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Caracterizacion y analisis de expresion tisular de los receptores de
potencial transitorio sensibles a vaniloides (TRPVs) en lubina europea

(Dicentrarchus labrax).

RESUMEN

En el contexto actual del cambio climético, es necesario generar conocimientos basicos sobre
los mecanismos fisioldégicos implicados en la integracion, regulacién y respuesta de los seres
vivos al ecosistema. La superfamilia de receptores de potencial transitorio (TRPS) constituye
un grupo de proteinas de superficie multifuncional involucradas en diversas funciones
fisiologicas, incluyendo la sensibilidad y deteccién de estimulos mecanicos y térmicos entre
otros. Dentro de esta familia, los TRP de la subfamilia vaniloide (TRPV) han demostrado su

importancia en la termodeteccién, la percepcion del dolor y la regulacion osmética.

Por ello, este trabajo se centra en la caracterizacion y analisis de expresion tisular de las
secuencias de TRPVs en machos y hembras de lubina europea (Dicentrarchus labrax),

seleccionada debido a su importancia en la acuicultura mediterranea.

Se han descrito 4 paralogos, asi como analizado su expresién, ubicua en los tejidos
estudiados, y que ha sido muy elevada en el corazén y cerebro, muy relevantes en el periodo
de adaptacion al medioambiente, y, ademas, se han establecido diferencias de expresion

entre sexos, principalmente en sus génadas y 6rganos sensoriales.

Este trabajo se relaciona con el Objetivo de Desarrollo Sostenible 14, Vida Submarina.
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Characterization and tissue expression analysis of transient receptor
potential vanilloid (TRPV) ion channel family in European seabass

(Dicentrarchus labrax).

ABSTRACT

In the current context of climate change, it is necessary to generate basic knowledge about
the physiological mechanisms involved in the integration, regulation, and response of living
beings to the ecosystem. The superfamily of transient receptor potential (TRP) receptors
constitutes a group of multifunctional surface proteins involved in various physiological
functions, including sensitivity and detection of mechanical and thermal stimuli, among others.
Within this family, the vanilloid subfamily TRP receptors (TRPVs) have demonstrated their

importance in thermosensation, pain perception, and osmotic regulation.

Therefore, this work focuses on the characterization and analysis of tissue expression of TRPV
sequences in males and females of European seabass (Dicentrarchus labrax), selected due

to their importance in Mediterranean aquaculture.

Four paralogs have been described, and their expression has been analyzed, which is
ubiquitous in the tissues studied and has been found to be very high in the heart and brain,
both of which are highly relevant in environmental adaptation. Additionally, differences in

expression between sexes have been established, mainly in their gonads and sensory organs.

This work is related to Sustainable Development Goal 14, Life Below Water.

KEYWORDS: BLAST; Mediterranean aquaculture; physiological responses; gPCR;

screening; thermosensation; TRPV.
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1. INTRODUCCION.

1.1. ACUICULTURA.

1.1.1. Mercado global y nicho mediterraneo.

El consumo global de alimentos provenientes de especies acuaticas esta en continuo
crecimiento, siendo el incremento anual medio del consumo mundial del 3%. Esto justifica que
este mercado en desarrollo esta experimentando un creciente interés social, fundamentado
en los avances tecnoldgicos, aumento de ingresos per capita, y una clara transicion en las

preferencias de consumo hacia alimentos méas saludables y nutritivos (FAO, 2022a).

Este aumento en la demanda no se puede suplir Gnicamente con la pesca, que suponia el
96% de la produccién en la década de los 50. No obstante, el progreso de la acuicultura ha
determinado la expansién de este sector, alcanzando el 49% de la produccion total global en
2020 (FAO, 2022a).

Esta tendencia global se extrapola del mismo modo al mercado europeo, donde, si bien existe
una marcada preferencia, por parte del consumidor, de pescado salvaje, el crecimiento
porcentual de produccion por parte de granjas acuicolas es del 3.1 % (Hough, 2022;
SCIENTIFIC TECHNICAL AND ECONOMIC COMMITTEE FOR FISHERIES, 2021).

El mercado acuicola europeo alcanz6 una produccion de 3.4 millones de toneladas en 2018,
de las cuales el 60% representa especies diadromas, como el salmdén atlantico (Salmo salar),
el 20% representan moluscos, como el mejillén mediterraneo (familia Mytilidae), y el 11%
corresponde a especies marinas como la lubina europea (Dicentrarchus labrax) y la dorada
(Sparus aurata). Informes recientes destacan la creciente diversificacion de especies, debido

a la inestabilidad que se plantean algunos paises (Hough, 2022).

Atendiendo a la region mediterranea, que cubre el 20% de la produccion acuicola europea, la
produccion ha aumentado un 1.5% en la ultima década, conducido principalmente por el
desarrollo de la acuicultura, cuya participacion es del 43% sobre el total (Bjgrndal & Guillen,
2018; FAO, 2022b). Destacan fuertemente la crianza de lubina europea y dorada, la cual ha
aumentado un 115y 95% respectivamente desde 2009. Estas especies conforman el 79% del
valor de mercado y mas de la mitad de la produccién (62%) en el sector mediterraneo. El 97%
de la comercializacion de lubina europea y dorada proviene del Mar Mediterraneo, cuyo origen
y desarrollo se basa en técnicas de acuicultura en el 95% de los casos (Bjgrndal & Guillen,
2018).



1.1.2. Dicentrarchus labrax.

La lubina europea (Dicentrarchus labrax) es, por tanto, un pilar fundamental en la acuicultura
europea, alcanzando cifras de produccion que rondan las 225.000 toneladas (equivalente en
peso vivo (TLW)) en el sector mediterraneo en 2019. Estas cantidades cubren el 28% de la
acuicultura total mediterranea, asi como el 2,3% de la acuicultura global marina (EUROSTAT,
2023; FAO, 2022a). El sector espafiol esta constituido por 122 instalaciones que cultivan esta
especie, encontrdndose mayoritariamente en Andalucia y la Comunidad Valenciana. La
produccion nacional listd 25.259 toneladas en 2019 (EUROSTAT, 2023; MINISTERIO DE
AGRICULTURA PESCA Y ALIMENTACION, 2022).

La figura 1 muestra el crecimiento constante en la produccion de lubina europea en Espafia.
Ademas, a efectos econdmicos, esta actividad genera un ingreso de 150 mil millones de euros,
gue se espera que aumente debido al incremento de produccién, pese a que la competencia
disminuya el precio por tonelada anualmente (EUROSTAT, 2023).
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Figura 1: Produccion de Dicentrarchus labrax via acuicultura, en Espafia, expresado en a)
toneladas de peso vivo (TLW), b) €. Fuente: (EUROSTAT, 2023).

Atendiendo a su biologia, la lubina europea es un teleésteo perciforme de la familia de los
moroénidos, distribuida por todo el Mediterraneo, Mar Negro y Atlantico nororiental
(MINISTERIO DE AGRICULTURA PESCA Y ALIMENTACION, 2022), entre los que existen
pequefas diferencias genéticas a nivel de microsatélites que ajustan sus condiciones de

crecimiento 6ptimas a su entorno (Fuentes et al., 2010).

Es una especie carnivora, muy voraz y con alta capacidad de adaptacién, pues posee elevada
tolerancia extrinseca y puede cambiar su comportamiento de acuerdo con las circunstancias
(Pickett & Pawson, 1994). Es gonocorica y no presenta dimorfismo sexual. Puede vivir en
zonas superficiales o hasta 100 metros de profundidad, dependiendo principalmente de la
estacion. En verano suele acercarse a la costa para alimentarse, mientras que, las bajas
temperaturas de invierno disminuyen su tasa de alimentacion, volviendo a mar abierto donde

se dara su Unica estacion reproductiva y desove (febrero-marzo). Ademas, puede vivir en



bancos o de manera solitaria, una tendencia mas presente en estados adultos (MINISTERIO
DE AGRICULTURA PESCA Y ALIMENTACION, 2022; Ortega, 2013). Es eurihalina (pudiendo
vivir en aguas casi dulces a 0,5%o, hasta salinidades de 60%o, tolerando cambios bruscos de
8-10%o) y euriterma (soportando temperaturas de 3-30 °C) (Pickett & Pawson, 1994), si bien
presenta una temperatura éptima de crecimiento (22-25 °C en lubina mediterranea) y de
reproduccion (12-17 °C en lubina mediterrdnea), que en ambos casos sera 1-2 °C mas fria

para la lubina atlantica. (Ortega, 2013).
1.2. CONTEXTO AMBIENTAL.

1.2.1. Proyeccion global.

La actividad humana y el progresivo incremento de emisiones de di6xido de carbono (CO2) ha
supuesto un aumento en la concentracion de CO; atmosférico, de 278 a 400ppms en los
ultimos 40 afios, a lo que se debe afadir el constante aumento de otros gases de efecto
invernadero (GHGs) y aerosoles (Bopp et al., 2013). Como respuesta, con el paso de las
décadas, el océano ha experimentado modificaciones a nivel fisico y geoquimico, ya que
funciona como un importante integrador de la informacion climética que le rodea via un
intercambio continuo. De este modo, el océano ha absorbido el 93% del exceso de calor de
la Tierra desde la década de 1970, incrementando su temperatura y el nivel del mar, y ha
capturado el 28% de las emisiones de CO: desde 1750, lo que conlleva una bajada de pH en
la superficie marina (Gattuso et al., 2015). Otras consecuencias a nivel oceénico incluyen,
modificaciones en la estratificacion, cambios en la salinidad (Bopp et al., 2013), asi como la
reduccion del oxigeno disuelto disponible (Servili et al., 2020).

