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Resumen. La morfologia externa e interna, la estructura esquelética, la susceptibilidad a la apoptosis
de leucocitos, la celularidad muscular y la calidad de la carne de rodaballos diploides y triploides
fueron analizadas a partir de seis familias de rodaballos, cultivadas en la Planta Experimental de
Cultivos Marinos del Centro Oceanografico de Vigo (IEO), a las que se les indujo la triploidia
mediante choque térmico frio. Aunque se encontraron algunas diferencias entre diploides y triploides,
los resultados indican que, en comparacion con otras especies triploides cultivadas, el nivel de ploidia
en el rodaballo tiene un menor efecto sobre la biologia de la especie y la calidad del producto final.
Asimismo, se presenta una nueva herramienta para la deteccion sencilla, rentable y eficaz de
rodaballos triploides basada en la utilizacion de marcadores moleculares microsatélite. Este estudio
rellena un importante vacio sobre el conocimiento de los efectos bioldgicos de la induccion a la
triploidia en rodaballo. Los resultados presentados podran ser considerados por el sector acuicola para
la produccién de ejemplares estériles a escala comercial de esta especie, de la que Galicia es el
principal productor de Europa.

Palabras clave: triploidia, Scophthalmus maximus, verificacion de la ploidia, efectos bioldgicos,
calidad de la carne.

Resumo. A morfoloxia externa e interna, a estrutura esquelética, a susceptibilidade a apoptose de
leucocitos, a celularidade muscular e a calidade da carne de rodaballos diploides e triploides foron
analizadas a partir de seis familias de rodaballos, cultivadas na Planta Experimental de Cultivos
Marifios do Centro Oceanografico de Vigo (IEO), as que se lles induciu a triploidia mediante choque
térmico frio. Ainda que se encontraron algunas diferenzas entre diploides e triploides, os resultados
indican que, en comparacion con outras especies triploides cultivadas, o nivel de ploidia no rodaballo
ten un menor efecto sobre a bioloxia da especie € a calidade do produto final. Asi mesmo, preséntase
unha nova ferramenta para a deteccion sinxela, rendible e eficaz de rodaballos triploides baseada na
utilizacion de marcadores moleculares microsatélite. Este estudo enche un importante baleiro sobre o
cofiecemento dos efectos bioloxicos da inducion a triploidia en rodaballo. Os resultados presentados
poderan ser considerados polo sector acuicola para a producion de exemplares estériles a escala
comercial desta especie, da que Galicia é o principal produtor de Europa.

Palabras chave: triploidia, Scophthalmus maximus, verificacion da ploidia, efectos bioloxicos,
calidade da carne.

Abstract. The external morphology, skeletal structure, the dimensions of the internal organs,
susceptibility to apoptosis of leucocytes, muscle cellularity and flesh quality of diploid and triploid
turbot have been analyzed from six families of turbot, reared in the Experimental Marine Aquaculture
Facilities of the Oceanographic Center of Vigo (IEO), whose triploidy was induced by cold-shock.
Although some differences were found between diploid and triploid, results indicate that ploidy level
in turbot has lesser effects on the biology of the species and the quality of the final product as
compared with other cultivated triploid species. In addition, in this study is presented a new tool for
simple, cost-effective and efficient detection of triploid turbot based on the use of microsatellite
molecular markers. This study fills an important gap for understanding the biological consequences of
inducing triploidy in turbot. The results reported can be considered by the aquaculture industry in
order to produce sterile fish on a commercial scale in this species, of which Galicia is the leading
European producer.

Keywords: triploidy, Scophthalmus maximus, ploidy assessing, biological effects, flesh quality.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. LA TRIPLOIDIA EN PECES

La acuicultura es el sector de produccién animal que mas rapidamente esta creciendo en
el mundo. La produccion global de peces se ha incrementado con una tasa anual del 8.7%
desde 1970 y actualmente representa mas del 45% del suministro mundial total de pescado,
mostrandose como unica alternativa frente al futuro déficit de este recurso (FAO, 2014).

Actualmente, la maduracion sexual precoz de los peces cultivados es uno de los mayores
problemas para la acuicultura intensiva de muchas especies de salmonidos, lubinas, peces
planos, bacalaos, tilapias, besugos y percas (Taranger ef al., 2010). El aporte de alimento de
alta calidad y la optimizacion de las condiciones de cultivo producen altas tasas de
crecimiento, acortando la edad del inicio de la maduracion sexual en peces cultivados en
comparacion con peces salvajes de la misma especie (Thorpe, 2004). La maduracién precoz
representa un problema potencial para el cultivo de una especie, ya que los animales destinan
una gran parte de la energia que obtienen con el alimento a la maduracion de las gonadas y a
la formacion de los gametos (Thorpe, 2004), por lo que se produce una gran proporcion de
individuos maduros pero de menor tamafio y, ademas, con un pobre potencial de crecimiento
(Basavaraju et al., 2002; Manning et al., 2004; Piferrer et al., 2009). Por otro lado, durante la
maduracion sexual muchas especies de peces son mas susceptibles a padecer enfermedades,
aumentando la tasa de mortalidad (Schreck et al., 2001), y se ven afectadas las propiedades
organolépticas de la carne, provocando alteracion de las reservas de grasa y cambios en los
perfiles lipidicos (Johnston et al., 2000). Todos estos problemas relacionados con la
maduracion sexual tienen unas consecuencias muy negativas desde el punto de vista de la
produccion (Felip et al., 2006), llevando asociadas pérdidas econdmicas importantes (Zanuy
etal.,2001).

El control de la maduraciéon sexual puede ejercerse mediante la manipulacion de las
condiciones ambientales (Carrillo er al., 2007), o bien recurriendo a las técnicas de

manipulacion cromosoémica por induccion de la triploidia.
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La poliploidia consiste en el incremento del nimero de genomas en un individuo o especie
incluyendo tres o mas conjuntos de cromosomas dentro de un organismo. Asi los triploides
son individuos poliploides con tres conjuntos de cromosomas (3n), los tetraploides con cuatro
(4n) y los hexaploides con seis (6n) (Dunham, 2004). La poliploidia mas utilizada en
acuicultura es la triploidia, que es inviable en mamiferos y aves pero es viable en peces
(Chourrout et al., 1986). En el medio natural la mayoria de las especies de peces teledsteos
tienen un numero diploide de cromosomas, pero la triploidia puede aparecer de forma natural
en individuos no inducidos (Dunham et al., 2004; Le Comber & Smith., 2004), y ya ha sido
documentada en especies de las familias Poeciliidae (Cimino, 1972), Cyprinidae (Gold &
Avise, 1976) y Salmonidae (Thorgaard & Gall, 1979; Utter et al., 1983), entre otras. De
hecho, el 63% de las especies de peces pertenecen a nueve 6rdenes en los cuales se incluyen
poliploides.

El avance en el desarrollo de las técnicas de manipulaciéon cromosémica ha permitido
inducir a la triploidia a un gran niimero de especies de cultivo. En los ultimos afos, la
induccion a la triploidia se ha convertido en una herramienta prometedora para la acuicultura,
debido a que en muchas de las especies en las que ha sido inducida los triploides son
funcionalmente estériles. Debido a esta caracteristica, la triploidia en peces esta siendo ttil
para evitar la ralentizacion del crecimiento, el deterioro de la carne y la mayor mortalidad de
los diploides, inconvenientes asociados con la maduracion sexual (Tiwary ef al., 2004). Los
triploides también han sido utilizados para prevenir el impacto genético de los escapes de
jaulas de cultivo, impidiendo su cruzamiento con individuos salvajes (Donaldson ef al., 1993).
Ademas los peces triploides representan modelos utiles para la investigacion bésica sobre
procesos genéticos, fisioldgicos y evolutivos (Tiwary et al., 2004).

El interés inicial de los triploides para su uso en acuicultura comienza en los afos 70, sin
embargo, los inconvenientes de su produccion no compensaban las ventajas obtenidas por su
esterilidad. Los mayores problemas residian por un lado, en la eficiencia de la produccion
debido a la menor viabilidad de los huevos triploides, y por otro, en que los peces triploides
eran mas sensibles al estrés de la produccion en comparacion con los diploides (Jungalwalla,
1991; Ojolick et al., 1995). Esto llevo al abandono durante un tiempo de las técnicas de
induccion a la triploidia a favor de métodos de control de la maduracion sexual mas caros y
menos efectivos como, por ejemplo, la manipulacién del fotoperiodo. Sin embargo, la actual

problematica sobre la sostenibilidad de la industria de la acuicultura, junto con un incremento
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en el conocimiento de la fisiologia y requerimientos de cultivo de los triploides, han llevado a
reanudar el interés en la idea de la triploidia (Fraser et al., 2012a). Actualmente, las especies
en las que la triploidia es utilizada para su uso en acuicultura incluyen salmonidos,
principalmente trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), trucha comin (Salmo trutta) y salmon
atlantico (Salmo salar), ayu (Plecoglossus altivelis), dojo (Misgurnus angullicaudatus), y la

carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) (Powell et al., 2009; Beaumont et al., 2010).

1.1.1. Induccion a la triploidia en peces

La induccion artificial a la triploidia es una de las técnicas de manipulacion cromosdmica
mas utilizadas en acuicultura. La base de la manipulacion cromosomica radica en la
posibilidad de manipular el conjunto cromosomas heredado de los padres, decidiendo cuales y
cuantos conjuntos formaran parte del cigoto (Thorgaard, 1983). Las técnicas de manipulacion
cromosOmica consisten en la manipulacion de juegos enteros de cromosomas alterando la
separacion de los cromosomas durante las divisiones celulares o inactivando el DNA de los
gametos. La induccidn artificial de la triploidia tiene como objeto la produccion de individuos
con un conjunto extra de cromosomas. Se empez6 a desarrollar para especies de agua dulce
(Swarup, 1959), pero en los ultimos treinta afios ha habido un gran desarrollo en la
investigacion y aplicacion de esta técnica en especies marinas de las familias Pleuronectidae,
Sparidae, Paralichthyidae, Moronidae, Soleidae y Scophthalmidae (Felip et al., 2001a;
Piferrer et al., 2009).

