiempo de generacién. Al
principio comenzé a usarse para el estudio de teorias evolutivas, pero pronto suscité interés en
otros campos de la biologia, destacando su aportacion a los fundamentos de la genética como
disciplina y como herramienta bioldgica (Arias, 2008). De hecho, el concepto de que en los
cromosomas son transportados los rasgos hereditarios fue desarrollado por primera vez este
organismo, asi como muchos otros descubrimientos hitos en la genética, como la definicién de
las estructuras de los genes o la identificacidon en la embriogénesis de los genes implicados en
todos los aspectos del desarrollo (Pandey and Nichols, 2011).

Sorprendentemente, muchos de los genes identificados en estas investigaciones
resultaron estar conservados en otros organismos. Aproximadamente el 75% de los genes de
enfermedades humanas que se conocen tienen una contrapartida identificable en el cédigo
genético de la mosca de la fruta, y el 50% de las secuencias proteinicas de la mosca tiene
analogos en los mamiferos (CSIC, 2015; YOUR GENOME, 2015)

Hoy en dia, en los albores del siglo XXI, este organismo continda a la vanguardia de la
biologia, donde los genes, las técnicas genéticas y otros descubrimientos son a menudo
dilucidados primero en la mosca y luego son trasladados a los sistemas de mamiferos (Arias,
2008).

Figura 4. Drosophila melanogaster.

1.3.5. Mus musculus

El ratén comun, mas formalmente conocido como Mus musculus, es el primer mamifero
vertebrado cuyo genoma fue secuenciado por competo. La hazafia tuvo lugar en 2002, y reveld



la existencia de unas 3000 Mb que albergan aproximadamente 25000 genes, un nimero muy
similar al de los seres humanos (CSIC, 2015).

Los ratones y los humanos comparten la mayoria de sus funciones fisioldgicas y
patoldgicas, de hecho, han sido documentadas numerosas similitudes en sistemas como el
cardiovascular, el endocrino, el nervioso, el musculo-esquelético e incluso en el sistema
inmunoldgico (Rosenthal and Brown, 2007). En efecto, en este pequefio animal se reproducen
gran variedad de enfermedades humanas, ademas de posibles terapias para el futuro y ensayos
de toxicidad.

Inicialmente los estudios con este animal se realizaban generando mutantes naturales
mediante cruces endogamicos, pero a partir de la década de los 80, los avances de las técnicas
de manipulacién genética permitieron la construccion de los primeros ratones genomutados
(knock outs) y de los ratones transgénicos (que incorporan genes no propios de su
especie)(CSIC,2015), promoviendo el desarrollo de numerosos modelos de patologias humanas
para un estudio mas exacto de dichas enfermedades, como por ejemplo la diabetes, el cancer o
enfermedades inmunodeficientes como el SIDA.

La cercania con el ser humano, tanto a nivel fisiolégico como genético (mas del 95% de
sus genes tiene un homadlogo humano), unido al facil manejo en el laboratorio, el rapido tiempo
de generacién, su corta vida media y la abundante descendencia que engendra, han convertido
a este animal en el organismo modelo por excelencia.

Figura 5. Mus musculus.

1.4. El pez cebra (Danio rerio) como organismo modelo para el estudio de los
efectos del envejecimiento en la reproduccion

Los peces cebra son animales vertebrados y representan un modelo mas cercano al
hombre que los modelos invertebrados como podria ser D. melanogaster, ya que comparten
mas caracteristicas con los humanos a nivel genético, de procesos de desarrollo, anatomia,
fisiologia o comportamiento. Sin embargo, no son mamiferos y no estan tan relacionados a los
humanos como lo estd el ratén.

A pesar de ello, el pez cebra posee unas caracteristicas que han hecho que haya sido
altamente utilizado como modelo para investigar, entre otras cosas, los mecanismos
subyacentes de la senescencia gradual en los seres humanos (De Groef et al., 2015; Donnini et
al., 2013; Kishi, 2014). Asimismo, también podria ser adecuado para estudiar el efecto de la edad
sobre la reproduccién ya que ademas de dar lugar a abundantes puestas de huevos (unos 200-
300 por semana, alcanza la madurez sexual alrededor de los 3 a 4 meses de edad (Westerfield,
2007) y su promedio de vida se encuentra entre los 31 y 45 meses, lo que hace que puedan ser
estudiados en un periodo de tiempo relativamente corto (Herrera and Jagadeeswaran, 2004).



En cuanto a su reproduccion, el pez cebra se reproduce mediante fecundacién externa,
gue permite la recopilaciéon sencilla de espermatozoides y évulos para una fecundacion in vitro
controlada. Ademas, los huevos son claros y transparentes, lo que posibilita seguir facilmente
su desarrollo bajo el microscopio, tal y como se observa en la Figura 6, de forma que se pueden
separar los huevos fecundados de los que no lo estan antes de las 24 horas posteriores a la
fecundacion (Kimmel et al., 1995).