En 2013, el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC),
describié una serie de modelos predictivos para finales del siglo XXI que incluian diversos
estresantes. De este modo, se establecieron los resultados en cuatro posibles situaciones de
acuerdo con las trayectorias de concentracion representativas (RCP) de CO; atmosférico
(IPCC et al., 2014), indicadas en la figura 2.
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Figura 2: Concentraciones de COz equivalentes para distintos escenarios de emision (en partes
por millén). Fuente: (IPCC, 2014).
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Atendiendo a los extremos, la situacion RCP8.5, designada como “business-as-usual
scenario”, asume que no habra un cambio significativo en la percepcion de la poblacion,
manteniéndose las practicas industriales, tecnoldgicas y econémicas como hasta ahora,
mientras que la situacion RCP2.6, designada como “high-mitigation scenario” asume e incluye

acciones que reduciran la ratio de emision de gases de efecto invernadero actual.

Para el escenario RCP8.5, se prevé un aumento de 2.73 + 0.72 °C, una disminucion de 0.33
+ 0.003 unidades de pH, una reduccion (porcentual) de 3.45 + 0.44% del contenido de O2
disuelto y un decrecimiento (porcentual) 8.6 + 7.9% de la produccion primaria neta (NPP), que
referencia a la materia organica producida por la base de la cadena alimenticia de los
ecosistemas marinos, el fitoplancton. Para el modelo RCP2.6 los datos fueron mas positivos,
variando +0.71 + 0.45 °C, -0.07 £+ 0.001 unidades de pH, —-1.81 + 0.31% oxigeno disuelto y
-2.0 + 4.1% NPP (Bopp et al., 2013).

La situacion del Mediterrdneo no es la méas favorecedora, observandose diferentes procesos
climéticos de alto impacto, como el aumento de la temperatura o del nivel del mar, lo que
puede provocar intrusiones salinas. Estas variables afectan directamente a la acuicultura
mediterranea por medio de la alteracion del metabolismo de los organismos, la eutrofizacion,
la alteracion en los estratos marinos y la prevalencia y potencia de nuevas enfermedades
producidas por patdégenos o biotoxinas, cuyo crecimiento y expansion se ve favorecido por

dicho aumento de temperaturas (Rosa et al., 2012).
1.2.2. Contribucién de la acuicultura al cambio climatico.

La acuicultura presenta ciertos peligros que elevan el impacto medioambiental. Dichos riesgos
provienen del uso de recursos naturales, emisiébn de contaminantes, transmision de
enfermedades, dispersién no natural de especies, liberacion de antibidticos y farmacos al
agua, aumento en concentracion de amonio y fosforo proveniente de los alimentos,
modificacion de estratos en regiones bentonicas, ademas de los relacionados con la
construccién de infraestructuras y la energia necesaria (Abdou et al., 2017), teniendo un alto

impacto negativo sobre las especies marinas y su ecosistema.
1.2.3. Impacto bioldgico.

Las implicaciones del cambio climético sobre la biodiversidad marina se establecen en 4
niveles de acuerdo con la organizacion biologica. Estos niveles son: 1. Modificaciones
fisioldgicas en respuesta a cambios ambientales, 2. Cambios de comportamiento (migracion),
3. Desequilibrio en el nimero de individuos de la poblacion y 4. Alteraciones del ecosistema,

alterando la produccion primaria neta (NPP) y relaciones troficas (Portner & Peck, 2010).



La respuesta mas sencilla es la migracion, pero si esta no es posible, los organismos trataran
de adaptarse y aclimatarse al medio. Se dan tres casos, la plasticidad fenotipica, dentro de
una generacion y relacionada con la tolerancia, la plasticidad transgeneracional y la
adaptacion genética, en la que, de acuerdo con la presién de seleccion, se estableceran

fenotipos mas adecuados a lo largo de las generaciones (Servili et al., 2020).

Diversos autores han establecido como limitacion principal, debida al cambio climatico, el
correcto desarrollo y actividad funcional de los organismos frente la temperatura (Anestis et
al., 2010). La bibliografia cientifica nos presenta innumerables ejemplos de alteraciones
metabdlicas presentes en distintos tipos celulares de acuerdo con esta condicion.

En lubina europea se han descrito algunos, como incrementos en el metabolismo de lipidos,
glucosa, el ciclo del acido tricarboxilico o el ciclo de la urea (Zhou et al., 2021), en respuesta
a temperaturas de crecimiento (hasta cierto limite), que aumentan su masa, el consumo
alimenticio y energético, asi como la excrecion de amonio al medio (Person-Le Ruyet et al.,
2004), y que terminan favoreciendo alteraciones en la celularidad muscular, aumentando la
prevalencia de hipertrofias e hiperplasias (Ayala et al., 2001). Ademas, se ha observado que
el aumento de temperatura puede alterar funciones de relativa importancia que comprometen
su bienestar, como una disminucién del rango de tolerancia a salinidad, disminuyendo la
cantidad de células rojas, hematocrito y hemoglobina (Jakiul Islam et al., 2021), respuesta
también descrita frente a una menor cantidad de O biodisponible (Samaras et al., 2023). Al
tratarse de una especie gonocdrica, cuya diferenciacion sexual se puede perturbar de manera
fisiolégica variando el fotoperiodo o temperatura, se han descrito alteraciones en la
esteroidogénesis o gametogénesis (Servili et al., 2020), asi como en la ratio poblacional de

sexos (Ospina-Alvarez & Piferrer, 2008).

Por ello, el presente trabajo busca focalizar esfuerzos en entender las respuestas frente
dichos estresantes a nivel molecular de la lubina europea. Pudiéndose asi describir mejor las

condiciones 6ptimas y proyectar cambios en el comportamiento de la produccion acuicola.
1.3. FAMILIA DE TRPs.

En 1997 se establecié que todo ser vivo ha adquirido, por medio de la evolucién, la capacidad
de transducir todos los estimulos externos (como dolor, pH, osmolaridad, temperatura,
presion, quimicos volatiles) via canales idnicos (Caterina et al., 1997). El descubrimiento de
receptores sensoriales en las terminaciones nerviosas de la piel que responden al calor llevo
a David Julius, junto a Ardem Patapoutian a recibir el Premio Nobel en Fisiologia o0 Medicina
2021 (NobelPrize.org, 2023). Estos receptores forman parte de la familia de los receptores de
potencial transitorio (TRP), que actian como canales idnicos y cuya expresion se da en la

gran mayoria de tejidos (Clapham, 2003). Su nombre proviene de la capacidad de respuesta



transitoria a la luz observada en moscas ciegas mutantes, descritas por Cosens y Maning en
1969 (Montell et al., 2002).

El inicio de la transmision de estimulos requiere la participacidén del sistema somatosensorial,
cuyas fibras nerviosas aferentes, con sus correspondientes terminaciones libres poseen
canales TRP (Schepers & Ringkamp, 2010). Estos modificardn, de manera transitoria, la
permeabilidad de los propios canales de acuerdo con el estimulo y su intensidad (Lezama-
Garcia et al., 2022). Estimulos como la temperatura son traducidos en actividad neuronal por
el sistema nervioso central, que desencadenara las respuestas necesarias para mantener la
termoneutralidad. (Kashio & Tominaga, 2022). La mayoria de los TRPs actian como canales
de difusion cationica no selectiva, participan en la transduccion de sefial y regulan los niveles
de calcio y magnesio en neuronas y células cancerigenas, encontradndose principalmente en

la membrana plasmética (Lezama-Garcia et al., 2022; Zitt et al., 2002).

En mamiferos, la superfamilia de TRPs consiste en 28 canales catidnicos permeables
separados en 6 subfamilias: TRP candnico (TRPC); TRP vaniloide (TRPV, ampliamente
estudiados por su relacion con la termodeteccion del calor); TRP de melastatina (TRPM); TRP
de anquirina (TRPA); TRP de mucolipina (TRPML) y TRP policistico (TRPP) (Samanta et al.,
2018). Ademas, se han observado las familias: TRP sin potencial mecanorreceptor C (TRPN
o0 TRPnopC); TRP similar a vaniloides (TRPVL) y TRP de soromestatina (TRPS) en algunos
clados de animales bilaterales (Bilateria) como moluscos, anélidos o tardigrados (Himmel et
al., 2020; Peng et al., 2015), asi como TRP vacuolar de la levadura (TRPY) (Amini et al.,
2021). Todos ellos comparten una estructura similar con 6 subunidades transmembrana y una
region poro, cuya especificidad depende de los dominios presentes en la region C-terminal y

N-terminal (Lezama-Garcia et al., 2022).

La capacidad de termosensacion se ha descrito en algunos receptores de estas subfamilias,
denominandose termoTRPs. Las neuronas en mamiferos pueden distinguir 4 estados o
sensaciones térmicas, que modificaran la permeabilidad de los diferentes canales. Estas
sensaciones son: frio (-10 — 15 °C), fresco (16 — 30 °C), calido (31 — 42 °C) y caluroso (43 —
60 °C), siendo los extremos altamente dafiinos. Los receptores por excelencia del calor son
los TRPVs, activandose TRPV1 y TRPV2 frente calores extremos (43 y 52 °C
respectivamente), mientras que TRPV3 y 4 se activan en el rango de 23 — 39 °C. Por otro
lado, TRPA1, TRPM8 y TRPC5 responden a temperaturas mas frias (Lezama-Garcia et al.,
2022). No obstante, los mecanismos que explican la termosensibilidad y el papel que
desempefian es objeto de debate, pues la investigacibn se centra en mamiferos,

observandose resultados contradictorios entre especies, como muestra la figura 3.
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Figura 3: Temperatura de activacion de termoTRPs en diferentes especies de metazoos (Saito &
Tominaga, 2015).