Los métodos de induccion a la triploidia se basan en la alteracion de las divisiones
celulares; de la segunda meiosis (métodos directos), o de la primera mitosis (métodos
indirectos). La meiosis es el fenomeno bioldgico de mayor importancia en los organismos de
reproduccion sexual, y es la base para la aplicacion de las técnicas de manipulacion del
genoma en especies acuaticas (Cal, 2005). Este proceso determina la diferencia del numero de
cromosomas presentes en las células somadticas, y ademas genera nuevas combinaciones
cromosOmicas no presentes en los progenitores mediante el entrecruzamiento meidtico.
Implica una tnica duplicacion del ADN y dos divisiones celulares sucesivas tras las cuales las
células germinales diploides con 2n cromosomas, pasan a cuatro células haploides con n
cromosomas (Tave, 1993b; Alberts et al., 1994). En peces teledsteos, la primera division
meiodtica de los oocitos de primer orden se inicia después de la eclosion. Estos oocitos

completan la division meidtica I, formando un pequefio corpusculo y un oocito de segundo
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orden, que entra en la division meidtica II. Aqui se detiene, y finaliza meses mas tarde con la
ovulacion de oocitos secundarios, cuando es estimulado por la fecundacion y empieza el
desarrollo embrionario. Asi, la segunda division meidtica se completa solamente después de
la fertilizacion (Carrasco, 1998). La mitosis, a diferencia de la meiosis, produce células hijas
con idéntica informacidon genética que la célula de la que se originan y cada cromosoma,
independientemente de su procedencia (materna o paterna), se comporta de manera autonoma.

Los métodos de induccion a la triploidia son directos cuando los tratamientos se aplican a
las células que se convertirdn en individuos triploides. Se realizan normalmente minutos
después de la fertilizacion y provocan la interrupcion de la segunda division meidtica,
impidiendo la extrusion del segundo corpusculo polar (Tiwary et al., 2004). El resultado es un
cigoto triploide que contiene el genoma presente en el ovulo, el genoma presente en el
espermatozoide y el genoma presente en el segundo corpusculo polar (Carrasco, 1998) (Fig.
1.1).

[=]
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Fig. 1.1. Esquema de la obtencidn de peces triploides y tetraploides mediante un
choque fisico. Los puntos de distinto color representan cada uno un juego entero de
cromosomas de origen materno (blanco y negro) y paterno (gris). Piferrer et al. (2007)
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En los métodos de induccioén indirectos, la triploidia puede obtenerse mediante la
fertilizacion de un huevo normal con el esperma de un tetraploide, que es 2n. A su vez, los
tetraploides pueden conseguirse mediante la inhibicidon de la primera division mitotica una
vez que se ha duplicado el nimero de cromosomas del cigoto (Fig. 1.1). La viabilidad de las
progenies es limitada en peces, lo que hace que esta alternativa no tenga mucho futuro
(Carrasco 1998; Arai, 2000).

Los tratamientos de induccién a la triploidia pueden ser fisicos (choque térmico o
hidrostatico) o quimicos (sustancias que impiden la division celular, usualmente
despolimerizantes de microtiibulos). Los choques térmicos, de calor o de frio, han sido
utilizados con éxito en la produccion de individuos triploides en muchas especies acudticas.
Se trata de aplicar cambios bruscos de la temperatura a huevos poco tiempo después de la
fertilizacion. Estos choques son los mas utilizados por la industria debido a su simplicidad, su
bajo coste y su eficiencia. En los choques térmicos, no s6lo hay que considerar la temperatura
del choque en si, sino la diferencia de temperatura antes y durante el choque (Ihssen et al.,
1990). Los choques hidrostaticos presentan la ventaja de aplicar un tratamiento mas uniforme
a los huevos, solucionando las dificultades de la transferencia uniforme de temperatura en los
choques térmicos cuando se utilizan grandes volimenes de huevos. La duracion de los
choques de presion es mas corta que la de los choques térmicos, lo que puede presuponer una
reduccion de la mortalidad (que no siempre ocurre), aunque también han sido descritas
anormalidades en el desarrollo embrionario y aberraciones cromosomicas tras su aplicacion
(Carrasco, 1998). Las sustancias quimicas mas utilizadas han sido los alcaloides como la
colchicina, la citocalasina B, y sustancias con accién anestésica como el oxido nitroso, pero
son altamente inductores de formacion de tumores y muy citotdxicos, por lo que su uso se
limita a la investigacion (Johnstone, 1995; Felip, 2000a).

En los choques térmicos e hidrostaticos existen tres variables fundamentales que
condicionan su eficiencia y que son, de mayor a menor importancia: el momento de la
aplicacion del choque, su intensidad y su duracion (Felip et al., 1997). Los valores 6ptimos de
cada una de estas variables dependen de la especie y es fundamental conocerlos para
conseguir la mayor proporcion de triploides posible junto con altas tasas de supervivencia
(Piferrer et al., 2007). La aplicacion de estas técnicas en cualquier especie requiere
experiencia previa en el manejo de los reproductores, la obtencion de los gametos y la

fertilizacion artificial. Ademas, para la practica con éxito de estas metodologias es necesario
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conocer el tiempo después de la fertilizacion de los huevos en el que aplicar el tratamiento
con el fin de manipular los juegos enteros de cromosomas. Idealmente, el uso de estas
técnicas exige la disponibilidad de lotes de reproductores que respondan a los tratamientos de
induccién ambiental y/u hormonal de la puesta y produzcan gametos de buena calidad de
forma predecible (Piferrer et al., 2007). En general, los choques térmicos (frios o calientes)
son adecuados para especies con huevos pequefios, mientras que para especies con huevos
grandes, como los salmoénidos, son preferibles los choques hidrostaticos (Benfey et al., 1988),

por su mayor eficiencia (Johnson et al., 2004).

1.1.2. Verificacion de la triploidia en peces

Las técnicas para la produccién de individuos triploides no siempre son totalmente
efectivas y por eso la triploidia debe ser confirmada en una muestra significativa o en todos
los individuos nacidos de huevos tratados, dependiendo del objetivo de estudio. Para que
resulten rentables en instalaciones comerciales, los métodos utilizados deben poder analizar
un gran numero de individuos y, ademas, ser lo mas rapidos y baratos posibles. Los métodos
de verificacion de la triploidia se clasifican en tres tipos, citogenéticos, citologicos y de
cuantificacion de ADN nuclear (Carrasco, 1998).

Los métodos citogenéticos se basan en la determinacion del numero de los cromosomas o
de las regiones organizadoras del nucleolo. La produccion del cariotipo es un método barato y
no requiere grandes equipos, y sigue siendo el tinico método para determinar con precision el
nimero y morfologia de los cromosomas, pero es laborioso y no es practico cuando se trata de
identificar un gran nimero de individuos. Para contar los cromosomas se hace sobre placas
metafisicas tomando como referencia el cariotipo de la especie, que es la presentacion de los
cromosomas de un individuo en longitud decreciente y agrupando cromosomas homoélogos en
base a su morfologia y posicion del centrémero (Fig. 1.2). Los mejores cariotipos se obtienen
de preparaciones de embriones o peces muy jovenes (Carrasco, 1998). El numero de regiones
organizadoras del nucleolo (NOR, nucleolar organizer regions) tefiidas con nitrato de plata es
también un método fiable y sencillo (Fig. 1.2), pero se necesita conocer las caracteristicas
citogenéticas de la especie a analizar para poder deducir el nivel de ploidia a partir del nimero
de NOR presentes en el cariotipo (Carrasco 1998).

Los métodos citologicos se basan en la determinacion del tamafio celular o nuclear,

normalmente en eritrocitos (Fig. 1.2). El aumento en la cantidad de ADN y cromosomas,
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consecuencia de la poliploidizacidn, se traduce en un aumento en el tamafio nuclear y celular
(Carrasco, 1988). La medicion microscopica de las dimensiones nucleares o celulares es una
técnica relativamente barata que requiere Unicamente de un microscopio Optico, y es la mas
sencilla cuando el tamafio de los peces es suficiente para poder extraerles sangre sin recurrir al
sacrificio. Esta técnica ha sido descrita habitualmente en las especies en las que se ha
inducido la triploidia (Benfey, 1999; Piferrer et al.; 2003; Luckenbach et al, 2004). Sin
embargo, presenta el inconveniente del consumo de tiempo en la extraccion de sangre,
elaboracion y tincion del frotis, y el andlisis cuando se trata de gran nimero de peces
(Carrasco, 1998). La posibilidad de automatizar el proceso de medicion electronica del
volumen nuclear o celular de los eritrocitos con un contador de particulas facilitaria su
aplicacion (Tiwary ef al., 2004). El contador detecta la diferencia de tamafio de la particula y
asi provee de un método rapido y eficiente para la estimacion de la ploidia. Pero los costes de
su utilizacioén son altos, lo que hace que esta técnica solo sea rentable en explotaciones de

gran tamano.

Cariotipo Citologia

Citometria de flujo NOR

Fig. 1.2. Métodos mas comunes para la verificacion de la ploidia. 2n: diploides; 3n: triploides.

Los métodos de cuantificacion del ADN se basan en la cuantificacion fluorimétrica o

colorimétrica del ADN nuclear mediante tinciones o pigmentos con afinidad especifica por el
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ADN. La citometria de flujo (Fig. 1.2.1) puede ser utilizada para analizar con gran rapidez el
contenido de ADN de un alto niimero de células, con una precision mayor que la alcanzada
por cualquier otra técnica cuantitativa. Sin embargo, su uso se ve limitado en funcion del
tamano de los peces. Ademas, el elevado coste del instrumento, asi como la formacion
especializada que se requiere, hace que este método de determinacioén sea probablemente de

dificil aplicacion en explotaciones acuicolas

1.1.3. Efectos biologicos de la induccion a la triploidia en peces

Para acomodar el conjunto extra de cromosomas, los volimenes nuclear y celular son
mayores en los triploides que en los diploides, aunque se mantiene la misma ratio entre el
tamafio del nucleo y del citoplasma (Small & Benfey, 1987; Flajshans et al., 2011). Ademas,
como los o6rganos de los triploides son, por lo general, del mismo tamafo que los diploides,
estan compuestos por menos células (Swarup, 1959; Aliah et al., 1990). Sin embargo, este
patréon no es constante para todos los tipos de células y es probable que no sea aplicable a
células en las que el nucleo ocupe solamente una pequeia parte del volumen total de la célula.
Todavia se desconoce si el incremento de tamafio celular puede alargar las vias de
sefnalizacion o deteriorar los procesos de transporte a través de la membrana (Maxime, 2008).
Ademas, tampoco existe informacion sobre el mecanismo preciso de homeostasis responsable
de la reduccion del numero de células en triploides.