4 hpf

8 hpf 10 hpf

Figura 6. Imagenes del ciclo de vida del pez cebra.

Precisamente, el facil analisis de la viabilidad de la descendencia ha sido uno de los
factores determinantes para elegir este animal como posible modelo apropiado para el estudio
que se va a llevar a cabo de los cruzamientos entre especimenes de diferentes edades, en
comparacion a lo que supondria realizar este trabajo en otros modelos animales en los que el
analisis seria mas costoso y consumiria mucho mas tiempo, o en los seres humanos, donde a
parte del tiempo y las implicaciones éticas que conlleva, la principal dificultad seria encontrar
participantes para el estudio, dada la tendencia natural que tienen los seres humanos a
emparejarse con individuos de edad similar. Estas, y otras dificultades, son las que provocan que
la mayoria de la literatura publicada en relacién a esta problematica esté basada en datos
obtenidos a partir de estudios retrospectivos que incluyen factores dificiles de controlar como,
por ejemplo, el hecho de que la recopilacién de estos datos esté sujeta a la memoria de los
participantes respecto a su estilo de vida o historia reproductiva.



2. OBJETIVOS

Tal como se ha comentado en la introduccion, la edad juega un papel de gran importancia a la
hora de tener un éxito reproductivo, por ello, en el presente trabajo se tratara de evaluar la
influencia de la misma en las capacidades reproductivas utilizando el pez cebra como modelo
de estudio. Asi, como objetivos principales se encuentran los siguientes:

> Por un lado, obtener una mejor comprensién de los efectos que supone la edad de los
progenitores sobre la fertilizacién y el desarrollo embrionario temprano. Para lo cual se
procedera al andlisis de las tasas de fecundacién, eclosion, supervivencia y anormalidad
de las crias resultantes de cruzamientos entre peces cebra de diferentes edades.

> Por otro, comprobar si es posible extrapolar los resultados obtenidos con el pez cebra
a los seres humanos, es decir, determinar si el pez cebra seria un modelo correcto para
conseguir la informacién que se busca, dado que, a priori, las caracteristicas propias de
este animal parecen indicar que lo es. La hipétesis de partida para esta comprobacién
seria que el rendimiento reproductivo y la calidad de la descendencia seria mayor en
los cruzamientos de peces jovenes en comparacién con lo logrado por los peces mas
maduros.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Diseno experimental

Para evaluar los efectos del envejecimiento en la fertilizacidn y el desarrollo embrionario
se procedid a la fecundacidn in vitro de 4 grupos de peces de distintas edades: Macho Joven x
Hembra Joven (J xJ), Macho Maduro x Hembra Madura (M x M), Macho Joven x Hembra Madura
(J x M) y Macho Maduro x Hembra Joven (M x J). La edad de los especimenes jovenes era de 7
meses post-fecundacién, mientras que la de los maduros estaba entre 29 y 31 mpf
(aproximadamente 2 afios y medio). En cada una de estas combinaciones se analizé la tasa de
fecundacion (TF) a las 3-4 horas post-fecundacion, en la etapa MBT (mid blastula transition), la
tasa de eclosion (TE) a las 72 hpfy las tasas de supervivencia (TS) y la de anormalidad (TA), ambas
a los 5 dias post-fecundacion.

3.2. Mantenimiento del pez cebra

La colonia de peces cebra fue criada en el laboratorio siguiendo el protocolo descrito en
Westerfield (2007). Brevemente, los sujetos de estudio se mantuvieron en tanques de 20 L a
28’52C, en una proporcion de 3:2 (hembras:machos). Se alimentaron dos veces al dia con comida
granular suplementada con yema de huevo de gallina y carne de camardn ambas recién
descongeladas (Francisco-Simao et al., 2010) y el ciclo de luz se regulé en 14h de luz / 10 h de
oscuridad (Brand et al., 2002; Matthews et al., 2002).

Todos los acuarios fueron equipados con un sistema de recirculacion de agua con filtros
de carbdn activo?. Ademds, el agua del grifo se declord y descalcificd antes de su uso
(convirtiéndose en agua de sistema de aqui en adelante). Por ultimo, y de nuevo segun las
recomendaciones de Westerfield (2007), una cuarta parte del total de agua del acuario se
elimind semanalmente y se reemplazé por agua limpia para evitar concentraciones altas de
amonio 3. Es preciso sefialar que todas las condiciones ambientales fueron idénticas en todos
los acuarios.

Los procedimientos experimentales y de cuidado de los animales en el presente trabajo
cumplen plenamente con las normas para el uso de animales establecidas por el Comité Etico
de la Universidad Politécnica de Valencia, las directivas de la Comunidad Europea (86/609/EEC
y 2003/65/EC) y la legislacion espariola (RD 1201/2005, BOE 252/34367-91, 2005).