Los termoTRPs han cambiado su repertorio génico y propiedades funcionales a lo largo de la
evolucion, observandose duplicaciones, deleciones o incluso multiplicaciones, las cuales han
aportado caracteristicas Unicas a las especies (Saito & Tominaga, 2015). Por ejemplo, el pez
cebra ha experimentado una cuadruplicacion en TRPM4 y la pérdida de TRPMS,
(Kastenhuber et al., 2013), relacionada con una mejora reproductiva en regiones frias del
Himalaya (Majhi et al., 2015). Cabe destacar que los genes TRPV en humanos siguen bajo
procesos de mutacion y seleccion en determinados cllsteres, teniendo TRPV1y TRPVS3 ratios

mas altos de mutacion (Ghosh et al., 2016).

A parte de la funcién sensorial, diversos estudios han establecido los TRPs como importantes
participantes de la actividad fisiol6gica y patolégica de mamiferos (Samanta et al., 2018;
Sasase et al., 2022). Algunos ejemplos recogen un aumento de secrecion de insulina en el
pancreas (Saito & Tominaga, 2015), diferencias en el desarrollo embrionario (Verlinden et al.,
2022), crecimiento (Zhang et al., 2023), y en la capacitacion espermatica (Bernabo et al., 2010;
Kumar et al., 2016). Se han descrito variaciones en la diferenciacion, activacion y sefializacion
de células T (Bertin et al., 2014; Umar et al., 2020), asi como una mayor facilidad de infeccién
y desarrollo de enfermedades virales (Kumar et al., 2023) o la regulacion de la proliferacion
celular, resultando en la resistencia o sensibilidad presente en células tumorales (L. He et al.,
2019; Karki & Tojkander, 2021). Por ello, estos receptores se han destacado como dianas
terapéuticas prometedoras (Abbas, 2020; Santoni et al., 2019; Sasase et al., 2022), debiendo
prestar especial atencion a posibles efectos secundarios, como es el caso de agonistas y

antagonistas de TRPV1, que alteran la temperatura corporal central (Yue et al., 2022).
1.3.1. TRPVs.

En 1997 fue identificado por primera vez el canal TRPV1 en neuronas de rata gracias a la
sensibilidad presentada frente capsaicina y calor (Caterina et al., 1997). Actualmente se han
descrito en mamiferos 6 integrantes de la familia como mediadores sensoriales activados por

ligandos enddgenos, calor, estimulos mecanicos y cambios osmoticos (Benham et al., 2002).
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En los inicios se considerd a toda la subfamilia como termosensible, no obstante, estudios
posteriores han demostrado que no todos responden ante la temperatura. Los integrantes
TRPVL1 - 4 son los denominados termoTRPVs cuyo poro introduce cationes de manera no
selectiva, mientras que TRPV5 — 6 son altamente selectivos al calcio, manteniendo asi la
homeostasis celular (Samanta et al., 2018). Esta variabilidad se puede entender atendiendo
a la homologia, donde los termoTRPVs estan bien conservados con una identidad proxima al
50% entre ellos, mientras que TRPV5 y TRPV6 presentan un 75% de homologia entre ellos,

si bien solo comparten ~30% de identidad con los primeros (Morini et al., 2022).

Los canales TRPV son homotetrameros cuyas unidades poseen 6 segmentos
transmembrana. Tal y como muestra la figura 4, los segmentos 5 y 6 forman una via de
permeacion de iones, mientras que los segmentos 1 — 4 se mantienen inmoviles, en contraste
con otros canales dependientes de voltaje, que experimentan movimiento durante la apertura
(Cao et al., 2013). Para su funcionamiento, se requiere de cofactores positivos como
fosfatidilinositidos que pueden regular las regiones alostéricas proximas al filtro de selectividad
(Gao et al., 2016; Zhang et al., 2021). TRPV1 y TRPV4 son los miembros mas analizados, si
bien la actividad del dltimo es objeto de debate, relacionandose con la mecano, termo y
guimiosensibilidad (Lezama-Garcia et al., 2022), y regulando posiblemente la temperatura
corporal (Guler et al., 2002).
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Figura 4: Estructura y organizacion tridimensional de los canales TRPV. (a) Representacion
esquematica de un monémero TRPV. El dominio N-terminal (NTD) se representa en gris, el
dominio de repeticién de anquirina (ARD) en amarillo, el enlazador N en naranja, la hélice pre-S1
en rosa, las hélices S1-S4 en magenta, el enlazador S4-S5 y la unién S5-PH-S6 en morado, la
hélice TRP en azul y el dominio C-terminal (CTD) en verde. (b) Estructura tridimensional de
monodmero de TRPV5 (c) Ensamblaje tetramérico de TRPV5 desde el lateral (izquierda) y desde

la cara extracelular (derecha). Fuente: (Pumroy et al., 2020).
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El origen de los TRPVs surge en el Ultimo ancestro comudn que separé el filo Cnidaria de
Bilateria, encontrandose tanto en especies vertebradas como invertebradas, si bien los filos
externos a mamiferos han sido muy poco estudiados en cuanto a funcionalidad (Morini et al.,
2022; Saito & Tominaga, 2015).

Desde la separacion Bilateria-Cnidaria, se han producido eventos gendmicos que dan lugar a
la especiacion y a la diferenciacion de clados. La figura 5 muestra la evolucion observada en
la familia TRPV en los metazoos, incluyendo los eventos locales descritos. Se destaca la
existencia de 3 nuevos integrantes de la familia no descritos anteriormente, que son TRPV7,
8y 9, si bien pocos linajes como los prototerios los han mantenido (Morini et al., 2022). En el
ancestro del clado Gnathostomata se produjeron 2 etapas de duplicacién genémica completa
(WGD) conocidas como “1R” y “2R”, aumentando asi el numero de genes. Ademas, la
infraclase de los teledsteos adquirié una tercera duplicacion gendmica completa referida como
“3R”, y la familia de los salmdnidos revel6 una cuarta WGD denominada “4R”. La mayoria de
los genes duplicados se pierden, pero algunos evolucionan y pueden adquirir nuevas
funcionalidades (neofuncionalizacién) o partir la funcionalizacion del gen ancestral
(subfuncionalizacién), dando un amplio rango de posibilidades que diferencien en gran medida
con sus homoélogos de mamiferos, y que pueden explicar el éxito reproductivo y evolutivo de
los teledsteos. (Meyer & Van De Peer, 2005; Morini et al., 2022). Los teledsteos heredaron los
genes TRPV 1, 4y 5, y tras su duplicaciéon 3R, se mantuvieron generalmente las copias 1la,
1b, 4 y 5, perdiéndose una de las copias correspondientes a TRPV 4 y 5 y en algunos

teledsteos la copia 1b (Flores-Aldama et al., 2020; Morini et al., 2022).

Los estudios en teledsteos son minimos. En pez cebra (Danio rerio), se ha observado que
TRPV1 es capaz de actuar como termorreceptor del calor, si bien su activacion se da a los 25
°C, frente a los 42 °C de mamiferos, ademas, dicho receptor es fundamental en la locomocién
normal inducida por calor (Gau et al., 2013), la movilidad espermética (Chen et al., 2020) y la
regulacion del ciclo circadiano (Jerénimo et al., 2017), fenédmeno también observado en la
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Vera et al., 2023), mientras que TRPV4 ha demostrado
respuesta frente la hipertermia (Hunt et al., 2012). Por otro lado, en salmonidos se observé
activacion de TRPV1 frente calor y capsaicina, dando lugar a funciones locomotoras de
respuesta (Yoshimura et al., 2022), asi como expresando citoquinas proinflamatorias, que
junto a una reduccién en la expresion de TRPV4 lideran el movimiento por fiebre
comportamental hacia aguas mas calientes (Boltana et al., 2018), donde una de las copias se
activa con el aumento de salinidad y temperatura, mientras que la segunda copia se activa
frente la disminucion de temperatura en el medio (Lee et al., 2021). Estudios en lungfish
(Dipnoi), sefialan activacion de TRPV1 frente condiciones &cidas, si bien no se observa

aumento frente capsaicina o temperaturas de hasta 44 °C, reduciendo asi la sensibilidad



térmica (Hori & Saitoh, 2023), mientras que por otro lado en el rohu (Labeo rohita) TRPV1
cumple una importante funcién en la calidad y duracién del movimiento espermatico (Majhi et
al., 2013). En medaka (Oryzias latipes), TRPV4 es activado frente temperaturas frias (13 °C)
y calidas (40 °C), pH acido (5), agonistas especificos y cambios osméticos (Hori et al., 2022),
lo que coincide con el Unico estudio realizado sobre lubina europea en este ambito, el cual
explica la expresion diferencial de TRPV4 bajo la transicion de condiciones salinas a agua

dulce, modificando su patron de expresion en diversos tejidos como cerebro o branquias

(Bossus et al., 2011).
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Figura 5: Evolucion de la familia de TRPVs en metazoos. Fuente: (Morini et al., 2022).
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Como se ha visto a lo largo de la introduccion, la lubina europea es uno de los mayores
exponentes de la acuicultura mediterranea. Al igual que muchas especies, se encuentra
altamente supeditada al avance no controlado del cambio climatico, cuyos efectos, como el
aumento de temperatura, pueden suponer desequilibrios metabdlicos y comportamentales
importantes. Los seres vivos han ido adquiriendo mecanismos evolutivos de adaptabilidad,
que son profundamente importantes frente a cambios repentinos, y que se encuentran
regulados por canales iénicos, como los termoTRPVSs, en el sistema somatosensorial. Este
proyecto pretende acercar dichos mecanismos mediante la puesta punto de analisis que
permitiran el estudio fisiologico de lubina europea frente a estimulos externos. Esta
informacion podria implementarse en los sistemas de produccion acuicola, mejorando la

eficiencia y productividad.

2. OBJETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo es obtener informacién sobre la respuesta de la lubina
europea frente al cambio climético y la posible implicacion de los TRPVs en la adaptabilidad

a estimulos térmicos. Para ello se han establecido los siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizar las secuencias TRPVs presentes en la especie Dicentrarchus labrax.
Validar primers especificos para cada secuencia TRPV.
Medir y analizar la expresion diferencial tisular de los paralogos de TRPVs en tejidos
de la especie.

4. Comparar la expresion tisular de los paralogos de TRPVs entre sexos.

Ademas, el proyecto se relaciona con la ODS nimero 14: Vida submarina, cuya meta 14a
incluye los avances y el desarrollo de investigaciones cientificas, que permitan establecer un
conocimiento libre y transferible cuyo fin sea la mejora de la salud de océanos y

potenciacion de la biodiversidad marina.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MANTENIMIENTO DE LOS PECES Y MUESTREO.

Las muestras necesarias para el estudio fueron obtenidas en el Instituto de Acuicultura de
Torre la Sal (CSIC, Castellon) (40° NL). En estas instalaciones se cultivaron machos y
hembras de lubina europea de 2 a 3 afios, comprados en Aquanord (Gravelines, Francia), en
tanques de recirculaciéon de agua abierta bajo condiciones naturales de temperatura y
fotoperiodo. El protocolo de sacrificio cumple lo acordado en la legislatura europea

(2010/63EUV) y fue aprobado por el Comité de Bienestar del Instituto de Acuicultura de Torre
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la Sal (Registro 09-0201), supervisado bajo el Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y

Marino. Se recolectaron en 2012 muestras de 4 individuos, 2 machos y 2 hembras.

Los tejidos recibidos fueron: ojos, bazo, higado, rifion, rifidén cefalico, branquias, musculo,
grasa, intestino, gbénadas, piel, techo Optico, corazén, telencéfalo, cerebro, hipotalamo e
hipofisis.

Se recibieron aproximadamente 4 muestras de cada tejido, correspondiendo la mitad a
hembras y la mitad a machos. Queda exento de esta proporcion aguellos 6rganos especificos
de sexo, como las gbnadas, asi como la hipdfisis (s6lo presente una Unica muestra de macho)

y el rifion cefalico.

3.2. CARACTERIZACION DE TRPVs EN Dicentrarchus labrax Y DISENO
DE PRIMERS ESPECIFICOS

Se realizaron los estudios con la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que permitié definir el nimero de paralogos de TRPVs en la

especie de interés, asi como identificar sus secuencias. Los alineamientos se hicieron frente

al genoma de Dicentrarchus labrax, taxid:13489.

A partir de dicho conocimiento, se disefiaron primers especificos para cada paralogo con el
fin de medir por gPCR cada TRPV. Para ello se empled la herramienta primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y se disefiaron de acuerdo con los siguientes criterios:

Longitud del producto = 75-200pb, %GC entre 50 — 60%, con repeticion de nucleétido maxima
(PoliX) = 2 y autocomplementariedad maxima = 3. Tras obtener el conjunto de primers
generados, se compararon las secuencias génicas de los miembros de la familia TRPV de la
especie seleccionada con la herramienta ‘clustalo’ (Omega) de Seaview (Gouy et al., 2021)
con el fin de conocer la region de hibridacién con la sonda. Este procedimiento tiene la
finalidad de seleccionar sondas en regiones no conservadas, que den especificidad al primer
para su gen correspondiente. Tras el andlisis se escogieron 3 primers/gen, con un total de 12

parejas de primers que se muestran en la tabla 1.

Los primers fueron producidos, por la empresa Integrate DNA Technology, Inc. (IDT,
Coralville, 1A) bajo las condiciones: escala 25nm en “desalting”, es decir, deshidratado, que

permite su almacenamiento a temperatura ambiente.
3.3. EXTRACCION DE RNA Y RETROTRANSCRIPCION

El RNA total fue extraido empleando el agente TRIzol (Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA)
de acuerdo con el protocolo de extraccion del método fenol-cloroformo (Pefaranda et al.,
2010). La concentracion de RNA fue evaluada y cuantificada utilizando NanoDrop 2000C

Spectrophotometer (Fisher Scientific SL, Spain), obteniéndose valores de concentracion
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(ng/ul), y las ratios de absorbancia 260/280 y 260/230, que evalUan la pureza de la muestra
del extracto. La retrotranscripcion de RNA a cDNA fue llevada a cabo con 500 ng de RNA total
via “QuantiTect Reverse Transcription Kit” (QIAGEN, Inc.), de acuerdo con el protocolo del

fabricante, conservandose, posteriormente, el cDNA a -20 °C.
3.4. VALIDACION DE PRIMERS

Inicialmente se realizé una prueba de expresion en tejidos aleatorios, en este caso de cerebro
y gonadas, donde se probaron los 12 pares de primers, a concentracion 250nM, por duplicado.
Se seleccion6 aquellos de mayor interés, de acuerdo con los siguientes parametros medidos,
umbral del ciclo (Ct), la curva de disociacion, y la curva de amplificacion. Se analizo la
eficiencia del par de primers a través de la curva estandar en diluciones seriadas 1.5 en
cerebro. El volumen total de reaccion de PCR fue de 20 pl, afiadiéndose en cada pocillo 5 pl
de cDNA (a su dilucién correspondiente), ademas de 1ul de agua, 1ul del forward primer, 1 ul

del reverse primer y 12 ul del reporter, SYBR® Select Master Mix (ThermoFisher Scientific).

La validacién fue medida por “Applied Biosystems by ThermoFisher Scientific StepOnePlus™
RealTime PCR system”. Después de una activacion inicial de la Tag polimerasa a 95 °C
durante 10 minutos, se llevaron a cabo 40 ciclos de acuerdo con las siguientes condiciones:
15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, obteniéndose finalmente una curva de calibrado
para cada primer seleccionado. Para todos los primers se realizé un control duplicado, donde

se sustituy6 la proporcion de cDNA por agua.
3.5. MEDIDA DE EXPRESION GENICA ViA qPCR

Los datos de expresién de TRPVs fueron obtenidos por qPCR, donde se emplearon los
primers especificos disefiados y seleccionados. La medicion se realiz6 por “Applied
Biosystems by ThermoFisher Scientific StepOnePlus™ RealTime PCR system”. Se
emplearon placas de 96 pocillos, en cada pocillo se introdujo una dilucién 1:5 de cDNA
siguiendo la misma proporcion de reactivos mencionada en el apartado 3.4, asi como las
condiciones de ciclado. Los tejidos se separaron por sexo e individuo, y se hizo una medicién

por duplicado.

Los tejidos seleccionados, debido a su eficiencia en la extraccién de RNA fueron: ojos, bazo,

branquia, musculo, higado, cerebro, intestino, génadas, piel, hipotalamo, corazén vy rifién.

Tras la lectura, se aplicaron las formulas matematicas necesarias para obtener valores
absolutos de expresion y poder hacer una comparacion entre tejidos y sexos para los distintos

paralogos de TRPVs.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

4.1. Identificacién de TRPVs en lubina europeay seleccion de primers.

Se realiz6 un primer alineamiento BLASTP de la secuencia proteica TRPV1 de pez cebra
(XP_005165384.1), un teledsteo cuyos TRPVs han sido descritos, frente una base de datos
proteica que incluye al organismo de interés (“Dicentrarchus labrax” taxid:13489). Se
encontraron diversos hits significativos, destacando dos pardlogos de TRPV1
(XP_051256471.1y XP_051254558.1), uno de TRPV4 (XP_051279250.1) y un dltimo descrito
como TRPV6 (XP_051256471.1).

Conociendo las secuencias proteicas de cada paralogo de TRPV, se escogi6é una de ellas, en
este caso la asociada a una de las copias de TRPV1 (XP_051256471.1) y mediante la
herramienta TBLASTN se compar6 contra el genoma de lubina europea, almacenado en la
base de datos del NCBI, con el fin de asegurar que no existan mas paralogos de la familia
TRPV. Se obtuvieron los mismos resultados, encontrando las secuencias nucleotidicas
predichas de todos los integrantes. En cuanto al porcentaje de identidad, con respecto a la
primera copia obtenida de TRPVL1, se observo una similitud del 48,73% con la segunda copia
de TRPV1, 44,40% con la copia de TRPV4 y de tan solo un 24,58% con la copia TRPV6.