La induccién a la triploidia produce efectos diferentes en el desarrollo gonadal de machos
y hembras, sin embargo, en la mayoria de las especies inducidas ambos sexos son estériles, ya
que son incapaces de producir gametos viables (Peruzzi et al., 2009). Las hembras presentan
ovarios subdesarrollados y no muestran sefiales de maduracion fisiologica o morfologica
(Benfey et al., 1989); en ellas, la triploidia interfiere con el emparejamiento normal de los
cromosomas homologos durante la fase inicial de la meiosis (Krisfalusi & Cloud, 1999;
Cunado et al., 2002), inhibiendo el futuro desarrollo de gametos debido a la falta de
produccion de hormonas en las capas teca y granulosa del foliculo (Schathauser-Smith &
Benfey, 2003). Por el contrario, en los machos la triploidia bloquea las fases tardias de la
meiosis (Krisfalusi & Cloud, 1999), permitiendo el desarrollo gonadal completo debido a la
produccion de células esteroidogénicas (Benfey et al., 1989). Sin embargo, la progenie de los
machos triploides es normalmente aneuploide y no sobrevive mas allda de los estadios

embrionario o larvario (Peruzzi et al., 2009; Feindel et al., 2010).

10



1. Introduccion general

Los peces triploides tienen generalmente una heterozigosis mas alta que los diploides
(Allendorf & Leary, 1984; Leary et al., 1985). Bajo condiciones 6ptimas de cultivo para los
diploides, los tejidos de los triploides muestran patrones de expresion génica similares a los
diploides, debido a una expresion modulada (Johnson et al., 2007, Shrimpton et al., 2007,
Garner et al., 2008, Ching et al., 2010). Sin embargo, todavia no ha sido determinado el
mecanismo por el cual es regulada la contribucion especifica de cada genoma en los triploides
(Pala et al., 2008).

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que la supervivencia de los peces triploides
es comparable a la de los diploides a partir de la etapa postlarvaria (Fraser et al., 2012a).
Aunque en varios periodos de desarrollo hasta llegar a la etapa larvaria los triploides suelen
sufrir mayores mortalidades que lo diploides, estos niveles estdn dentro de los limites
industriales aceptables si el procedimiento de la induccion se encuentra optimizado (Piferrer
et al., 2009). Existen ejemplos de tasas similares de supervivencia postlarvaria entre diploides
y triploides de varias especies, incluyendo Salmoén Atlantico (Oppedal et al., 2003), trucha
arcoiris (Bonnet et al., 1999) y lubina (Felip et al., 2001). Igual que en los diploides, en los
triploides existe variabilidad en la supervivencia entre distintas familias (Johnson et al.,
2004), sin embargo, las familias que funcionan bien como diploides no necesariamente tienen
que hacerlo igualmente como triploides (Taylor et al., 2011). Se conoce que la calidad de
huevos tiene un mayor efecto en la supervivencia que el nivel de ploidia en salmoén Atlantico,
con mortalidades en triploides muy superiores a las de los diploides cuando ambos son
cultivados a partir de huevos de baja calidad (Taylor ef al., 2011), por lo que resulta esencial
utilizar huevos de alta calidad para la produccion de triploides. En los casos en los que la
mortalidad fue mayor en triploides juveniles y adultos comparada con los diploides, la causa
de la muerte estuvo casi siempre relacionada con periodos de altas temperaturas del agua y
niveles de hipoxia agudos (Myers & Hershberger, 1991; Blanc et al., 1992; Ojolick et al.,
1995). Por otro lado, los triploides presentan una menor mortalidad que los diploides durante
el periodo de maduracion sexual (Inada & Taniguchi, 1991; Yamamoto & lida, 1995a; Gillet
et al., 2001; Cal et al., 2006). El consenso general es que el incremento de los niveles de
esteroides en el plasma, que ocurre como consecuencia de la maduracion sexual, conlleva una
inmunosupresion progresiva y aumenta la sensibilidad de los peces a las patologias (Slater &

Schreck, 1997; Harris & Bird, 2000). Por lo tanto, como las hembras triploides no maduran
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(Benfey et al., 1989), su sistema inmune no se ve afectado por el aumento de los esteroides
sexuales en el plasma (Yamamoto & Iida, 1995b).

A pesar de que en muchos estudios se ha comparado el crecimiento entre diploides y
triploides de la misma especie, los resultados han sido diversos, obteniendo tasas de
crecimiento mejores, iguales o peores entre ambos grupos de ploidia dependiendo de la
especie y el estudio (Piferrer et al., 2009). Los motivos de esta heterogeneidad tienen que ver
con el estado de desarrollo, el impacto del cultivo conjunto con diploides, la proporcion de
sexos, la variacion genética y asumir, sin haber hecho estudios previos, que las condiciones
Optimas de crecimiento son las mismas para diploides y triploides. Sin embargo, existe una
tendencia general en triploides a mostrar un menor crecimiento en las etapas tempranas de
vida en comparacion con los diploides, pero un crecimiento similar en las etapas posteriores a
la primera alimentacion (Fraser et al., 2012a). Hasta la fecha, los triploides estan siendo
alimentados con dietas formuladas para peces diploides, presuponiendo que los triploides
tienen los mismos requerimientos nutricionales. Sin embargo, en base a los estudios
desarrollados en salmones triploides, se conoce que para disminuir la incidencia de
deformidades esqueléticas, los triploides requieren una dieta con mayor contenido en fosforo
en comparacion con los diploides (Fjelldal ef al., 2015).

Hasta la fecha, los estudios realizados sobre el sistema inmune de los triploides son
contradictorios. Se ha observado una mayor susceptibilidad a enfermedades en truchas
arcoiris triploides comparandolas con las diploides (Ojolick et al., 1995). En salmones
triploides se encontré una mayor infeccion por parte de parasitos del género Gyrodactylus
(Ozerov et al., 2010). Estudios realizados in vitro muestran evidencias de una misma
actividad respiratoria y fagocitosis por microlitro de sangre en neutréfilos triploides y
diploides (Budifio et al., 2006). La actividad del complemento y de los neutréfilos también
resultaron similares en trucha arcoiris de ambas ploidias (Yamamoto & Iida, 1995b). Ademas,
los diploides y triploides suelen tener recuentos celulares similares en salmonidos (Benfey &
Biron, 2000; Dorafshan et al., 2008), rodaballo (Budifo et al., 2006) y tenca (Svobodova et
al., 2001). Por el contrario, se encontraron diferencias relacionadas con la ploidia en la
proporcion de neutréfilos y linfocitos B en la sangre periférica y el rifion anterior de salmén
Atlantico después de la esmoltificacion (Fraser ef al., 2012b). Los linfocitos B fueron mas
afectados por la ploidia que los neutréfilos, mostrando los salmones triploides valores mas

bajos de linfocitos B que los diploides. Sin embargo, en la mayoria de los estudios in vivo en
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los que se han testado respuestas contra enfermedades comunes en diploides y triploides no se
han observado efectos asociados a la ploidia o éstos han sido pequefios (Fraser et al., 2012a).

En estudios de morfologia celular, los peces triploides muestran un mayor porcentaje de
irregularidades en los globulos rojos en comparacion con los diploides. Es probable que el
sistema inmune de los triploides est¢é mas afectado por el estrés causado por altas
temperaturas de cultivo (Fraser ef al., 2012a), alterando el mecanismo que controla la
expresion génica extra en los triploides (Ching et al., 2010). Ademas, los triploides poseen
una menor capacidad para tolerar el estrés debido al menor numero de eritrocitos, menor
interconexion entre células y mayor volumen celular, lo que influye negativamente en la
comunicacion celular, en la transduccion de sefiales y otros procesos como los movimientos
celulares o el aumento en el consumo de oxigeno asociado con la activacion de las células
inmunes (Ballarin et al., 2004).

Los peces triploides han demostrado una respuesta similar a la vacunacién que los
diploides en diferentes especies (Fraser et al., 2012a). No se ha observado efecto de la ploidia
en la produccion de anticuerpos, la actividad del complemento, o la actividad fagocitica en
ayu (Plecoglossus altivelis) vacunado contra Vibrio (Kusuda et al., 1991). Tampoco se
encontraron diferencias asociadas a la ploidia en trucha arcoiris vacunada contra Vibrio
(Yamamoto & lida, 1995c). Sin embargo, se encontré una interaccion entre la ploidia y la
vacunacion en la morfologia y funcionamiento del corazéon de salmones de 18 meses de vida
después de la vacunacion, mostrando los corazones de triploides alteraciones ventriculares y
un mayor volumen de trabajo en comparacion con los diploides (Fraser ef al., 2015).

Varios experimentos toxicologicos sugieren que los triploides son mads resistentes a los
trastornos producidos por carcinégenos que los diploides (Thorgaard et al., 1999; Arana et al.,
2002). Se cree que esto puede ser debido a las copias adicionales de genes de supresion
tumoral y su consecuencia podria ser una mayor tolerancia de los triploides a los
contaminantes antropogénicos en comparacion con los diploides de la misma especie (Fraser
et al.,2012a).

Se sabe que los triploides son menos agresivos que los diploides durante la etapa juvenil
(Fraser et al., 2012a). Este comportamiento diferente podria explicar los datos de bajas tasas
de crecimiento (Thorgaard et al., 1982; Galbreath et al., 1994) y el incremento en la erosién
de las aletas en triploides cuando se cultivan conjuntamente con diploides (Blanc et al., 2005).

Las razones para la explicacion de esta menor agresividad pueden ser la reducida percepcion
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sensorial causada por el menor nimero de células en los 6rganos sensoriales (Swarup, 1959;
Aliah et al., 1990), los bajos niveles de hormonas esteroides en el plasma (Yamamoto & lida,
1995) y el menor numero de células en el sistema nervioso central en comparacion con los
diploides (Martinez-Ruiz et al., 2009). Sin embargo, aunque los triploides parecen menos
agresivos cuando se cultivan solos, esto no sucede en todas las ocasiones en las que se
cultivan con los diploides (Wagner et al., 2006; Garner et al., 2008).