3.3. Obtencion de gametos inactivos

Los peces se reproducen por fecundacién externa, cuando aparece el primer estimulo
luminoso tras el ciclo de oscuridad, lo que se conoce como “hora del amanecer”, se desencadena
la liberacién de los gametos al exterior. Primero los peces descienden al fondo de la peceray
posteriormente el macho comienza a perseguir a la hembra en circulos iniciando el ritual de
cortejo. Esta persecucion recibe el nombre de “bola” y segundos después se produce la
expulsion de ovocitos por parte de la hembra y de semen por parte del macho, que se activan al

2 Se trata de un material poroso que sirve para purificar el agua.

3 Las concentraciones altas de amonio causan dafio en las membranas de las branquias e inhiben el
sistema inmunolégico desencadenando enfermedades que pueden causar la muerte de los peces.
Aparece a través de la orina y las heces, también como consecuencia de la respiracién de los peces.
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entrar en contacto con el agua de sistema produciéndose la fecundacion de los ovocitos al
encontrarse con los espermatozoides.

Dado que se pretendia realizar una fecundacién in vitro, era necesario evitar la
liberacion de los gametos, puesto que la activacién y la fecundacion de los mismos se realizaria
posteriormente en el laboratorio. Es por ello que la extraccidon de los gametos se llevd a cabo
siguiendo el método descrito por Westerfield (2007), segun el cual se recogieron los peces
evaluando aquellos que mostraron conducta sexual, teniendo la precaucién de capturarlos con
el salobre mientras estaban en “bola”. Previamente a la extraccidn, se sedaron los peces
introduciéndolos en una solucidn de aceite de clavo (100 uL de aceite en 1L de agua de sistema)
durante unos minutos, luego se procedid a la extraccion.

3.3.1. Recoleccion de huevos

Las hembras se colocaron en una hoja de papel secante y se inmovilizaron con ayuda de
la esponja que aparece en la Figura 7. A continuacidn, se ejercié una presion suave pero firme
en el vientre para provocar la salida de los ovocitos al exterior y éstos se recogieron con la ayuda
de una cuchara de plastico, teniendo especial cuidado de mantener los ovocitos fuera del
alcance de las humedas escamas de la hembra, ya que el contacto podria provocar la activacion
de los mismos antes de lo deseado.

Figura 7. Esponjas para la inmovilizacién de los peces durante la recoleccién. A la izquierda, esponja
curvada para las hembras. A la derecha, esponja con una hendidura en el medio para los machos.

Solamente los huevos de buena calidad (color amarillo y translicidos) fueron
seleccionados. Se depositaron en una placa Petri de 35 mm con medio F1* y se mantuvieron a
82C hasta su uso para la fecundacion (1h 30 min como tiempo maximo).

4Medio F1: solucidon salina tamponada que simula la osmolaridad del interior de la hembra, esta
suplementada con 1,5% (v / v) de BSA (albumina de suero bovino) y 0,1 g de NaCl / 100 cc de medio Hanks;
ph: 7,4; osmolaridad: 310 a 320 mOsm.
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3.3.2. Recoleccion de semen.

Para los machos, el procedimiento de recogida de la pecera y sedacion fue idéntico, pero
a la hora de extraer el semen lo que se hizo fue colocarlos boca arriba en la hendidura de la
esponja que aparece en la Figura 7. Primero, el poro genital se secd suavemente para evitar la
activacion de los espermatozoides y posteriormente, con una mano se presionaron, de forma
suave pero firme, los laterales de los peces con unas pinzas para inducir la salida del semen
mientras que con la otra mano se sostenia un microcapilar (1 x 90 mm, Narishige Scientific
Instrument Lab) pegado al poro genital para recoger el semen expulsado. El esperma de 2-3
machos de la misma edad (unos 0.5-2 plL/macho) se diluyé en 100 pl de F1 en una placa de Petri
de 35 mm para mantenerlo inactivo y a continuacién la dilucidn se almacend como los ovocitos,
a 82C hasta su uso.

Tras la extraccién de gametos, los peces se devolvieron a los tanques, no sin antes
introducirlos en agua libre de aceite de clavo para que pudieran recuperar la completa movilidad
después de haber sido anestesiados.

3.4. Fecundacion in vitro

En el pez cebra, los ovocitos pierden rapidamente su capacidad de ser fecundados v,
ademas, el tiempo entre la activacién completa y la fecundacién in vivo son extremadamente
cortos (segundos) por lo que se recomienda que no pasen mas de 90 min tras la extraccidon de
los gametos para llevar a cabo la fecundacion in vitro (Nusslein-Volhard y Dahm 2002).