Comparando con la bibliografia, surge alguna discrepancia. Los receptores TRPVs descritos
y predichos en lubina europea en la base de datos del NCBI son TRPV1a (XM_051400511.1),
TRPV1b (XM_051398597.1), TRPV4 (XM_051423290.1) y TRPV6 (XM_051406044.1), si
bien de acuerdo con la duplicacién del genoma completo “3R” observada en teledsteos (Meyer
& Van De Peer, 2005), los paralogos mantenidos son TRPV1a, TRPV1b, TRPV4 y TRPV5
(Morini et al., 2022). Esto es debido a un error de nomenclatura. Por otro lado, el porcentaje
de identidad entre miembros se adeclUa al establecido en humanos, donde TRPV1 — 4
comparten una similitud préxima al 50%, mientras que TRPV5 — 6 tienen alrededor de un 30%

de identidad con los primeros (Morini et al., 2022).

Una vez establecidas todas las secuencias nucleotidicas de los paralogos de TRPV en lubina
europea, se diseflaron 3 primers/gen que podrian servir para un posterior andlisis de
expresion tisular. Cada secuencia primer es una region especifica del gen a amplificar y su
localizacién no coincide con regiones conservadas, que pueden dar pie a una amplificacion
no especifica. Para ello, se alinearon las secuencias nucleotidicas de los TRPVs, obteniendo
la figura 6, y pudiendo definir asi regiones conservadas o similares entre cada gen. Esta
informacion sirve de apoyo para un disefilo de primers adecuado y especifico,
seleccionandose aquellos que no tengan una autocomplementariedad elevada, sin
repeticiones consecutivas de un mismo nucleétido y que no posean >3 nucleétidos en

posiciones idénticas en otro de los miembros TRPV.
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X¥M_051398597.1 TOCTOC TTCACA TCOCTC AARAAA CTCOAC ATTTAC AAAAAT TCATCA ACGCAT CTTATC ARCATC CTTGTT ACARAC CTCACA OCCCCT TRCACA TOOCCAR TTGACA CCACRA
m:051a2323u.1 TCCTCA TEGACA TAGCAC ACARCA COSCAR ACCTCA GRAGACST TCATAR ATACGT OCTTCA GEGATC TCTACT ACAGAC CCOCACA OCGCGC TOCACA TTOCTA TARAGT GROGCT
¥M_0E51408044.1 TQATSC ADCS-- ------ -RECTC CT---- =------ --CAAC TCATCA ACTACC OCATCOA OCTCOC ACCTCT TCOCARAC CTCTTA CTCCTC TOCACR TOSCTS TOATAA ATCACR
XM_051400511. ATGCCR ACTTTIC GTCACT
XM_051398537.1 ARCCCR ATTTTC GACRCC
XM_051423290.1 QCAACC ACTATC TOQACC TOCTRC TCCACA TOOCAC CT---C ATCTCC ACCCTC ACOOCA CQROCAC CCTTCT TCOCACC CCACAC ATGACC CLOCCT ACTTTC CTGAGC
XH:DSI&DSD-(‘.I ACATCA ATCTGC TTCATC ATCTGA TTAGCTC OTCGCEC CTGATCS TOOCTA CACCTC ACTACC GCTGARGC
XM_051400511. TICICh CCARCR CQOTRC
XM _OS1398557. TCOCTCA CoAACE CTOTOC
¥M_0514232390. ACCTRA CAAACHE OOOTCC
XH:DSI&DSD-(‘ - TCCTRA GCAACAR CACTGC
XM _051400511. CTGCCA GACTGC
Xl!:OEl!SBE'!T - ACCTCC ACRCRR
XM_051423230. CTOCCA ACCTCT
XM_051406044. ATCCACS ACCTAC

¥M_051400511.1 ACCTGA ACCTCC RGCACA TACACA ACAATA RACCCC TCACAC CTCTCA ARATCC CTCCCA ACACTC CCRACA TORCCA TTTTTT CACACA TOCTGA AACGCTG RATTCC
¥M_0E133EEST7.1 RAARCAA AACTCC ACTTCC RACAAR TOCAAR ACARTC RCODCT TOACTCT CTCTCR ACTTAC CACSCCR AACTAC CRAARA TTOORCC TOTTCA ACCRACA TCOTTOC ACCSGS AATTCD
XM _051423230.1

1

XM_051406044. ACCACT CATTAC CACTOCD RCATCOC TQCCCA ACTATC QROOOC TTACAC CTTTTA AACTCC CTCOCCA AACAAC CRAACA ATCTCC CTTTTC AACAOC TOOTTA ATARRA CC----

XM _051400511.

XM _0514Z3250.
XM 051406044 .

TRETGA CAGOCC TEECAR ACTCCT ATTTCT T---TT TCATAG
TCOCOTCA CTCTCC TTOOAC OCOTCT OOTTTC T---OT ATARAC

XM_051400511.
XM _0OS51338537.
XM _051423250.

XM_0513ZEEST. ACTCCT CACTTT ATGACA TGAGCT CCATTG ACACCC ACGA-- -AGAARR ACTCTC
¥M_0S14Z3230. ACTCCT CCCTCT ATGATC TGTCTT CACTGGE ATACGT COCGAG AGGARC CETCTE
XM_OS1406044. CCTCTA ACCTST ATGACC TGAOCE ACATCC ATTCCT CESCAGC ACGACA TCTCAC
XM_051400511. ACCCTC TGACCC COTTGC TGRACT CAAARCT CGARCA CCTTTG CAACTC GRATGT
¥M_05133E537. RACCTC TACGCA GTCTTC TCRAGE ATAARGT GEARCA GGTTOG CCTCCA RATTAT
XM_051423230. ACCCAA TCAATG AZCTGT CCARAT GECAGH CTECTE TCACTT
¥M_051406044 . OCOCTG TOASGC ACCTGS TTACTC TRARGT CEARCC TGTATG GARARC RATTACT
¥M_051400511. RATARGC ABGA-- ------ -----= —-=-= B e e S
¥M_05139B537. RCAGRA ACGA--

CRAC--

CTCTAR

GOCAEC

CTCACC

XM_051406044. TOCSCCC CTOGACA TCATAA CCATCC TQGOAC CTTTTC TCATOC T---OT TOCTCD
XM_0E51400511. GATATT ATCACA TTCTTT TTTTTT TGCACC OCOTOC TCTTOC TGOTCT CROCTC
XM_0S1338537. CATTCA CTCAAR TTCTCT TCOTTCC TCCOACC CAACARC TOCTTC TOATCT CCACCT
Xll:0516.2329|1. CATCCT TTCAAC TCCTCT ACTTTA TCTATT CTOTAC TCATTC TACTCA COCCTC
XM_051406044. QOOCCT TCCATC TTATOC TTATCC CCTACC CTTCCT TOCTOC TOCTGC TCTCOD
XM_0514008511. OCOTCCC TOAACDC TOOTCT ACTTCOT CCACCC OOCACA TACACA TCOOCOCA TOTACK
Xll:OSl!SBSST. OCTCGA TCAACC TCCTOC ACTACT COACAC OCTCTA AACARA TGGGGA TOTACR
XM_051423230. CCTCCA TCAACA CTCTTT ACTTCA CCACAC COOCTCA ACCTCA CTGGCA OCTACR
XM 051406044 . CCTCGA CCAATE TCATCT TTTTCS CCCCAS GTTTTG AAATSC TCOGGOT COCTATC
2281
¥M_051400511.1 GCATCA TGATAC ARMAAGR TGATCC TCAGTG ATATOC TROSCT TTCTTT TTIGTCT ACGOOS TCTTCC TTTTIG GATTTT CAGCAC OGRGTGE TCACOC TGCTCA TAGAGC CTOCTG
¥M_051328537.1 CGCTCTCA TOATGC AMACRA TGATCC TQCOTG ACCTAT TGCACT TTTTAT GCOTCT ATGOTS TCTTREC TTTTIG GATTTT CTOCTC CTATTG TTRCTC TCATAC ACGACC TROCTC
XM _051423230.1 GTATCA TOATAC AGAARGR TTCTTT TCAAGG ACCTTT TCOCGAT TTCOTGC TGGTCT ACGTSC TCTTCA TGATTG GATATC CATCAG COCCTGE TGTCTC TACTGA CAGTGET GTOCTC
¥M_051406044.1 TCATCA TCGATAC AGAAGR TTATAT TTGGAL ACCTGA CRARCT TTATCGT GGCTGA GTTTCA TTGTGEC TCATGG GTTTTT OCACCT CCOCTGT GGATGG TSTATA TGA--- ------
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X¥M_051400511.
X¥M_051398537.
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

X¥M_051400511.
¥M_051358E37.
¥M_0514Z23230.
XM_051406044.

¥M_051400811.
¥M_05139EE37.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

¥M_051400511.
X¥M_051398537.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

X¥M_051400511.
X¥M_051398537.
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

X¥M_051400511.
¥M_051358E37.
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

¥M_051400811.
¥M_051358E37.
¥M_0514Z23230.
XM_051406044.

¥M_051400811.
¥M_05139EE37.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

X¥M_051400511.
X¥M_051398537.
X¥M_051423230.
¥M_051408044.

X¥M_051400511.
X¥M_051398537.
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

X¥M_051400511.
¥M_051358E37.
¥M_0514Z23230.
XM_051406044.

3
¥M_051400811.
¥M_05139EE37.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

XM_051400511.
¥M_05139ES53T.
HM_OSL4ZITIO0.
XM_051406044 .

¥M_051400811.
¥M_05139EE37.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

XM_051400511.
¥M_05139ES53T.
HM_OSL4ZIZIO0.
XM_0514085044.