La aparicion de deformidades esqueléticas en los peces triploides es una de las mayores
restricciones para la expansion de la triploidia en la acuicultura (Taranger et al., 2010). En
algunas especies, los triploides muestran las mismas deformidades que los diploides pero con
una mayor incidencia. Varios estudios han demostrado la mayor aparicion de deformidades en
la mandibula inferior en salmones triploides comparados con los diploides (Benfey, 2001,
Sadler et al., 2001; Taylor et al., 2013). Ha sido probado que un déficit de fosforo durante el
cultivo del salmén induce la aparicion de estas deformidades mandibulares tanto en diploides
como en triploides, aunque el efecto es mas pronunciado en triploides (Fjelldall ez al., 2011,
2015). También hay estudios sobre la mayor proporcion de deformidades vertebrales en peces
triploides en comparacion con los diploides (Madsen et al. 2000; Fjelldal & Hansen, 2010;
Grimmett et al., 2011; Opstad et al., 2013) (Fig. 1.3). Se demostré que en salmones triploides,
las deformidades vertebrales son mas acusadas en las familias que tienen un crecimiento mas
rapido, sugiriendo estos resultados que existe un componente genético en la susceptibilidad a

estas malformaciones (Leclercq et al., 2011).

Fig. 1.3. Radiografias laterales de bacalao Atlantico (Gadus morhua) diploide con cuello
normal (A), triploide con cuello curvado (B), diploide con columna vertebral normal (C) y
triploide con lordosis (D). El nimero de las vértebras y el de los arcos neurales estan
indicados con flechas. Barra de escala=1,0 cm. Modificado de Opstad et al. (2013).
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Los triploides poseen menor nimero y mayor tamafio de fibras musculares que los
diploides en especies como el salmon Atlantico (Benfey, 1999; Johnston et al., 1999;
Bjornevik et al., 2004) y trucha arcoiris (Poontawee et al., 2007; Werner et al., 2008),
mostrando diferentes patrones de crecimiento muscular, con mayor hipertrofia en triploides y

mayor hiperplasia en diploides (Fig.1.4).

A) Produccién de miotubos: HIPERPLASIA

NODRU b

Fusion mioblasto-mioblasto Fusion mioblasto-miotubo
Formacién de miotubos cortos Extensién de miotubos

Célula madre

pluripotente MPC activa @ Maduracién
fibrilar
@ » @ »@ » @ e hipertrofia
Célula B) Agregacion nuclear: HIPERTROFIA
Prt_)geplt_ora @ Mioblasto
Miogénica X
(MPC) Progenie MPC ' -
quiescente & Nicleo 3
FIBRA
™ MUSCULAR

Fusion mioblasto-fibra muscular

Fig. 1.4. Modelos de crecimiento del musculo esquelético de peces teledsteos. Modificado
de Johnston (2006).

En este sentido, existen contradicciones en como estas diferencias en la celularidad
muscular afectan a los parametros de textura. En analisis realizados con filetes ahumados de
salmon Atlantico diploides y triploides se observé una correlacion positiva entre densidad de
fibras y textura (Johnston et al., 2000). Sin embargo, en otro estudio realizado con carne cruda
de salmon Atlantico no se encontrd relacion entre el tamafio o densidad de fibras y textura,
mostrando diploides y triploides unos valores similares en los parametros de textura
(Bjornevik et al., 2004).

En cuanto a la composicion quimica de la carne, hay muy pocos estudios publicados
comparando diploides y triploides. En trucha arcoiris, diploides y triploides poseen una
composicion similar en proteinas y cenizas, sin embargo, los triploides contienen mayor
cantidad de grasa y menor humedad que los diploides (Poontawee et al., 2007). Sin embargo,

en tilapia (Oreochromis niloticus) los triploides poseen los mismos contenidos de proteinas,
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lipidos y humedad (Hussain et al., 1995). Hasta la fecha, no se conocen los efectos de la

triploidia sobre el perfil de dcidos grasos y la composicion mineral de la carne.

1.2. LA TRIPLOIDIA EN EL RODABALLO

El rodaballo (Scophthalmus maximus) es una especie de pez teledsteo de la familia
Scophthalmidae y del orden de los Pleuronectiformes. Morfologicamente se engloba dentro
del grupo de los peces planos, y se caracteriza por su forma circular y asimétrica, con ambos
ojos en el lado izquierdo del cuerpo (FAO, 2009). Posee una piel sin escamas, con una
coloracion mimética y variable, parduzca en el dorso y blanquecina en el vientre. Es una
especie dioica, que en la naturaleza se reproduce entre abril y agosto, segun la latitud, y que
realiza puestas secuenciales. Las larvas sufren un proceso de metamorfosis por el cual pasan
de una simetria bilateral a una forma plana, viviendo en el fondo durante su fase juvenil y
adulta. Son peces longevos, pudiendo alcanzar los 15 afos y hasta 12 kg de peso. En la
naturaleza es poco abundante y su drea de distribucion se extiende desde Noruega a lo largo
de las costas de Inglaterra, Francia, Espafia y Portugal hasta el norte de Africa, y en el mar
Mediterraneo hasta el Mar Negro.

Es una de las especies que mejor cumple los criterios de evaluacion de las especies de
cultivo, como son un alto valor comercial, facil reproduccion, rapido crecimiento y
disponibilidad de alimento barato (Jones, 1972). El conocimiento acerca del cultivo intensivo
de esta especie, en lo que se refiere a la reproduccion, fase larvaria y fases de engorde, esta
bien documentado (Cal, 2005). Su produccion constituye una de las actividades mas
importantes para la acuicultura europea, habiendo alcanzado 7.721 Tm anuales en el afio 2013
(APROMAR, 2014). Espaiia es con diferencia el lider en la produccion europea de rodaballo
con 6.814 Tm en 2013, lo que constituye el 88,3% de la produccion total europea, siendo
Galicia la principal comunidad autébnoma en produccion de esta especie con un 99% de la
produccion total espafiola. Por lo tanto, Galicia se sitlia a la cabeza de la produccion europea
de rodaballo, constituyendo esta especie una de los principales recursos acuicolas de esta
comunidad.

El dimorfismo sexual en el crecimiento del rodaballo se encuentra entre los mas altos de
los peces. Las hembras diploides de rodaballo alcanzan el tamafio comercial entre cuatro y
seis meses antes que los machos, lo que explica el interés de la industria en la obtencion de

poblaciones formadas por hembras. Esta diferencia en el crecimiento contribuye a
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incrementar las diferencias de peso entre individuos en las unidades de cultivo, lo que obliga a
realizar una serie de desdoblamientos que implican mano de obra y un mayor manejo de los
animales (Piferrer et al., 2007). Ademas, en cultivo intensivo la maduracion sexual ocurre en
machos y parte de las hembras antes de alcanzar el tamafio comercial, lo que obliga a
sacrificar a los animales a un peso menor del Optimo para evitar la ralentizacién del
crecimiento y las mortalidades asociadas a la maduracion sexual (Piferrer et al., 2007).

La induccioén de la triploidia en rodaballo se desarroll6 con el fin de generar poblaciones
estériles y asi evitar los inconvenientes asociados a la maduracion sexual. La esterilidad
presupone que los peces mantengan una calidad de las partes comestibles constante, lo que
facilitaria su comercializacion en cualquier época del afio, no produciéndose mortalidades
asociadas a los periodos de reproduccion (Piferrer et al., 2007). Ademas, la produccion de

rodaballos triploides evitaria los riesgos de contaminacion genética asociados a los escapes.

1.2.1. Induccion a la triploidia en el rodaballo

En el cultivo intensivo de rodaballo la maduraciéon sexual se induce manipulando el
fotoperiodo (Forés et al., 1988). Los gametos se obtienen de cada individuo por masaje
abdominal y la fertilizacion es artificial, por lo que la seleccion y manipulacion de gametos
forma parte de las técnicas habituales en el cultivo de la especie. La triploidia en el rodaballo
se puede inducir aplicando choques térmicos frios o calientes a huevos recién fertilizados.
Vazquez et al. (1998) utilizaron choques térmicos calientes entre 25-31°C para inducir la
triploidia, pero la supervivencia fue muy baja. Piferrer et al. (2000, 2003) desarrollaron un
protocolo para inducir la triploidia en el rodaballo cultivado entre 13-14°C, aplicando choques
térmicos proximos a 0°C para evitar la extrusion del segundo corptsculo polar. La mejor
combinaciéon de pardmetros para inducir la triploidia a gran escala se obtuvo aplicando un
choque frio a los 6,5 min después de la fertilizacion, durante 25 minutos, manteniendo la
temperatura entre -1 y 0°C. Con ese método se obtuvieron tasas de triploidia del 95-100%,
con tasas de supervivencia del 60% respecto a los diploides. Las temperaturas por encima de
0°C, especialmente durante los primeros 5 minutos después de la fertilizacion, reducen la tasa
de triploidia, y por debajo disminuyen la tasa de supervivencia (Piferrer et al., 2000, 2003).

En la induccién por choque térmico frio, el momento de la aplicacion del choque y la
temperatura del mismo fueron similares a las utilizadas en otros peces planos marinos, pero la

duracion del choque fue mas corta que la de otras especies como la platija o el fletan,
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cultivados a temperaturas mas bajas (Piferrer ez al., 2007). La supervivencia de los triploides
después de la eclosion no fue significativamente distinta a la de los controles diploides
(Piferrer et al., 2000, 2003), aunque es dificil de cuantificar debido al elevado numero de
variables que afectan a la fase larvaria de cada cultivo. Esto sugiere que la menor
supervivencia es mas debida a un efecto mecanico de la manipulacién que a la propia
triploidia en si (Piferrer et al., 2007). En la induccion de la triploidia de especies marinas de
elevada fecundidad, como el rodaballo, la mortalidad en la eclosion es relativamente poco
relevante, por lo que en la aplicacion de esta técnica es prioritario conseguir altas tasas de
triploidia (Piferrer et al., 2007).

Los choques frios han sido utilizados con el mismo fin en otras especies de peces planos
como la platija (Purdom, 1972), el lenguado (Howell et al., 1995; Molina-Luzon et al., 2015),
fletan (Holmefjord & Refstie, 1997), hirame o falso fletan (Paralichthys olivaceus)
(Yamamoto, 1999, You et al., 2001) y lenguado de Florida (Luckembach et al., 2004).