Lo primero que se hizo fue sacar los huevos y el semen inactivos de la nevera. A
continuacién, se depositaron unas gotas de agua de sistema en las placas que contenian el
esperma para ir activando los espermatozoides mientras que, con ayuda de una punta de vidrio
y un chupete, se absorbio el F1 de las placas que contenian los huevos, con la precaucién de
colocar la punta de vidrio de forma perpendicular a la placa para prevenir la absorcién accidental
de los mismos.

Posteriormente, y formando 4 grupos en funcion de la edad de los peces de los cuales
se habian extraido los gametos (Macho Joven x Hembra Joven (J x J), Macho Maduro x Hembra
Madura (M x M), Macho Joven x Hembra Madura (J x M) y Macho Maduro x Hembra Joven (M
x 1)), se fue afiadiendo la dilucidn de espermatozoides a la placa con los huevos libres de F1.

Finalmente, para activar los gametos por completo, se afiadié a la mezcla huevos-
esperma de los diferentes grupos de edad 1 mL ®> de agua de sistema a temperatura ambiente.
Pasados 2-3 min, el tiempo requerido para que se produzca la fecundacién en el pez cebra, las
placas se llenaron completamente con agua de sistema y se introdujeron en la incubadora a una
temperatura de 28,5°C.

3.5. Procedimiento de recogida de datos para las distintas tasas a evaluar

Las placas se dejaron incubar durante 3-4 horas, tras las cuales se evalud la tasa de
fecundaciéon que habia habido, considerando que habian fecundado aquellos cigotos que,

5 Inicialmente se afiade sélo 1 mL para aumentar la probabilidad de encuentro entre los gametos.
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pasado este tiempo, se encontraban en estado de MBT ° (Figura 8). Los embriones fecundados
se trasladaron a placas Petri de 100 mm de didmetro colocando un maximo de 25 embriones
por placa. Después, las placas se volvieron a colocar en la incubadora a 28,5°C.

Figura 8. No fecundados vs Fecundados (MBT).

Los embriones no se sacaron de laincubadora de nuevo hasta pasadas 72 hpf, momento
en el que se evalué el nUmero de embriones que habia eclosionado, ya que lo normal es que en
este punto la gran mayoria hubieran eclosionado si hubieran seguido un desarrollo normal.

La ultima valoracién se llevé a cabo a los 5 dpf, cuando se procedié a evaluar cuantas
larvas seguian vivas y de ellas, cuantas poseian alguna anormalidad, considerdandose anormales
aquellas con columna vertebral irregular, curly o pericarditis (Figura 9).

Figura 9. Anormalidades morfoldgicas del pez cebra evaluadas. a) control b) curvatura espinal c)
curvatura de la cola (curly) d) edema en el saco pericérdico.

6 A partir de este momento la divisién celular se convierte en asincrona, el embrién comienza la
transcripcion de su propio ADN y comienza la expresion diferencial de los genes paternos.
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3.6. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado (Statgraphics Plus 5.1).
Se utilizé la correccion de Yates para continuidad cuando estaba implicado un solo grado de
libertad y se considerd que los valores eran estadisticamente diferentes si P < 0,05. La version
extendida del analisis se encuentra en los Anexos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Tasa de fecundacion

La tasa de fecundacion se calculd dividiendo el total de ovocitos fecundados entre
aquellos que fueron recogidos inicialmente, para cada uno de los grupos de estudio.

Tabla 1. Datos recogidos para el calculo de la tasa de fecundacion de los grupos de la misma edad.

Fecha Ov. Fec. | Ov.Rec. | Ov. Fec. | Ov. Rec.

GRUPO Joven x Joven Maduro x Madura
13/01/15 - - 0 35
14/01/15 0 46 73 156
15/01/15 121 252 0 147
16/01/15 - - 0 197
19/01/15 19 181 276 385
20/01/15 - - 53 81
30/01/15 0 90 - -
16/02/15 96 239 - -
17/02/15 18 160 - -
26/02/15 255 369 - -

TOTAL 509 1337 402 1001

Fecha Ov. Fec. | Ov.Rec. | Ov. Fec. | Ov. Rec.

GRUPO Joven x Madura Maduro x Joven
15/01/15 91 203 - -
20/01/15 35 181 - -
23/01/15 - - 108 445
27/01/15 3 147 114 495
30/01/15 4 95 62 122
02/02/15 23 74 59 90
16/02/15 170 352 - -
17/02/15 - - 20 151

Tabla 2. Datos recogidos para el calculo de la tasa de fecundacién de los grupos de distintas edades.
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19/02/15 - - 3 7

09/03/15 - - 11 202
10/03/15 35 71 - -
TOTAL 361 1123 377 1512

Tabla 3. Tasas de fecundacion para cada grupo de edad.