X¥M_051400511.
X¥M_051398537.
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

X¥M_051400511.
¥M_051358597.1
XM_0514Z23230.
¥M_051408044.

¥M_051400811.
¥M_05139EE37.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

¥M_051400511.
X¥M_051398537.
X¥M_051423230.
XM_051406044.

ACCTCA
ACCTCA

TECTCA

CTATCC

ATTRAC

CATRCR

CATCCR

TATTAT

GCATGR

g---ac

TCATZA

-ATG--

TETARS

TCAATS

TATCAR

-GCCTC TCATCT CGGACTC CAGTOC ACOCTC ACCACA ACTOTC TARAAC CCACCT TCAGAC ATATCT CTTACA CCACCC TGCACC

TTGACT TCACOC ACCACT ACCACT ACRACC ACCTCT TCTACA TTCTOC TCATCS GCTACA TCATTC TCACAT ACATCC TECTEC
TCRRCT TCACTC ADCATT TTCACT RACRASCS AQCTTT TCTACR TOCTRC TCATCT TOTACA TASTTC TCACTT ACATCC TOTTCC
TCOATA TCATOC ACACTT CARRCT RCOCTS CRCTCT TCOOTCA TOCTOT TROTTA CCTACA TCATOC TCADCT TOOTGD TOCTOC
TCCCTE TECACC ACACCA TCACCA CTOCAC OCATCG TCCACC TOCTRC ACTCCA COTTCT CTCETGEE TCTOCT ACATCC TTCTREC
CACTCS RCAACC CTCOCCA TORACK CCROCT CTATCT COQAACC TOCRACA CRCOCA TCACCH TOCTOE ACATOD ACARARAA COUTCT

RPUCERA

GRCADG

GGREEG

CTR--- -RCAQC CTCOCCA QATCGAT TOQUCA CRCTCC TTIGRC TTTTGOA CATOOD COACAR RCACRC ACADCH COAC--

--TCTA GGERAGA CATCCT ACCTGR RCCT-C ARCT-- ------ -GTATT ATCOCA GGCOCTT OCATCA TCTTAC TOTCCT GRACK-

TTTCAA ATTTTC TCTCTC AGCCAA TATTTC ACT-CA QAT-CR QUCATOC TTCOACSS AARATR TTSTRG ATATTT ---OTT CROCTC
TTTGTA MRATATC TTATAT ATTTAR -

TCTAAA COTCTT CTTGAA ACTCAA OCRACA AACTTG TAAGAC GACGRC TCARCC GGCTCA ACCTCT CTATAT ACTCAA OCCTRC

GACKTC AGTCSC TGATCA C--
TTATAT CACAAT ARRACC TTCTTE ARACAR ----=- ====== ==m=== —-—e=e

ATTRAT QCROCA CATTAT

ACTTCT CRACCA AATA-T

Figura 6: Alineamiento de secuencias paralogas TRPV en lubina europea.

El alineamiento permiti6 disefiar los primers de acuerdo con los criterios establecidos,

seleccionando aquellos mostrados en la Tabla 1.
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Tabla 1: Primers disefiados para el analisis de expresion tisular.

TRPV
TRPV1la
XM_051400511.1

TRPV1b
XM_051398597.1

TRPV4
XM_051423290.1

TRPV5/6
XM_051406044.1

Parejas de primers (5’ a 3')
F: TTGTCTACGCCGTCTTCCTT
R: ACACAGTTCTCCTCAGGCTC

F: CAACAGCCTGCCTCATACAC
R: TTAGGTCAGTCAGGCTCAGC

F: AACAAGGACTCTGCAGGACA
R: AACTCTCGTTCCAGCAGTCA

F: TCCTTCTGATCTGCACCGTT
R: CACGTTGATCCAGGCAAGAG

F: AACACTGTCCTCCACTCGTT
R: TGTCTCCAGCTTGTTGTCCT

F: CAGACCATGTGATGCCAGTG
R: GCAGGCCGTTAAGTTGAGTT

F: TTCCTCTCTCATTGGCTGCA
R: CGTGTTGTCCTTGGTGTTGT

F: AGGTGGATCAAGGCTCAGAC
R: CCTGTGGATGGCTCTCTGAA

F: CATCCTCTGACTACCTGCGT
R: GCAGCGGTGACTACAATCAG

F: CGAGTCACCGGTCTGTACTT
R: TGCGTCGATTACCATGGAGA

F: CTGGAGGACTCAGGTGGTAG
R: CGCTCTCTCAGACCGTAGTT

F: ACCTGTATGACCTGACGGAG
R: TCAGACTAACCAGCTGCCTC

Tamafo del producto
133pb

178pb

103pb

92pb

111pb

107pb

158pb

169pb

184pb

120pb

108pb

132pb

4.2. Extraccion de acidos nucleicos

La tabla 2 muestra la eficiencia de extraccion de RNA bajo el protocolo fenol-cloroformo.
Atendiendo a la concentracion obtenida y las ratios de absorbancia, es observable que el
protocolo en general es adecuado, pues en su mayoria se obtiene una concentracién
suficiente, necesaria para el paso a cDNA (500ng). Ademas, las ratios se adecuan a los
requisitos de pureza que deben estar entre 1,8 — 2,1 para la ratio 260/280, que representa la
contaminacioén por presencia de otras proteinas, y entre 1,8 — 2,2 para la ratio 260/230, si bien

se ve mas variabilidad en este ultimo, que implica presencia de contaminantes de tipo fenol,

como el agente TRIzol empleado en la extraccion.
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Observando los datos se decidié hacer una seleccion de tejidos mas fina para el estudio de
expresion. Al ser necesaria una concentracion minima de 42,5 ng/ul, se descartaron las
muestras de grasa, de muy baja pureza y concentracién, asi como el telencéfalo, pero se
decidié mantener el rifion por su implicaciéon en la detoxificacion y adaptacion al medio.
También se descartaron aquellos tejidos de los que solo se habia recibido muestra de un
Unico ejemplar, como la hipofisis y el rifidn cefélico.

Tabla 2: Concentracion de RNA (ng/pl) y ratios de absorbancia en diferentes tejidos de machos y

hembras de lubina europea.

Individuo
1 2
Sexo Tejidos RNA RNA

- (ng/ul)  ABS260/280 ABS260/230| (ng/uL) ABS260/280 ABS260/230
Ojos 734 1,92 1,06 729,6 1,87 2,02
Bazo 1012,2 2,02 1,85 1071,2 2,01 2,1

Rifion cefalico 1135,9 1,96 2,42
Rifién 875,5 1,95 1,71 809,8 1,84 2,03
Branquia 787,8 1,89 2,39 1096,2 1,95 1,79
Musculo 289,4 1,92 1,81 239,2 1,95 0,98
Grasa 38 1,7 1,54 72,8 1,78 0,2
Higado 981 1,95 1,23 972,9 1,95 0,98
Macho Intestino 1057,1 2 2,13 1007,8 2,01 2,18
Testiculos 1174,5 2,03 1,79 1085,4 1,99 2,21
Piel 893,7 1,98 0,65 305,4 1,93 1,13
Techo 6ptico 956,5 2,02 2,11 1164,8 1,95 2,23
Corazon 1010,2 1,97 2,21 709,4 1,92 2,2
Telencéfalo 913,7 2,02 2,41 1058,3 2 2,37
Cerebro 834,1 1,97 1,95 1130,1 2,02 2,26
Hipotalamo 1128,5 2,02 2,34 398,01 1,97 1,81

Hipdfisis 1157,4 2,02 2,06
Ojos 79,2 1,78 0,92 1098 1,93 1,64
Bazo 1074,9 1,98 2,24 875,4 1,7 2,04
Rifi6n cefalico 463,6 1,81 1,3 872,9 1,73 2,02
Rifién 38,3 1,65 1,71 870 1,64 2
Branquia 1129 1,97 0,54 983,1 1,98 2,44
Musculo 1067,8 1,93 2 422,6 2,02 1,75
Grasa 32,2 1,52 1,58 434,7 1,88 1,89
Hembra Higad? 1196,6 2 1,34 1125,9 1,99 1,36
Intestino 876,7 1,98 2,39 1102,5 2 2,36
Ovario 1169,7 2,04 2,15 1123,4 2,05 2,15
Piel 108,1 1,8 1,41 431,3 1,9 1,76
Techo dptico 862,3 1,97 2,3 754,8 1,92 1,32
Corazon 220,6 1,84 2,23 1033,4 2,01 2,24
Telencéfalo 32,4 1,54 1,5 450,7 1,95 1,38
Cerebro 813,7 1,99 2,17 767,7 1,88 2,14
Hipotalamo 50,7 1,62 1,45 393,3 1,96 1,9
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4.3. Validacion y seleccion de primers

Se llevé a cabo una prueba de expresion inicial de los 12 pares de primers en cerebro y
gonadas con la intencién de obtener una primera aproximacién de los valores de expresion.
Los resultados de expresion fueron muy bajos, obteniendo Ct muy altas con cualquiera de los
primers seleccionados, lo que indica que han sido necesarios un alto nimero de ciclos de
PCR para alcanzar el umbral de concentracion minima. Se decidié escoger uno de los pares
de primers para cada paralogo de TRPV de acuerdo con aquellos con Ct mas bajos y una
curva de disociacién (melting curve) méas ajustada a lo esperado, es decir, con un Unico pico
a una temperatura especifica. Por ello, se seleccionaron los primers que se muestran en la
tabla 3, y se estudid su curva de calibracion en diluciones seriadas 1:5 de muestras de cDNA

en cerebro, ya que dio una mayor expresion que la de las génadas.