1.2.2. Verificacion de la triploidia en el rodaballo

La reproductibilidad de la induccion a la triploidia tiene limitaciones y su éxito ha de ser
determinado lo antes posible cada vez que se realice (Piferrer et al., 2007). E1 método mas
preciso utilizado en rodaballo es el anélisis del cariotipo, por el cual se ha determinado que su
numero diploide es 44 y su nimero triploides es 66 cromosomas (Bouza et al., 1994; Piferrer
et al., 2000). Sin embargo, este analisis, debido a su duracidon y baja reproductibilidad en
peces, no puede ser utilizado como técnica rutinaria en la identificacion de triploides. La
validacion de la triploidia en rodaballo también ha sido realizada mediante la cuantificacion
de nucléolos por nucleo (NOR) (Piferrer et al., 2000), por medicioén de la talla de eritrocitos
(Piferrer et al., 2003) y citometria de flujo (Vazquez et al., 1996). Estas tres técnicas de
verificacion son invasivas, y las dos ultimas requieren ejemplares de cierta edad con una
cantidad apropiada de células sanguineas para su analisis. Ademads, los dos Gltimos métodos
mostraron cierto error debido al solapamiento de las distribuciones de diploides y triploides
en las variables utilizadas.

La citometria de flujo es un método directo de cuantificacion que puede ser utilizado para
analizar con gran rapidez el contenido de ADN de un alto nimero de células con una
precision mayor muy elevada. Esta técnica es usada en produccion animal y en la industria

alimenticia (Piferrer et al., 2009), sin embargo, el elevado coste del citometro, asi como la
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formacion especializada requerida, hacen que este método de determinacion sea de dificil

aplicacion en explotaciones acuicolas (Piferrer ef al., 2007).

1.2.3. Efectos biologicos de la induccion a la triploidia en rodaballo

Hasta la fecha, se ha documentado que la triploidia en el rodaballo produce importantes
cambios en la reproduccion, el crecimiento después de la maduracion sexual, la proporcion de
sexos y la hematologia (Piferrer et al., 2007). En los machos triploides los testiculos son de
forma semejante a los de los diploides aunque de menor tamafio, pero existen diferencias
importantes en cuanto al proceso de maduracion sexual. La meiosis no se interrumpe y se
desarrolla actividad espermatogénica aunque con un ciclo de retraso. Asi, en estudios
histologicos hasta los dos afios de edad, se observa el desarrollo de la espermatogénesis hasta

la formacion de espermatidas, pero no se observan

espermatozoides (Terrones, 2002), que sin embargo
pueden aparecer en machos de tres afios aunque en muy
baja frecuencia (Cufiado ef al., 2002). En ningiin caso ha
sido posible extraer esperma de animales vivos, por €so
aunque la esterilidad no sea completa, no hay duda de su
nula capacidad reproductora (Cal et al., 2006). En las

hembras la triploidia provoca una bloqueo de la meiosis,

la esterilidad es gonadal, los ovarios no se desarrollan

. - . / Fig. 1.5. Gonadas de rodaballos de
apareciendo muy pequefios y de aspecto rudimentario, Y 24 meses de edad. Diploide hembra

(A). diploide macho (B), triploide

los oocitos no evolucionan mas alld del estado hembra (C) y triploide macho(D).
. L. . , Barra de escala=2.4 cm. Modificado
previtelogenético (Cal et al., 2006) (Fig. 1.5). Ademas, de Cal et al. (2006)

se ha observado que los triploides muestran una mayor incidencia de apoptosis durante el
ciclo reproductivo en comparacion con los diploides, mostrando machos y hembras triploides
una mayor tasa de células apoptoticas, siendo esta tasa mas marcada en las hembras (Cal et
al., 2010). Estos datos sugieren que la apoptosis juega un papel importante en el control del
namero de células germinales de triploides, sobre todo en las hembras.

Hasta la primera maduracion sexual, los rodaballos triploides no se distinguen
morfolégicamente de sus homoélogos diploides (Fernandez-Pato et al., 1998; Cal et al., 2006)
pero, como sucede en otras muchas especies, la maduracion sexual marca un antes y un

después en el modo de crecimiento (Piferrer et al., 2007). A partir de la primera maduracion
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sexual, la tasa de crecimiento de los peces diploides esta regulada por los ciclos anuales de
reproduccion, con incrementos rapidos de peso antes de las puestas debidos a un gran
aumento del peso de sus gonadas, seguido de pérdidas de ese peso ganado tras las puestas.
Este efecto es mucho més acusado en las hembras. En cambio en los triploides, debido a su
esterilidad, el crecimiento es practicamente regular y continuado (Cal et al., 2006).

La triploidia inducida por choque térmico frio afecta la proporcion de sexos en el
rodaballo produciendo, en la mayoria de los casos, un aumento en el nimero de hembras que,
al igual que en el caso de los diploides, alcanzan un peso mayor que los machos triploides
(Imsland et al., 1997). Descartada por poco probable una distinta mortalidad entre sexos en
estadios tempranos, la causa mas probable es la doble dotacion genémica materna (Benfey et
al., 1999), debido a que la progenie triploide recibe dos juegos de cromosomas de la madre y
uno del padre, lo que podria afectar a las proporciones sexuales. Entender el mecanismo de
determinacion sexual y la influencia de la ploidia sobre el mismo, podria permitir el desarrollo
de métodos libres de hormonas para producir poblaciones de un solo sexo para el cultivo del
rodaballo (Imsland et al., 1997, Piferrer et al., 2004).

Estudios de asociacion a nivel gendémico y de deteccion de QTLs (Quantitative Trait
Loci) sugieren la existencia de una region principal del genoma implicada en la determinacion
del sexo en rodaballo (Martinez et al., 2009). Los patrones de segregacion de los marcadores
mas cercanos a la region de determinacion sexual en rodaballo apoyan un mecanismo ZZ /
ZW (Haffray et al., 2009; Martinez et al., 2009), al igual que las proporciones sexuales en
progenies de progenitores revertidos hormonalmente (Haffray et al., 2009). Este mecanismo
encaja bien con la proporcion de sexos (1 M: 3 H) observada por Cal ef al. (2006) en la
mayoria de los grupos de rodaballos triploides inducidos a la triploidia por choque térmico
frio, con diferencias significativas entre ploidias y con respecto a la descrita anteriormente
para diploides (1 M: 1 H) por Imsland et al. (1997). Al igual que en los diploides, las hembras
triploides alcanzan un peso mayor que los machos triploides (Imsland ef al., 1997).

De acuerdo con el mapeo fino de la region determinante del sexo obtenido en el estudio
de Martinez et al. (2009), el gen determinante del sexo en rodaballo estaria en 32,2 cM de los
centromeros. Esto haria que en los triploides la mayoria de los descendientes fuesen hembras
(Hembras: 64,4% ZZW, 17,8%; ZWW y machos: 17,8% ZZZ), asumiendo la dominancia del
cromosoma W y la viabilidad normal de individuos que contengan WW. Sin embargo,

Pradeep et al. (2012) observaron en triploides de tilapia roja distintas proporciones de sexos
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segun la induccion a la triploidia fue realizada por choque térmico frio o caliente. Ademads, en
algunas familias triploides de rodaballo se ha observado un exceso de machos con
proporciones cercanas a dos machos por cada hembra (R. Cal, comunicacion personal).

Taboada ef al. (2014) han confirmado un sistema de segregacion ZZ / ZW en rodaballo,
analizando un niimero mucho mayor de marcadores que en trabajos anteriores (Martinez et
al., 2009), pero sugieren la existencia de factores genéticos menores o ambientales,
responsables de las discordancias observadas entre los marcadores genéticos y el sexo
fenotipico, por lo que un analisis detallado de la temperatura durante el periodo de desarrollo
larvario en rodaballo podria facilitar una mejor comprension de la posible influencia en la
proporcion de sexos.

En relacion a la hematologia, los eritrocitos de los rodaballos triploides son de mayor
tamaino que los diploides, de forma elipsoidal y presentan mayor frecuencia de anormalidades,
como la segmentacion nuclear o la presencia de micronucleos. Paralelamente al aumento de
volumen de los eritrocitos, los rodaballos triploides muestran respecto a los diploides una
reduccion en su numero, lo que se traduce en un valor de hematocrito menor y niveles de
concentracion de hemoglobina son mas bajos. Los rodaballos triploides toleran con mas
dificultad los niveles bajos de oxigeno en el agua, por lo que presentan menor capacidad de
resistencia a condiciones de hipoxia aguda que los diploides, posiblemente debido a una
menor capacidad de utilizaciéon del oxigeno a bajas concentraciones (Cal et al., 2005).
Aunque esta limitacion pueda no ser un obstaculo para el cultivo de rodaballos triploides, si
puede suponer el menor bienestar de estos peces y repercutir en su rendimiento de cultivo
(Piferer et al., 2007).

Los rodaballos triploides tienen un menor nimero de leucocitos que los diploides, pero
con una actividad celular mayor. La respuesta innata humoral y celular de los triploides no
parece estar afectada, lo que sugiere que los triploides deberian tener una resistencia a las

enfermedades similar a los diploides (Budifio et al., 2006).

1.3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La induccidn a la triploidia es, hoy en dia, una técnica totalmente estandarizada y facil de
implementar en los sistemas de produccion, pudiendo ser una alternativa interesante para la
produccion de rodaballos de un tamafio mayor al que se comercializa en la actualidad (2 kg de

peso), en cultivo intensivo y en jaulas (Cal, 2005). Esta técnica se ha aplicado a grandes
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volumenes de huevos con eficiencias proximas al 100% y viabilidades ligeramente por debajo
de los controles diploides (Piferrer et al., 2003). Ademads, la induccion de la triploidia en
rodaballo presenta la ventaja de obtener, en la mayoria de los casos, un mayor porcentaje de
hembras (el género con mayor crecimiento) en la descendencia (Cal et al., 2006), por lo que
los stocks formados por triploides alcanzan una mayor biomasa que los diploides a una edad
determinada (Piferrer ef al., 2009). Sin embargo, aunque diploides y triploides son similares
en muchos aspectos fisioldgicos, los triploides presentan diferencias fundamentales en la
organizacion celular, lo que afecta a su fisiologia y comportamiento en comparacioén con los
diploides (Fraser et al., 2012a).

Hasta la fecha, se han descrito los efectos fisiologicos de la induccion a la triploidia en
rodaballo sobre el crecimiento (Cal ef al., 2006), la reproduccion (Terrones et al., 2002; Cal et
al., 2006; Cal et al., 2010), la proporcion de sexos (Cal., 2005), el sistema inmune innato
(Budino et al., 2006), y la hematologia (Cal ef al., 2005). Sin embargo, todavia quedan por
conocer aspectos importantes relacionados con el efecto de la triploidia sobre las
caracteristicas del producto final como son la incidencia de malformaciones corporales, ya
descritas el rodaballo de cultivo (Ellis et al., 1997), asi como la incidencia en la tasa de
deformidades en los organos internos y en la estructura esquelética, que condicionan el
bienestar de los peces y la buena aceptacion por parte de los consumidores (Baeverfjord et al.,
2009). Estas malformaciones son frecuentes en otras especies de peces inducidas a la
triploidia (Piferrer et al., 2009; Fraser et al., 2012a).