GRUPO JX] MXM JXM MX]

FECUNDADOS 509 402 361 377

RECOGIDOS 1337 1001 1123 1512
TASA DE ’ o/b7 ’ o/a ’ o/C ’ o/d
FECUNDACION 3807 % 40’16 % 32’14 % 24’93 %

Con los datos obtenidos lo primero que cabe destacar es que las tasas de fecundacion
fueron bastante bajas en comparacion con los resultados obtenidos en otros estudios realizados
por el grupo ACUMA (Martinez-Sales et al., 2015), pudiendo ser el agua utilizada (filtro de resinas
de intercambio) el motivo de este descenso. Los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos habiéndose obtenido el mejor resultado
en el grupo M x M (40,16%) seguido por el grupo J x J (38,07%). El peor resultado se obtuvo en
el grupo M x J (25%) (Véase la tabla 3).

A la vista de estos resultados y puesto que las mejores tasas de fecundacion se
obtuvieron en los grupos de la misma edad, cabria proponer la existencia de una interaccion
negativa en los grupos en los que macho y hembra eran de distintas edades.

4.2. Tasa de eclosion a las 72 hpf

La tasa de eclosion obtenida a las 72 hpf se calculé dividiendo el total de larvas que
habian eclosionado entre el total de ovocitos que fueron fecundados inicialmente, para cada
uno de los grupos de estudio.

Tabla 4. Datos recogidos para el calculo de la tasa de eclosién (72 hpf) de los grupos de la misma edad.

Fecha Embr. Ecl. | Fec.In. | Embr. Ecl. | Fec. In.
GRUPO Joven x Joven Maduro x Madura
13/01/15 - - 0 0
14/01/15 0 0 61 73
15/01/15 * * 0 0

7 Diferentes superindices indican diferencias significativas entre los resultados obtenidos en los distintos

grupos de estudio.




16/01/15 - - 0 0
19/01/15 * * 237 276
20/01/15 - - 40 53
30/01/15 0 0 - -
16/02/15 53 96 - -
17/02/15 12 18 - -
26/02/15 134 255 - -
TOTAL 199 369 338 402

Tabla 5. Datos recogidos para el calculo de la tasa de eclosién (72 hpf) de los grupos de distintas edades.

Fecha Embr. Ecl. | Fec.In. | Embr. Ecl. | Fec. In.

GRUPO Joven x Madura Maduro x Joven
15/01/15 * * - -
20/01/15 32 35 - -
23/01/15 - - 103 108
27/01/15 3 3 75 114
30/01/15 0 4 36 62
02/02/15 23 23 55 59
16/02/15 129 170 - -
17/02/15 - - 11 20
19/02/15 - - 3 3
09/03/15 - - 7 11
10/03/15 35 35 - }

TOTAL 222 270 290 377

Tabla 6. Tasas de eclosion a las 72 hpf para cada grupo de edad.

GRUPO JX]J MXM JXM MX]

ECLOSIONADOS 199 338 222 290

FECUNDADOS IN. 369 402 270 377
TASA DE ’ o/b ’ o/a 4 o/a ’ o/ab
ECLOSION 53’92 % 84’08 % 82'22 % 76’92 %
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Estadisticamente se observaron diferencias significativas en todos los grupos, excepto
entre los grupos M x M y J x M, que obtuvieron las tasas mas altas (84,08% -82,22%,
respectivamente). El peor resultado se obtuvo en el grupo J x J (54%) (Véase la tabla 6). De
acuerdo con estos resultados, la tasa de eclosion a las 72 hpf parece verse favorecida en aquellos
grupos en los que participaron peces maduros, siendo aun mejores si los peces maduros eran
las hembras.

4.3. Tasa de supervivencia a los 5 dpf

La tasa de larvas que habian sobrevivido 5 dias después de haber sido fecundadas se
calculd dividiendo el total de larvas vivas (considerandose como tal aquellas que se movian,
incluso aunque el movimiento fuese leve), entre el total de ovocitos que fueron fecundados
inicialmente, para cada uno de los grupos de estudio.

Tabla 7. Datos recogidos para el célculo de la tasa de supervivencia (5 dpf) de los grupos de la misma

edad.

Fecha \:::: Fec. In. \;Z:: Fec. In.

GRUPO Joven x Joven Maduro x Madura
13/01/15 - - 0 0
14/01/15 0 0 63 73
15/01/15 112 121 0 0
16/01/15 - - 0 0
19/01/15 17 19 237 276
20/01/15 - - 42 53
30/01/15 0 0 - -
16/02/15 53 96 - -
17/02/15 12 18 - -
26/02/15 134 255 - -

TOTAL 328 509 342 402

edades.
Fecha Vivos Fec. In Vivos Fec. In
5dpf T 5dpf T
GRUPO Joven x Madura Maduro x Joven
15/01/15 83 91 - -

Tabla 8. Datos recogidos para el calculo de la tasa de supervivencia (5 dpf) de los grupos de distintas
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20/01/15 33 35 - -
23/01/15 - - 105 108
27/01/15 3 3 75 114
30/01/15 0 4 38 62
02/02/15 23 23 55 59
16/02/15 130 170 - -
17/02/15 - - 11 20
19/02/15 - - 3 3
09/03/15 - - 7 11
10/03/15 35 35 - -
TOTAL 307 361 294 377

Tabla 9. Tasas de supervivencia (5 dpf) para cada grupo de edad.