Tabla 3: Par de primers seleccionados para cada pardlogo de TRPV en lubina europea.

TRPV Parejas de primers (5’ a 3) Tamario del producto
TRPV1a F: TTGTCTACGCCGTCTTCCTT

XM_051400511.1 R: ACACAGTTCTCCTCAGGCTC 133pb
TRPV1b F: CAGACCATGTGATGCCAGTG

XM_051398597.1 R: GCAGGCCGTTAAGTTGAGTT 107pb
TRPV4 F: TTCCTCTCTCATTGGCTGCA

XM_051423290.1 R: CGTGTTGTCCTTGGTGTTGT 158ph
TRPV5 F: CGAGTCACCGGTCTGTACTT

XM_051406044.1 R: TGCGTCGATTACCATGGAGA 120pb

La curva de calibracion mide la relacion lineal entre cantidad de cDNA presente y el nimero
de ciclos necesario para alcanzar el umbral, buscandose una eficiencia en fase exponencial
Optima. Esta eficiencia se mide de acuerdo con la siguiente formula, siendo un primer éptimo

aguel cuya eficiencia es del 90-110%.

1

Eficiencia = 10 pendtente’

-1

Las curvas de calibracion de primers se muestran en la figura 7, obteniéndose una eficiencia
del 107,61% para el par de TRPV1a, 178,23% para TRPV1b, 114,12% para TRPV4y 94,57%
para TRPV5.
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Figura 7: Curvas de calibracion obtenidas para el par de primers seleccionado en A) TRPV1a, B)
TRPV1b, C) TRPV4 y D) TRPVS.

Los primers se podrian optimizar, estudiando el resto de los pares de primers para buscar
mejores eficiencias o disefiando otros, pero no ha sido posible en el tiempo de realizacién del
trabajo. A todo esto, debe sumarse la baja expresion observada en la prueba previa de
expresion, debida principalmente al tratamiento de unas muestras muy antiguas y cuya

conservacion no ha sido 6ptima.

A continuacion, se procedi6 con el analisis de expresion tisular con los primers seleccionados,
si bien el par de TRPV1b no se ha empleado, excluyéndose este paralogo del estudio de

expresion.
4.4. Analisis de expresion tisular

Tras la lectura y screening tisular de las distintas placas asociadas a un miembro de la familia
TRPV en lubina europea, se obtuvieron los valores Ct, los cuales permitieron establecer un

valor relativo que relaciona la expresién de cada TRPV con el tejido.

Generalmente, se establecen los siguientes rangos de Ct para determinar si una expresion
relativa es alta, media o baja: Ct = 22 — 25 indica una expresion alta, Ct = 26 — 28 indica una
expresion media, mientras que un valor > 28 indica baja expresién. Cuando dichos valores se
analizan frente su calibrador, en este caso la eficiencia del primer, se obtiene su cantidad

absoluta
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Los resultados obtenidos no alcanzaron las cantidades esperadas. Las Ct observadas fueron
muy altas yendo desde 27 hasta 39 los ciclos necesarios, encontrandose la mayoria en torno
a los 30 ciclos. La expresion fue muy baja, probablemente debido a la antigiiedad de las
muestras y conservacion no adecuada, por lo que se espera que, con muestras mas recientes,
los resultados aporten informacién mas fiable sobre los mecanismos de adaptacion y su
relacién con la expresion en diferentes tejidos. No obstante, dentro de la baja expresion
general, se pueden establecer diferencias, mostradas en la tabla 4, y que permiten apreciar
la distribucion tisular y observar qué tejidos tienen mayor expresion para futuros analisis de

determinacion.

Tabla 4: Expresién tisular de TRPV1a, TRPV4 y TRPV5 en machos y hembras de lubina europea

Teiido Sexo
Macho Hembra
TRPV1a TRPV4 TRPV5 TRPV1a TRPV4 TRPV5

Ojos ++ + +++ +++ ++ +++
Bazo ++ + - + + +
Branquia + ++ +++ + ++ 4+
Musculo ++ + - ++ + ++
Higado ++ + - ++ + }
Cerebro ++ + +++ ++ ++ +++
Intestino ++ + - + + .
Gonadas +++ + +++ ++ + +4++
Piel + ++ ++ ++ ++ +++
Hipotalamo | +++ + +++ +++ + +++
Corazon +++ +++ +++ +++ +++ o+
Rifion +++ ++ +++ ++ +++ +++

“ o« “ o«

Los simbolos “+” y “-* indican diferencias absolutas de expresién entre tejidos.
mientras que “+” implica expresion mas baja y “+++” expresién mas alta.

indica indeterminacion de Ct,

Los datos aportan informacion clara sobre una expresion diferencial, si bien ubicua, de los
receptores TRPV en los distintos tejidos analizados. Es destacable la mayor expresion del
TRPV5 en casi todos los tejidos analizados, si bien se observa ausencia en diversos tejidos.
Por su parte, la expresion de TRPV1ay TRPV4 es mas variable, pero se encuentran presente
en la totalidad de tejidos. La mayor expresién se dio en testiculos, corazén e hipotalamo para

TRPV1a, en corazén y rindn para TRPV4, y en ojos, hipotalamo y rifién para TRPV5.

Atendiendo a los diferentes tejidos, bazo e intestino son los tejidos donde el valor absoluto es
menor, expresandose de manera similar. Por un lado, el bazo, cuya funcién principal es la
filtracion de la sangre y mantenimiento de células sanguineas no parece tener una relacion
directa con la termosensacion o termoestabilidad, si bien en el teleésteo Cynoglossus
semilaevis, el bazo constituye el segundo tejido con mayor expresion de TRPV4 (Shang et al.,

2020), mientras que en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) TRPV1 tiene una expresion
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similar respecto al resto de tejidos (Nisembaum et al., 2015). Por otro lado, el intestino,
relacionado con procesos de absorcién de nutrientes puede alcanzar temperaturas muy
elevadas durante la digestion, por lo que parece raro la ausencia de termoTRPVs (TRPVl1ay
TRPV4), asi como de TRPV5, de alta afinidad por iones Ca?*, el cual no supera el umbral de
deteccién en los 40 ciclos establecidos. Si bien en otras especies los resultados en el intestino
son contradictorios, ya que el salmén chum (Oncorhynchus keta) muestra una expresion muy
baja de TRPV4 en dicho tejido (Lee et al., 2021), mientras que, en la trucha arcoiris, del mismo
género, la expresion de TRPV1a en el intestino es la méas elevada (Nisembaum et al., 2015).
En especies mas alejadas como en seres humanos (Homo sapiens) se observa un
comportamiento similar al de la lubina europea, con una expresion muy baja (Kudsi et al.,
2022).

Las branquias, que constituyen un punto importante en la respuesta fisiol6gica a cambios en
medio ambiente en los peces, son el tejido con menor expresion de TRPV1a observada,
presentando una mayor expresion, no muy destacada, de TRPV4 y TRPV5. Esta proporcion
se adecuUa a lo observado en otros teledsteos y bivalvos, donde la expresion de TRPV1a no
es destacable, pudiendo relacionarse con una baja estimulacion de expresién, dado que las
condiciones de activacién requieren temperaturas mas elevadas (Verlinden et al., 2022). Por
otro lado, TRPV4, con capacidad osmo, mecano y termorreguladora, se expresa de manera
elevada en las branquias de la ostra japonesa (Magallana gigas) (Fu et al., 2021; He et al.,
2022), de medaka (Hori et al., 2022) y en salmon chum (Lee et al., 2021), si bien cabe destacar
que en lubina europea se ha descrito un gran aumento en la expresion de TRPV4 bajo
condiciones de agua dulce (Bossus et al., 2011). Ademas, TRPV5 se encuentra muy elevado
en las branquias del catan pinto (Lepisosteus oculatus) (Flores-Aldama et al., 2020), siendo
importantes en peces de agua dulce, que deben mantener una alta concentracion de iones,

como el Ca?*, en sangre (Marshall, 2002).

Otros tejidos como la piel, masculo o higado presentan una expresién media/baja. El higado
es uno de los tejidos con menor expresion de termoTRPVs en los diversos teledsteos, siendo
TRPV4 el menos expresado en Cynoglossus semilaevis (Shang et al., 2020) y salmén chum
(Lee et al., 2021), asi como TRPV1a el menos expresado en trucha arcoiris (Nisembaum et
al., 2015). Ademas, no se ha podido definir la cantidad de TRPV5, siendo por tanto muy baja
en lubina europea, si bien ésta se ha observado en la perca americana (Micropterus
salmoides) ((Zhao et al., 2023).

El masculo no ha sido un tejido ampliamente analizado, destacandose Unicamente una fuerte
expresion de TRPV4 en la ostra japonesa, cuyo musculo abductor estd muy desarrollado (He
et al., 2022). Por otro lado, la piel, mejor estudiada y considerada un importante integrador de

la informacion del medioambiente, presenta grandes diferencias entre especies. Por ejemplo,

22



dentro de los teledsteos, TRPV4 se expresd muy poco en Cynoglossus semilaevis, mientras
gue en pez cebra y salmén chum, este mismo receptor se expresé de manera elevada (Amato
et al., 2012; Lee et al., 2021; Shang et al., 2020). Esta elevada expresion también se observa
en humanos (Saito & Tominaga, 2015), cuya alteracién esta relacionada con neuropatias

motoras y sensoriales (Sasase et al., 2022).