Otro aspecto a conocer es la estructura muscular de los rodaballos triploides, que
determina la calidad de la carne. En algunas especies de peces inducidos a la triploidia, como
la trucha (Werner et al., 2008) y el salmoén (Johnston ef al., 1999), el nivel ploidia influye en
la celularidad muscular y la textura, asi como en la composicidén bioquimica, lo que incide
directamente en las condiciones organolépticas del producto final.

Tampoco existen estudios relacionados con el efecto de la triplodia sobre la eficiencia de
la respuesta inmune especifica en el rodaballo, proceso clave en la respuesta a infecciones y
vacunas. Existen algunas discrepancias acerca de la resistencia de los peces triploides tras la
estimulacion con diferentes patogenos (Jhingan et al., 2003; Ozerov et al., 2010; Frenzl et al.,
2014), y en estudios recientes realizados con salmon se han detectado diferencias en la

expresion de genes relacionados con el sistema inmune entre peces diploides y triploides
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durante las infecciones con Vibrio anguillarum (Ching et al., 2010) y Piscirickettisa salmonis
(Correa et al., 2014).

Por otro lado, observando las limitaciones de cada uno de los métodos de verificacion de
la ploidia en rodaballo, se considerd necesario disponer de una técnica que fuese sencilla,
rapida, reproducible, no invasiva y rentable para la identificacion de los rodaballos triploides.
El método deberia ser de facil implementacion por las empresas de acuicultura, pudiendo
incorporar el protocolo de verificacion a sus lineas de produccion.

El presente trabajo aborda el disefio de una nueva herramienta para la verificacion de
la ploidia en rodaballo, para luego analizar algunas implicaciones bioldgicas de la induccion a
la triploidia sobre aspectos relacionados con el sistema inmune especifico, las deformidades
corporales, la celularidad muscular, la calidad de la carne y el deterioro muscular post mortem
del rodaballo, con el fin de evaluar el rendimiento de los triploides y contribuir a valorar la

posibilidad de su cultivo a escala comercial.
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2. OBJETIVOS

La técnica de induccion a la triploidia en rodaballo se encuentra ya optimizada para su
posible implementacion en la industria acuicola. Sin embargo, es escaso el conocimiento
sobre la respuesta fisioldgica de los rodaballos triploides con respecto a los diploides.
Ademas, no existe una metodologia sencilla, versatil y precisa para evaluar el nivel de ploidia
que pueda ser integrada en los procesos de produccion. El presente trabajo tiene como

objetivo principal:

- Mejorar el conocimiento sobre los efectos biologicos y la verificacion de la triploidia
en rodaballo como contribucién para evaluar el cultivo de triploides a escala

comercial.

Este objetivo se subdivide en cinco objetivos concretos que se recogen en cinco

publicaciones cientificas y estructuran la memoria de la tesis:

* Desarrollar y testar una nueva herramienta para la verificacion de la triploidia basada
en la utilizacién de marcadores moleculares microsatélites, de facil implementacion
por las empresas de produccion.

* Estudiar el efecto de la triploidia en la susceptibilidad a la apoptosis en leucocitos de
rodaballo y sus consecuencias en la respuesta inmune especifica.

* Estudiar el efecto de la triploidia sobre la incidencia de malformaciones corporales y
esqueléticas en rodaballo y sus consecuencias sobre la calidad y el valor del producto
final.

e Estudiar el efecto de la triploidia sobre la celularidad muscular y su composicién
fisico-quimica en rodaballo y sus consecuencias en la calidad de la carne.

* Estudiar el efecto de la triploidia sobre la degradacion post-mortem de la musculatura

en rodaballo y sus consecuencias para el procesado de la carne.
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3. METODOLOGIA

Esta memoria de tesis doctoral se presenta como un compendio de articulos de
investigacion o publicaciones cientificas (capitulo 4) donde en cada articulo o subcapitulo se
describen especificamente la metodologia y los anélisis empleados para la consecucion de los
objetivos planteados. Por lo tanto, este capitulo metodoldgico solo hace referencia a aspectos

comunes sobre la generacion del material bioldgico.

3.1. CONSTITUCION DEL STOCK DE REPRODUCTORES

El stock de reproductores de rodaballo utilizado para el desarrollo de esta tesis doctoral
fue formado a partir de un grupo de rodaballos adultos estabulados en el Instituto Espafiol de
Oceanografia (IEO) de Vigo. Dado que las técnicas de manipulacion cromosdmica son muy
agresivas con los gametos, se tratd de conseguir un stock de reproductores con las mejores
condiciones fisiologicas, seleccionando aquellos ejemplares de los cuales se podian obtener
gametos de alta calidad. Ademas, se realizé un analisis genético que se centrd en evaluar las
relaciones de parentesco (estructura familiar) entre los reproductores del nuevo stock. El
evitar apareamientos consanguineos entre los reproductores, y mejorar por tanto la eficiencia
de la produccion en los trabajos experimentales, depende del conocimiento de la estructura
familiar del stock (Toro & Lopez-Fanjul, 1998). La importancia de este analisis estd
directamente relacionada con la consecuciéon de pardmetros de fecundidad, fertilidad y
variabilidad adecuados en el manejo de los reproductores.

La cuantificacion de la diversidad genética es un pardmetro estimado habitualmente en
cualquier plan de produccion, pues permite estimar la respuesta a la seleccion en un plan de
mejora, ya que niveles de diversidad genética bajos pueden provocar problemas en relacion
con las caracteristicas reproductivas de un stock, o con la viabilidad del mismo y de sus
progenies. Por otro lado, los marcadores genéticos aplicados para este analisis, los loci
microstélite, son marcadores hipervariables, que mediante la aplicacion de los test estadisticos
apropiados, permiten establecer los coeficientes de parentesco, y desvelar la existencia de
grupos familiares de hermanos completos 0 medios hermanos con elevada fiabilidad (Queller

& Goodnight; 1989, Estoup et al., 1998). Los loci microsatélite analizados presentan gran
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variabilidad genética, por lo que resultan idoneos para los estudios de diversidad genética y
andlisis de parentesco en rodaballo.

Para la fundacién del nuevo stock de reproductores de rodaballo fueron seleccionados 42
individuos (peso y talla media de 46,2 cm y 2.182 g, respectivamente), de los que se obtuvo
una muestra de tejido de la aleta caudal. E1 ADN de los individuos del stock fue purificado
mediante la resina Chelex® 100 (Biorad Labs, Richmond, CA), a partir de tejido de aleta
(Walsh et al., 1991). Se utiliz6 este método debido a su simplicidad, rapidez y bajo coste;
ademads precisa de cantidades minimas de tejido de partida, lo que permite muestreos no
invasivos. Este ADN se utiliz6 para la amplificacion mediante la técnica de la PCR (Reaccion
en Cadena de la Polimerasa), necesaria para el genotipado de microsatélites. Posteriormente
se comprobd que la amplificacion fue correcta mediante electroforesis en gel de agarosa.
Finalmente, se procedid al anélisis de los fragmentos de los loci amplificados utilizando un
secuenciador automadtico. Las secuencias de los cebadores que se utilizaron para amplificar
especificamente a los distintos loci se detallan en la Tabla 3.1. Para poder detectar los
fragmentos amplificados en el secuenciador automatico, uno de los cebadores especificos de
cada locus se marcd con un fluoréforo sensible al haz del laser de los detectores del

secuenciador.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los 6 loci microsatélite analizados

Smax-02 GGAGGATGTATTGAAAGTGT (TG)
AGAGCAGGTCATTATACAGC 1
Smax-04 TCACAAAATCTGAACATCGGT (TG)
GTAATCCACCAAACTGAACG »
Sma3-8INRA CCCTCCGTCAGACAAAGAG (GT) -(CT)
GACGAAGTTAATGTTTCATTG =
Sma3-12INRA CACAATTGAATCACGAGATG (TG)
GCCACCACTCGCTAACAC 2
4/5CA22/6/2 ACTCTGAGGGCAGAGGAAC (CA) _CT(CA) CT(CA)
GCTGCTGGTAATCAGAAAGC = : 2
3/3GT GATCTAGTTGTCTAACAGG (GT)“ GC(GT)g(TG)AT(TG)B
ATAGCAGGTCCTGCTAAAG

De modo general, para cada muestra analizada se prepardé una mezcla de reaccion de
PCR, combinando cebadores para varios microsatélites, es lo que se conoce como reaccion

multiplex. En nuestro caso se utilizé una multiplex de cuatro microsatélites y otra de dos, en
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un volumen total de 45 y 30 pL, respectivamente. La mezcla preparada incluia el ADN de la
especie (1,5 uL) y diversos reactivos (tampon, dNTPs, dos cebadores para cada microsatélite,
MgCl,, Taq polimerasa), asi como agua mili-Q autoclavada para completar el volumen final
de reaccion. El tampon de amplificacion utilizado fue GoldBuffer 10X (Applied Biosystems:
15 mM Tris-HCL, pH 8, 50 mM KCI), en una concentraciéon del 10%. Los dNTPs

(desoxiribonucledtidos trifosfato) necesarios para Tabla 3.2. Cantidades de reactivos utilizadas

la sintesis de ADN se usaron en concentraciones en las PCRs.
de 100 mM. La ADN polimerasa empleada en la 75 e 45 4l
reaccion fue AmpliTaq Gold (Appplied |[Mg25mM 2,7 pl (1,5 mM final)
. . ) « ,, | Dntps2 mM 2,25 pl (100 uM final)
Bioystems) de tipo recombinante “hot start M2.F (5 pmoles) 01l
(inicio de extension a 72°C). En la Tabla 3.2 se | M2.R (5 pmoles) 0,1 pl
) : - M4.F (5 pmoles) 0,1 ul
detallan las cantidades de los reactivos utilizadas Ma.R (5 pmoles) 0,14l
para cada multiplex. M8.F (5 pmoles) 0,1l
L lificacid levé b M8.R (5 pmoles) 0,1l
a amplificacion se llevd a cabo en Fuot e 0.1l
termociladores PTC-100 (MJ Research) y las | M12.R (5 pmoles) 0,1l
) ) y .2 TAQ (5 u/pul—1,5u) 0,3 pul
etapas realizadas fueron: a) un paso inicial de miliC 30,45 4
desnaturalizacion a 95°C durante 10 min; b) 35 '
icl incluyeron n d Buffer 3ul
ciclos  que cluyero u paso e Mg 25 mM 1.8 ul (1,5 mM final)
desnaturalizacion a 94°C durante 45 s, 50 s a la | Dntps 2 mM 1,5 pl (100 uM final)
temperatura de asociacion de 54°C (multiplex de M 3/3-F (20 pmoles) 04 ul
P p M 3/3-R (20 pmoles) 0,4l
4 microsatélites) 6 60°C (multiplex de 2 | M 4/5-F (5 pmoles) 0,1 ul
. Lo ., M 4/5-R (5 pmoles) 0,1 ul
0,
microsatélites), y una extension a 72°C durante TAQ (5 u/ui—1u) 0.2
50 s; ¢) una extension final a 72°C durante 10 | miliQ 22,5 ul

min.