GRUPO JX] MXM JXM MX]
VIVAS 328 342 307 294
FECUNDADOS IN. 509 402 361 Byl
TASA DE e e oa '4 ofa 1q8 o/b
SUPERVIVENCIA 64’44 % 85’07 % 85’04 % 77'98 %

De nuevo se observaron diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos,
excepto entre los grupos M x M y J x M, donde se volvieron a obtener las tasas mas elevadas
(85,07% - 85,04%, respectivamente). La peor tasa de supervivencia se obtuvo en el grupo J xJ
(64,44%). Una vez mas los resultados conseguidos, esta vez a través de los valores de las tasas
de supervivencia, parecen sugerir que las hembras de mayor edad confieren algun tipo de
ventaja a sus descendientes haciendo que éstos se desarrollen mejor y, por lo tanto, posean las
tasas de supervivencia mas elevadas (Véase la tabla 9).

4.4. Tasa de anormalidad a los 5dpf

La tasa de anormalidad de las larvas se calculé dividiendo el total de larvas anormales
(considerandose anormales aquellas con columna vertebral irregular, curly o pericarditis), entre
el total de ovocitos que fueron fecundados inicialmente, para cada uno de los grupos de estudio.

Tabla 10. Datos recogidos para el calculo de la tasa de anormalidad (5dpf) de los grupos de la misma

edad.
Fecha Anormales | Fec.In. | Anormales | Fec. In.
GRUPO Joven x Joven Maduro x Madura
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13/01/15 - - 0 0
14/01/15 0 0 8 73
15/01/15 45 121 0 0
16/01/15 - - 0 0
19/01/15 9 19 110 276
20/01/15 - - 19 53
30/01/15 0 0 - -
16/02/15 16 96 - -
17/02/15 6 18 - -
26/02/15 90 255 - -
TOTAL 166 509 137 402

Tabla 11. Datos recogidos para el calculo de la tasa de anormalidad (5dpf) de los grupos de distintas

edades.

Fecha Anormales | Fec.In. | Anormales | Fec. In.

GRUPO Joven x Madura Maduro x Joven
15/01/15 52 91 - -
20/01/15 6 35 - -
23/01/15 - - 64 108
27/01/15 1 3 47 114
30/01/15 0 4 20 62
02/02/15 3 23 7 59
16/02/15 29 170 - -
17/02/15 - - 7 20
19/02/15 - - 0 3
09/03/15 - - 6 11
10/03/15 14 35 - -

TOTAL 105 361 151 377
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Tabla 12. Tasas de anormalidad a los 5dpf para cada grupo de edad.

GRUPO ] X] MXM JXM MX]
ANORMALES 166 137 105 151
FECUNDADOS IN. 509 402 361 377
TASA DE

’61 %P ’'0Q ozab ’AQ o/b AL o/a
ANORMALIDAD | 2 61% 3408 % 2908 % 4005 %

Cabe destacar que las tasas de anormalidad han sido relativamente altas en
comparacion con los resultados obtenidos en otros estudios anteriores realizados por el grupo
ACUMA (Martinez-Sales et al., 2015), de nuevo se considera que puede haber sido debido al
agua. El peor resultado se obtuvo en el grupo M x J (40,05%) y el mejor en el grupo J x M
(29,08%). De acuerdo con las tasas obtenidas (Véase la tabla 12), no es posible establecer una
relacidn entre estos resultados y la edad de los progenitores (maduro vs. joven).

Las consecuencias del proceso de envejecimiento del pez cebra son similares a las de los
mamiferos, ambas especies comparten fenotipos® tales como la curvatura de la columna, la
degeneracion muscular, la oxidacidon de biomoléculas por la presencia de radicales libres de
oxigeno y la falta de enzimas antioxidativas, y también el incremento de la B-galactosidasa en la
senescencia celular (Keller and Murtha, 2004; Kishi, 2014; Kurz et al., 2000). Sin embargo, los
efectos directos de la edad en la reproduccidn alin no se comprenden por completo en ambos
grupos de especies (Gardiner, 2014; Kishi, 2014).