Los ojos presentan una expresion de TRPV4 baja, superada por TRPV1a. Esta correlaciéon se
observa también en el salmon chum (Lee et al., 2021) y en la trucha arcoiris (Nisembaum et
al., 2015), pero en Cynoglossus semilaevis, la expresion de TRPV4 en el ojo es muy elevada
(Shang et al., 2020). En mamiferos se han descrito enfermedades oftalmolégicas por
alteraciones de TRPV4 en el ojo, siendo muy importante en el mantenimiento de la presion
ocular y la barrera hemato-retiniana (Lapajne et al., 2022; Wang et al., 2023). Cabe destacar
que la expresion de todos los receptores en los 0jos es mas alta que en la piel, mecanismo
no observado en mamiferos, pudiendo tratarse los ojos de un importante integrador de las

variaciones ambientales en lubina europea.

Las gbnadas presentan una clara mayor expresion de TRPVl1a y TRPV5, con diferencias
observables entre los diferentes sexos. Los testiculos presentan mayor expresién de TRPV1
gue los ovarios, coincidiendo con lo observado en seres humanos (Kudsi et al., 2022), pues
poseen una importante funcién en la regulacion de la temperatura que modulara la
maduracién y desarrollo esperméatico (Stein et al., 2004). Ademas, la elevada expresiéon de
TRPV5 también es comdn a ambas especies (Sasase et al., 2022). Los ovarios mantienen

una expresion elevada de todos los receptores.

En cerebro la expresiéon de TRPV1a ha sido superior a TRPV4. Los estudios de especies
cercanas también sitian la baja expresion de TRPV4 en salmén chum, medaka, trucha
arcoiris y salmén atlantico, si bien la expresién aumenta considerablemente en teledsteos en
periodos de adaptacion, ya sea aumentando la temperatura, alterando la salinidad o tras una
infeccion (Boltana et al., 2018; Bossus et al., 2011; Z. He et al., 2022; Hori et al., 2022; Lee et
al., 2021; Nisembaum et al., 2015).

El hipotalamo, conocido por regular la temperatura corporal, la sed y el hambre en humanos,
presentd niveles muy elevados de TRPV1a y TRPVS5, si bien muy bajos de TRPV4. Esto se
puede relacionar con la tonica vista hasta ahora, donde aquellos tejidos en los que destaca la
expresion de TRPV4 son aquellos en contacto con el medio ambiente, y que, parecen tener

mas relacion con la transduccion de informacion exterior en lubina europea.

El rifibn ha presentado importantes niveles de expresion en todos los receptores TRPV. Dada
su funcién e importancia en la reabsorcion de Ca?*, no es de extrafiar la alta expresion de

TRPV5, que ha sido la mas elevada captada por la medicion gPCR en nuestro estudio, al igual
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gue en el catan pinto (Flores-Aldama et al., 2020) y que se extrapola a mamiferos, cuyos
mutantes sin receptor han sefialado enormes pérdidas de Ca?* (Nijenhuis et al., 2005), asi

como la presencia de calculos renales (Sasase et al., 2022)

Por ultimo, el corazén es el tejido con mayor presencia de TRPVs en lubina europea de
acuerdo con los resultados. Posee una expresién uniforme y elevada en machos y hembras,
siendo un importante regulador de todas las funciones fisiolégicas. En especies cercanas se
ha observado un comportamiento similar, siendo la expresion 4 veces més elevada de TRPV4
en el corazon respecto al resto de tejidos en Cynoglossus semilaevis, y significativamente
mas elevada en la trucha arcoiris (Nisembaum et al., 2015; Shang et al., 2020).

Atendiendo a los sexos se aprecia una distribucién relativamente uniforme en la mayoria de
los tejidos, si bien algunas diferencias salen a la luz. Por un lado, los testiculos presentan una
expresion de TRPVl1a muy elevada, regulando la Optima temperatura de desarrollo
espermatico, mientras que los ovarios presentan mayor expresion de TRPV5. Por otro lado,
se observa una evidente mayor expresion de TRPVs en los ojos y piel de hembras que de
machos, si bien no se ha relacionado con una mejor adaptabilidad o respuesta entre estos
grupos. Algunos tejidos como el musculo o corazén, cuyo tamafio varia de acuerdo con el
sexo, presentan resultados muy similares. La ausencia de TRPV5 en tejidos de machos que
si se da en hembras no parece corresponder con la realidad, tratAndose de posibles

incoherencias debidas al estado de las muestras.

De acuerdo con un proceso de adaptabilidad, como el cambio de temperatura o salinidad, se
han determinado alteraciones en la expresion de los TRPVs en tejidos especificos,
relacionandose con el desarrollo de una respuesta. El érgano mas importante y que muestra
mayor relaciéon con la adaptacién a numerosos estimulos es el cerebro, el cual dirigira el
comportamiento y actuaciéon del teledsteo en cuestion, seguido de las branquias y 0jos,
importantes integradores de la informacién. Cabe destacar que la expresion en la piel no
responde a un aumento de estos estimulos, dejando dicho érgano sensorial en un segundo
plano en este contexto de la generacion de respuestas. También se han observado
importantes variaciones en rifién e intestino, pudiendo alterar el consumo, hecho observado
en lubina europea durante las estaciones frias, asi como la reabsorcién de iones como Ca*
en respuesta a los cambios (Boltana et al., 2018; Bossus et al., 2011; Z. He et al., 2022; Hori
et al., 2022; Lee et al., 2021; Nisembaum et al., 2015; Pickett & Pawson, 1994).

Como se ha observado, la variabilidad que presenta el perfil de expresién de estos receptores
es enorme, incluso dentro del mismo género o de la infraclase de los teledsteos. En este
proyecto se determina la presencia o ausencia de cada TRPV, y se predice alguna funcion

relacionada con su localizacion tisular en lubina europea, si bien no se puede determinar la
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importancia, posicion o funcionalidad que tiene cada TRPV dentro de una cascada de
sefalizaciébn frente a los estimulos que recibe. Ademas, teniendo en cuenta las
complicaciones presentadas por la antigledad de las muestras, no se ha podido optimizar el

protocolo utilizado ni obtener resultados mas fiables.

Por ello, futuras investigaciones son necesarias, que ajusten de manera precisa los niveles
de expresion tisular y permitan desarrollar andlisis funcionales con el fin de establecer una
clara relacion estimulo — respuesta. De este modo, se podra determinar la capacidad
adaptativa y los potenciales riesgos que suponen las variaciones derivadas del cambio
climético a la reproduccién y desarrollo de especies de interés acuicola como la lubina
europea. Planteando asi soluciones, que, asegurando un adecuado bienestar en las especies,
permitan aumentar la produccién y adecuar la industria a un creciente y exigente sector

econémico.

5. CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se ha puesto a punto el protocolo de analisis de la expresion
tisular de los receptores TRPV en la lubina europea, que permitirdn determinar
mecanismos de respuesta frente temperatura, cambios de osmolaridad vy
contaminantes entre otros.

2. Se han caracterizado 4 paralogos TRPVs presentes en lubina europea, que son
TRPV1a, TRPV1b, TRPV4y TRPVS5.

3. Se han disefiado y probado primers para cada TRPV, obteniendo primers adecuados
y 6ptimos para TRPV1a, TRPV4 y TRPV5, que permiten su andlisis por gPCR.

4. Se han encontrado TRPVs en todos los tejidos analizados en lubina europea, estando
relacionados con la integracion de estimulos y la respuesta de adaptacion al medio.

5. El screening de expresion de cada paralogo ha permitido observar diferencias entre
tejidos de lubina europea, destacando una mayor expresion en el corazon y rifién, asi
como expresiones bajas en branquias e intestino, donde se pensaba que tendria una
mayor relevancia. Ademas, se ha determinado el cerebro como érgano importante en
la adaptacién y aclimataciéon al medio ambiente, y propuesto los ojos y branquias como
importantes integradores de los estimulos externos.

6. Se han observado pequefias diferencias entre sexos, principalmente en las génadas,
asi como en algunos 6rganos sensoriales. No obstante, la baja calidad de las muestras
puede esconder informacion importante que debera ser estudiada en proyectos

futuros.
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7.  ANEXOS.

7.1. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Grado de relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Finde la pobreza.

ODS 2. Hambre cero.

ODS 3. Saludy bienestar.

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccién y consumo responsables.

XXX XXX X XXX XXX

ODS 13. Accion por el clima.

ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Pagz, justicia e instituciones sdlidas.

XXX

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

Descripcion de la alineacidn del TFG/TFM con los ODS con un grado de relaciéon mas alto.

El Proyecto se relaciona con la meta 14.a “Aumentar los conocimientos cientificos, desarrollar la
capacidad de investigacion y transferir tecnologia marina, teniendo en cuenta los Criterios y
Directrices para la Transferencia de Tecnologia Marina de la Comisidon Oceanografica
Intergubernamental, a fin de mejorar la salud de los océanos y potenciar la contribucion de la
biodiversidad marina al desarrollo de los paises en desarrollo, en particular los pequefios
Estados insulares en desarrollo y los paises menos adelantados”.

Permite abordar y desarrollar los mecanismos de adaptabilidad y su relacion frente los estreses
que suponen el cambio climatico. De este modo, se podran controlar de manera mds eficiente
cualquier respuesta que altere los ecosistemas y transferir dicha informacién aplicable para
mejorar las condiciones y seguridad de granjas en la acuicultura.
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