La determinacion precisa del tamafio de los fragmentos de ADN microsatélite se llevo a
cabo mediante electroforesis de alta resolucion en un secuenciador automatico. Para la
realizacion de este trabajo se empled un secuenciador basado en electroforesis capilar ABI
PRISM 3730 GENETIC ANALYSER (Applied Biosystems). Consta de 96 capilares que
operan en paralelo y de un sistema de deteccion por laser de cinco fluordforos. Todos los
datos fueron recogidos y analizados por un ordenador a través del software GeneScan

Analysis.
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Los loci microsatélite son codominantes, de manera que se pueden identificar todos los
genotipos a partir de la lectura de los geles. Para los homocigotos el Uinico alelo se expresa en
forma de una banda o pico y para los heterocigotos aparecen dos bandas o picos. La
nomenclatura de los alelos de los loci microsatélites viene definida por su tamafio en pares de
bases, que es en funcion del numero de veces que contienen su unidad de repeticion a lo largo
del fragmento y la distancia de los cebadores empleados a la region de las repeticiones.

Una vez obtenidos los genotipos correspondientes a los 42 individuos para los 6 loci
microsatélite analizados, a partir de estos datos y mediante la utilizacion del programa
KINGROUP (Konovalov et al., 2004) se realiz6 un andlisis de parentesco para obtener la
matriz de coeficientes de parentesco (R) estimados para todos los pares de individuos
analizados en el stock (Tabla 3.3). Coeficientes iguales o menores que 0 representan
individuos no emparentados, mientras que coeficientes positivos indican un grado de
parentesco progresivamente mayor: R=0,25: medios hermanos; R=0,5: hermanos completos.

Estos resultados de parentesco fueron tenidos en cuenta, en la medida de lo posible, a la
hora de realizar los cruzamientos entre reproductores para generar las familias de rodaballo
utilizadas en esta tesis, tratando de cruzar ejemplares que hubieran obtenido valores de

coeficiente de parentesco negativos y asi disminuir las probabilidades de parentesco.
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Tabla 3.3. Coeficientes de parentesco estimados para todos los pares de individuos analizados en el stock de reproductores de rodaballo. En color verde valores
inferiores a 0,125; color amarillo valores entre 0,125 y 0,375; color rojo valores mayores de 0,375, color azul valores inferiores al promedio de los valores en verde.
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3.2. INDUCCION A LA TRIPLOIDIA

De los reproductores disponibles, se seleccionaron aquellos machos que presentaron
esperma con alta concentracion y con una movilidad elevada y duradera, y las hembras con
puestas regulares y de buena calidad. Cuando las hembras estin en época de puesta,
normalmente los machos estan fluyentes, emitiendo esperma al presionar ambos testiculos en
direccion al poro genital. Para la toma de muestras basta con ejercer una suave presion y
recoger el esperma con una jeringa de 1 mL (desprovista de aguja). Para estos experimentos
solo se utilizd el esperma que mostraba alta concentracion y una movilidad por encima de 4
en una escala de referencia (Sanchez-Rodriguez, 1975).

En el caso de las hembras, el inicio de la maduracion fue claramente visible por el
aumento del tamafio del ovario, que produce dilatacion de la zona abdominal de forma
progresiva segun va alcanzando los diferentes estadios de madurez. Durante este proceso de
maduracion se realizé un seguimiento individual para cada hembra y, una vez comenzada la
puesta, se determind su ritmo de ovulacion (2-3 dias) para extraer la puesta por presion
abdominal. La calidad de la puesta fue valorada en base a la potencialidad de los ovocitos
para producir larvas viables (Kjorsvik ef al., 1989). Esta valoracion se realiz6 en funcion de la
esfericidad, la opacidad y el porcentaje de ovocitos sobremaduros.

Una vez los gametos fueron obtenidos y su calidad valorada, se llevdo a cabo la
fecundacion artificial y, a continuacion, la induccion a la triploidia segtin Piferrer et al. (2000,
2003). Los ovocitos fueron divididos en dos grupos de igual volumen en dos recipientes,
utilizando uno de ellos para inducir triploidia (T) y el otro como grupo control (C). La
fertilizacion se realizd6 afiadiendo a ambos grupos el mismo volumen de esperma e
inmediatamente después, una pequeia cantidad de agua para activar la movilidad del mismo
(2 vol de agua de mar por 1 vol de ovocitos). Después de 30 s de suave agitacion, se afadid
agua de mar a 13-14°C hasta obtener un volumen de 200 cc y se esperd 6.5 min. En ese
momento, el contenido del grupo C fue volcado en un incubador a 13-14°C para iniciar la
incubacion. El grupo T fue al que se le aplicd la induccion a la triploidia mediante choque
térmico frio. Para ello, se transfiri6 el contenido a un vaso de cristal de 2 L que contenia 1.5 L
a -2°C, permaneciendo a esta temperatura 25 min. Esta temperatura se consiguié mediante la
introduccion del vaso de agua en una cubeta plastica que contenia hielo y sal marina,

consiguiendo de esta forma bajar el punto de congelacion y obteniendo los -2°C sin que el
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agua se llegase a congelar (Fig. 3.1). Al finalizar el choque, se transfiri6 el contendido del

vaso a un incubador en condiciones similares al grupo control.

La temperatura, que fue controlada por un termometro de precision, ascendi6 hasta 1.5°C

inmediatamente después de iniciar el choque, pero enseguida volvié a descender hasta 0°C y

asi permaneci6 hasta el final del tratamiento. Cuando la temperatura del choque sube de 0°C,

el porcentaje de triploidia alcanzado disminuye y si, por el contrario, la temperatura es

demasiado baja, disminuye la supervivencia.

ECLOSION
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5 dias
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L

13-14°C

13-14°C

INCUBACION

5 dias
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&®
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3n

Figura 3.1. Esquema del protocolo utilizado para la induccién a la triploidia en rodaballo.
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3.3. CONFIRMACION DE LA TRIPLOIDIA

La incubacion de los huevos fecundados se realizd en tanques cilindroconicos de
poliéster de 120 1 de capacidad, con circuito abierto de agua filtrada a 1 micra, a una
temperatura de 14-15°C y aireacion constante. La densidad de incubacidon nunca superd los
5000 huevos/L, para evitar dafio a los huevos.

A las tres horas fueron perfectamente visibles las primeras divisiones celulares y se
calculd el porcentaje de fecundacidon, en funcién del nimero de huevos con divisiones
celulares en un total de 100 huevos. En este punto, se desecharon aquellas familias en las que
los huevos fecundados presentaron irregularidades en las divisiones celulares y/o bajas tasas

de fecundacion.

Diploides

Triploides

Fig.3.2. Desarrollo embrionario de rodaballos diploides y triploides incubados a 14-15°C. En cada imagen se
indica las horas de desarrollo embrionario tras la fecundacion.

La eclosién de los huevos se produjo aproximadamente a las 120 h. Se observo un retraso
en el desarrollo embrionario de los triploides, mas evidente en las primeras divisiones
celulares hasta las 10 h tras la fertilizacion (Fig. 3.2), y que concluyd con un retraso medio de
6 h en la eclosion de las larvas de los grupos triploides con respecto a los diploides (datos no
publicados). Este retraso en el desarrollo podria estar relacionado con la ralentizacion de los
procesos de division celular durante la aplicacion del choque térmico frio para impedir la

extrusion del segundo corptisculo polar.
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Ademas, durante la fase de incubacion de las familias triploides se observd un mayor
porcentaje de irregularidades en las divisiones celulares, siendo frecuentes las divisiones
asimétricas. También se observé un mayor niimero de embriones no viables en estadios mas
avanzados del desarrollo (datos no publicados). (Fig. 3.3). La interrupcion del desarrollo
embrionario puede estar relacionada con una mayor tasa de apoptosis en los embriones
triploides. Magadan et al. (2009) observaron que los embriones triploides presentan un mayor
retraso en el ciclo celular y una mayor tasa de apoptosis a las 48 horas tras la fertilizacion, lo

que podria tener un efecto negativo sobre la supervivencia durante el desarrollo embrionario.

Fig.3.3. Irregularidades observadas en el desarrollo embrionario de
rodaballos triploides. h: horas tras la fecundacion.

Durante esta fase de incubacién se recogieron un total de 100 huevos fecundados (48-72
h) de cada una de las familias generadas para proceder a la evaluacion del nivel de ploidia
mediante citometria de flujo. Para ello, se depositaron entre 10-15 huevos de cada familia y
ploidia en un tubo de 1,5 mL y se lavaron dos veces mediante centrifugacion en tampdon
fosfato salino estéril (PBS). Tras los lavados, los huevos fueron transferidos a un filtro en el
que, con ayuda del émbolo de una jeringuilla, fueron presionados para obtener una suspension
celular. El nimero y viabilidad celular se determind bajo un microscopio 6ptico mediante
recuento con Azul Tripdn en una cdmara de Neubauer. Una vez cuantificadas las células,
5.10° células (en 500 pL) fueron incubadas en presencia de 50 puL de una solucién de Toduro
de Propidio (I mg/L), 0,02% Triton X-100 RNA (1mg/mL). La fluorescencia celular fue
analizada mediante un citometro de flujo FC500, Beckman Coulter, Ca; USA y el programa
WinMDI 2.9 (Trotter, 2000). Para confirmar la triploidia se determiné la intensidad de
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fluorescencia media (GMean) de cada muestra, calculandose posteriormente la ratio entre la
GMean de la muestra problema y la GMean obtenida con los embriones diploides. Se
consideraron embriones triploides aquellos en los que la ratio =1,5. La eficiencia del
tratamiento se calculd mediante la proporcion relativa de cada tipo de ploidia presente en la
muestra, manteniéndose el cultivo siempre y cuando la proporcion de individuos diploides no
fuera superior al 5%.