Algunos autores han estudiado los efectos del envejecimiento en la capacidad
reproductiva de los machos de pez cebra (Kanuga et al, 2011; Gardiner, 2014), aunque
obteniendo resultados contradictorios. Por otro lado, acerca de la figura de la hembra hay poca
informacidn disponible, y del mismo modo ocurre con la interacciéon entre machos y hembras
de diferentes edades. Por ello, en el presente trabajo se decidié estudiar esta interaccion,
tratando asi de esclarecer el efecto que tiene la longevidad de los peces sobre la reproduccién
y mas concretamente sobre el desarrollo embrionario.

Empezando por los resultados obtenidos en la tasa de fecundidad, se observé que los
especimenes de la misma edad (joven-joven y maduro-madura) lograron una mejor eficacia
reproductiva. A la vista de estos resultados, cabria proponer la existencia de una interaccion
negativa en los grupos en los que macho y hembra son de distintas edades, provocando asi unas
tasas de fecundacion peores. Sin embargo, no se encontrd ninguna posible explicacién en la
literatura revisada para justificar esta potencial interaccidn negativa de los gametos en base a la
edad de los progenitores, a pesar de la existencia de varios trabajos cuyo objeto de estudio fue
comportamiento sexual y la interaccidon de gametos en teledsteos® (Hart, 1990; Pyron, 2003;
Bernois et al, 2011).

8 La acumulacion de lipofuscina es también un rasgo caracteristico del envejecimiento que en el caso del
pez cebra no ha sido observado. Una posible explicacion de esta ausencia ha sido descrita por Kishi et al.
2003: la lipofuscina es un pigmento que se acumula en células postmitdticas y no en células que proliferan,
ya que éstas ultimas consiguen diluirlo con éxito durante la division celular. “Dado que el pez cebra
continua creciendo durante toda su vida, es posible que sus células somdticas se dividan continuamente,
independientemente de su maduracion y envejecimiento, lo que impide la acumulacion de lipofuscina
intracelular”.

% Teledsteo: “Dicho de un pez: Que tiene el esqueleto completamente osificado. Usado también como
sustantivo masculino, en plural como taxon.” (RAE, 2001).
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En cuanto a las tasas de supervivencia y de eclosidn, éstas revelaron mejores resultados
en los especimenes maduros que en los jévenes, siendo ain mejores aquellos en los que habia
participado una hembra madura. Este resultado podria estar justificado por el crecimiento
parabdlico que experimentan los peces (Figura 11), de forma que como el requerimiento
energético necesario en etapas juveniles para el desarrollo propio es mayor que en las etapas
posteriores, las hembras maduras pueden disponer mas recursos energéticos para la
configuracién de los ovocitos, lo cual les puede proporcionar algun tipo de ventaja respecto a
los concebidos por las hembras de menor edad.
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Figura 10. Curva de crecimiento parabdlico.

Tratando de encontrar una razén para explicar esta ventaja, se encontrd un estudio
llevado a cabo en otra especie de peces (Sebastes melanops) que evidenciaba algunos efectos
de los rasgos maternales sobre el rendimiento de las larvas. Uno de estos rasgos era la edad de
las hembras, que al parecer favorecia el crecimiento y la supervivencia de las larvas al
proporcionarles, durante el estadio de huevo, con mayores glébulos de aceite (compuestos
principalmente por triglicéridos ricos en energia) (Berkeley et al. 2004). Los huevos de peces no
son moviles y, por lo tanto, los embriones que estan desarrollandose no pueden aprovechar de
forma activa el entorno que les rodea, por consiguiente, parece légico pensar que cuanto mayor
es el glébulo de aceite, mejor sera el prondstico de la larva resultante (Heming and Buddington,
1988).

Por ultimo, tal y como se ha referido anteriormente respecto a la tasa de anormalidad,
no se ha logrado relacionar los datos obtenidos con la edad de los progenitores (maduro vs.
joven).
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados globales obtenidos, es posible concluir que las
hembras maduras alcanzaron los mejores resultados a través del desarrollo (tasas de
supervivencia y de larvas de la eclosion) y la reproduccion (tasa de fecundacion), lo que significa
que no disminuye la calidad de los ovocitos sino que aumenta con la madurez en las hembras
de pez cebra, pudiendo ser debido al crecimiento parabdlico de reptiles y peces que difiere del
crecimiento sigmoide que experimentan los mamiferos (Balinsky, 1960).

Estos resultados contrastan con los de los seres humanos, donde la edad avanzada en
las mujeres es un factor limitante de la viabilidad de la descendencia (Aitken, 2014). En los seres
humanos, el declive reproductivo es diferente en machos y hembras. En cuanto a la hembra, la
fertilidad desciende precipitadamente entre las edades de 31 y 42 afios (Fertilizacion Humanay
Embriologia, 2010) y finaliza con la pérdida de la menstruacién, mientras que en la masculina no
hay pérdida abrupta de la fertilidad, aunque la calidad de sus gametos se deteriora (Das et al.,
2013). Ciertamente, el proceso de maduracion y envejecimiento estd mas limitado en las
hembras humanas que en los peces, o incluso que en otros mamiferos, donde las hembras
maduras son capaces de reproducirse en edades avanzadas (Jones et al., 2014).

Por lo tanto, y en resumen, a pesar de que el pez cebra puede ser utilizado ampliamente
en la busqueda de los origenes evolutivos y de desarrollo del fendmeno del envejecimiento
comun en los vertebrados (Kishi, 2014), teniendo en cuenta los resultados dispares obtenidos
en el trabajo actual y por otros autores, el pez cebra no parece ser un modelo adecuado para
estudiar el efecto del envejecimiento sobre la reproduccién para poder extraer conclusiones
aplicables a los seres humanos, especialmente en las hembras.

Mas estudios son necesarios en esta tematica en relacion al pez cebra. Al respecto, una
posible linea de investigacion que deberia seguir a la ya comenzada seria un estudio mas
exhaustivo de la viabilidad de las crias, puesto que en el presente trabajo debido al tiempo se
valoraron sélo parametros tras 5 dias post fecundacion, pero seria muy interesante por ejemplo
haber podido estudiar las capacidades reproductivas de esta generacidn, asi como de una
segunda generacion de peces.
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7. ANEXOS
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Figura 11. Edad Media Nacional a la Maternidad por orden del nacimiento segun nacionalidad
(espafiola/extranjera) de la madre.
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7.1. Andlisis estadistico (version extendida)

Los resultados se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado (Statgraphics Plus 5.1). Se
utilizé la correccidon de Yates para continuidad cuando estaba implicado un solo grado de
libertad y se considerd que los valores eran estadisticamente diferentes si P < 0,05.

Tabla 13. Datos de las tasas de fecundacién para analisis estadistico. 1 > fecundados; 0 > no

fecundados
TF 1 0

IxJ(A) 151%*100 =38.07% 509 628
JxV (B) =2-+100 = 32.14% 361 762
VxJ(C) 377 %100 = 24.93% 377 1135

1512
VxV (D) 292 4100 = 40.16% 402 599

1001

Primero se comparan todos los grupos y luego se van comparando de dos en dos si el resultado
es que son estadisticamente diferentes entre si.

A—-B-C-D —> P<0.05 (Diferentes significativamente), a partir de ahora se hablara de Dif. o
No dif. dependiendo de si son o no estadisticamente distintos.

A—B - Dif. (0.0003) B - C - Dif. (0.0015) C-D - Dif. (0.0001)
A - C - Dif. (0.0026) B - D - Dif. (0.0028)

A-D - Dif. (0.0350)

AP B c D?

38.07% 32.14% 24.93% 40.16%

Tabla 14. Datos de las tasas de supervivencia para analisis estadistico. 1 > vivos; 0 > no vivos

TS 1 0
JxJ(A) %*100 = 64.44% 328 181
JxV (B) ~7+100 = 85.04% 307 54
VxJ(C) 2224100 = 77.98% 294 83
VxV (D) =22+100 = 85.07% 342 60

A—-B—-C-D = P<0.05 (Diferentes significativamente)

A—B - Dif. (0.0002) B—C - Dif. (0.0033) C-D - Dif. (0.0032)
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A—C - Dif. (0.0028) B—D - No Dif. (0.4130)
A—D - Dif. (0.0001)
AC B cb D?

64.44% 85.04% 77.98% 85.07%

Tabla 15. Datos de las tasas de anormalidad para andlisis estadistico. 1 > anormales; 0 > no

anormales
TA 1 0
JxJ(A) %*100 =32.61% 166 343
JxV (B) g*loo =29.08% 105 256
VxJ(C) =*100 = 40.05% 151 226
VxV (D) %*100 = 34.08% 137 256

A—-B-C-D - P<0.05 (Diferentes significativamente)

A —B - No dif. (0.3010) B — C - Dif. (0.023) C-D - No Dif. (0.1573)
A—C - Dif. (0.0260) B — D = No Dif. (0.1055)

A —D - No Dif. (0.5230)

AP B® c D2®

32.61% 29.08% 40.05% 34.08%

Tabla 16. Datos de las tasas de eclosion para anélisis estadistico. 1 > eclosionados; 0 > no
eclosionados

TE 1 0
JxJ(A) %*100 = 53.92% 199 170
JxV (B) %*100 =82.22% 222 48
VxJ(C) %*100 =76.92% 290 87
VxV (D) =2+100 = 84.08% 338 64

A—-B—-C-D = P<0.05 (Diferentes significativamente)

A—B - Dif. (0.0056) B—C - No dif. (0.1241) C-D - Dif. (0.0149)
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A—C - Dif. (0.0048) B—D - No dif. (0.5976)
A—D - Dif. (0.0013)

Ab B Cab D?
53.92% 82.22% 76.92% 84.05%
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