El indice de eclosion fue calculado en funcion del niimero de larvas eclosionadas con
respecto al nimero de huevos incubados. Las larvas recién eclosionadas fueron mantenidas en
los incubadores mientras se alimentaron de forma endogena de su saco vitelino. A las 75 h de
la eclosion las larvas habian consumido el vitelo y comenzo6 el proceso de apertura de la boca.
En este momento, las larvas fueron transferidas a los tanques de cultivo larvario para el inicio
de la alimentacion exdgena.

Para los diferentes articulos o subcapitulos de esta tesis doctoral se han realizado
numerosos experimentos de induccion a la triploidia, generando en cada una de ellos familias
de hermanos diploides y triploides, pero solo fueron cultivadas aquellas familias en las que el
porcentaje de fecundacion fue elevado (mayor del 60%), no presentaron irregularidades en las
divisiones celulares y el porcentaje de triploidia fue superior al 95% (Tabla 3.5.1.). En las 6
familias finalmente utilizadas, el porcentaje medio de fecundacioén en diploides fue 83% y
75% en triploides, y el valor medio de eclosion fue de 76% para los diploides y de 64% para
los triploides (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Familias de rodaballos triploides generadas.

Familia Fecha % 3n % Fecundacion % Eclosion
I 11-03-09 100 80 (2n) 66 (3n) 73 (2n) 68 (3n)
Il 02-06-09 96 87 (2n) 80 (3n) 81 (2n) 62 (3n)
1] 12-06-09 97 84 (2n) 78 (3n) 75 (2n) 63 (3n)
\Y 19-04-10 100 82 (2n) 75 (3n) 75 (2n) 64 (3n)
\ 21-05-10 97 91 (2n) 82 (3n) 83 (2n) 66 (3n)
VI 09-03-11 96 77 (2n) 70 (3n) 70 (2n) 58 (3n)
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3.4. CONDICIONES DE CULTIVO

Una vez eclosionadas las larvas se inici6 el cultivo larvario de ambos grupos de ploidia
por duplicado, 2 tanques con larvas triploides y otros dos con larvas diploides. El volumen de
los tanques de cultivo larvario fue s
de 1.000 Ly la densidad inicial LY
de larvas fue de 30 larvas/L. Los --;‘:.‘.'.‘.‘:
tanques de cultivo larvario fueron
de poliéster cilindrocénicos con
una pendiente del 3% hacia un
desagiie central (Fig. 3.4). La
temperatura de los cultivos se
mantuvo entre 18 y 19°C. La
intensidad de luz fue de 2000 lux

en superficie con fotoperiodo

continuado de 24 h. En el medio Fig. 3.4. Tanque de cultivo larvario de 1.000 L.

de cultivo se afadid Isochrysis galbana a una densidad de 150.000 células/mL y
Nannochloropsis gaditana a una densidad de 750.000 células/mL, manteniendo estas
densidades hasta el dia 40 de vida. Estas microalgas fueron seleccionadas por su alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados de la serie ®-3 (Watanabe, 1983).

La alimentacion exdgena de las larvas consistié en una primera fase de alimento vivo
mediante rotifero (Brachionus plicatilis) durante los dias 3 a 14 de vida y nauplius de Artemia
(A0Q) desde el dia 8 de vida hasta el dia 14, en
el que se comenzé a utilizar Artemia de 24 h
(A1) hasta el dia 20, pasando en este momento
a suministrar Artemia de 48 h (A2) hasta la
fase de destete (Fig. 3.5). La alimentacion
inerte consisti6 en pienso de destete Gema
Micro (Skretting, Burgos, Espafia) y se inicia

desde el dia 30, solapandose con el suministro

de Artemia A2 hasta el destete (a los 40 dias de

Fig.3.5. Larva triploide de 30 dias de vida ) o
comiendo Artemia. Barra= 2 mm. vida). El rotifero fue suministrado a las larvas

con una densidad de 5 rot/mL. Como enriquecedor del rotifero se utilizé /. galbana. La racion

41



JORGE HERNANDEZ URCERA

diaria de rotifero se suministro en tres tomas, controlando en cada una de ellas la densidad de
presas existente en los tanques de cultivo para reponer el nimero de presas consumido.

Los nauplius de Artemia (A0O) se suministraron también en dosis diarias, a una densidad
de 0,1 art/mL, solapandose con los ultimos dias de adicion de rotifero. La densidad utilizada
para Artemia de 24 h (A1) y de 48 h (A2) fue de 0,3-0,5 y 0,5 art/mL, respectivamente y
siempre enriquecida previamente a su utilizacion con I galbana. El circuito de agua
permanecié cerrado hasta el dia 8 de vida y, en ese momento, se abri6 hasta que las larvas
fueron destetadas (disponiendo los tanques de un desagiie lateral con malla de 62 um). El
flujo se ajusto en los tanques a 3.5 L/min. Diariamente se realizaron controles de temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad, amonio y nitritos.

Una vez destetadas, las larvas fueron transferidas inicialmente a tanques de alevinaje de
500 L (Fig. 3.6), después de 1.000 L y mas tarde a tanques de engorde de 3.800 L provistos de
circuito abierto de agua de mar. Desde este momento, los peces fueron cultivados bajo las
condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura. Los peces fueron alimentados
diariamente, por medio de comederos automaticos con pienso seco comercial (Skretting) con
una talla que fue incrementando hasta el inicio de cada experimento, en funcion del tamafio de

"~ p la boca de los rodaballos. Fueron realizados
" muestreos regulares de talla y peso para controlar
la densidad de los tanques durante el proceso de
engorde. Ademads, todos los ejemplares fueron
vacunados a los dos meses de edad contra Vibrio

sp. mediante inmersion en Gava-3 (100 mL/L)

(Laboratorios Hipra, Girona). Asimismo, fueron
Fig.3.6. Tanque de alevinaj de 500 L. administrados bafios periédicos de OX-CTA (50
mg/L) (Laboratorios OX, Barcelona) para prevenir la presencia de parasitos.

Por otra parte, a todos los peces diploides y triploides utilizados para realizar los
experimentos de esta tesis se les diagnosticd, de forma individualizada, el nivel de ploidia.
Cuando los ejemplares eran lo suficientemente grandes como para extraer una muestra de
sangre (de la aleta caudal o del arco branquial), se utiliz6 como técnica de verificacion de la
ploidia la medicion de los eritrocitos. Para ello, a la muestra de sangre se le aplico una tincion

Hemacolor (E. Merck, Darmastadt., Alemania) (Fig. 3.7) y fue medida la longitud media del
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eje mayor de los eritocitos (al menos 30 eritrocitos por individuo), como previamente fue

descrito por Piferrer et al. (2003).

Fig. 3.7.. Tincion de eritrocitos de rodaballo diploide (2n) y triploide (3n) con Hemacolor.

Cuando no se disponia de muestra hematoldgica para proceder a la verificacion del nivel
de ploidia, se utiliz6 la técnica de citometria de flujo anteriormente descrita. Por otro lado,
una vez que se disefio y testo la herramienta molecular descrita en el subcapitulo 4.1., también
fue utilizada para comprobar la dosis cromosomica de los peces utilizados en los estudios

posteriores.
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4. PUBLICACIONES

En este capitulo se presentan los cinco articulos cientificos que incluyen los resultados
obtenidos durante el transcurso de la tesis doctoral. El primer articulo recoge los resultados
derivados del estudio del desarrollo y validacion de una nueva herramienta molecular para la
deteccion de la triploidia en rodaballo. En el segundo se presentan los resultados obtenidos en
relacion al estudio de la susceptibilidad a la apoptosis en leucocitos de rodaballos triploides.
En el tercero se muestran los resultados observados en relacion a los efectos de la triploidia
sobre la morfologia externa y las caracteristicas esqueléticas en rodaballo. En los dos
siguientes se muestran los resultados obtenidos en relacion al efecto de la triploidia sobre la
celularidad muscular, la calidad de la carne y la degradacion post mortem en rodaballo. El
segundo y cuarto articulo se encuentran actualmente en fase de publicacion. En cada uno de
los articulos de investigacion los resultados van acompafiados de la metodologia cientifica

empleada y de las conclusiones obtenidas.

4.1. VERIFICACION DE LA TRIPLOIDIA

4.1.1. Desarrollo y validacion de una herramienta molecular para la evaluacion de la

triploidia en rodaballo (Scophthalmus maximus).

Hernandez-Urcera, J., Vera, M., Magadan, S., Pino-Querido, A., Cal, R. &
Martinez, P. (2012). Development and validation of a molecular tool for assessing

triploidy in turbot (Scophthalmus maximus). Aquaculture, 330: 179-184. doi:10.101
6/j.aquaculture.2011.11.039.

Resumen. La produccion de individuos triploides es un objetivo relevante para la industria
acuicola debido a los beneficios asociados con su esterilidad y crecimiento. Por lo tanto, han
sido desarrollados métodos para la deteccion de la triploidia basados en las propiedades del
genoma, de los cromosomas o de los genes de los individuos triploides. En este estudio se
desarrolla un nuevo método, rentable, técnicamente sencillo y preciso para validar la triploidia

en rodaballo (Scophthalmus maximus) basado en el uso de marcadores moleculares
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microsatélite. Se utilizaron cinco familias de rodaballos diploides y triploides que fueron
utilizadas para validar esta nueva herramienta molecular. La citometria de flujo, una de las
técnicas mas precisas y mas ampliamente utilizadas para la determinacion de la ploidia, fue
usada como método de referencia para contrastar los resultados. Para este propdsito, fue
seleccionado un conjunto de cuatro marcadores moleculares microsatélite altamente
polimérficos y distanciados del centromero. La ploidia fue facilmente evaluada de acuerdo
con el méximo numero de alelos presentes en los loci microsatélites testados, mostrando los
diploides dos alelos y los triploides tres. Estos microsatélites fueron combinados en una tnica
reaccion multiplex, siendo capaces de identificar a los individuos triploides con una precision

de un 100% en todos los cruzamientos analizados.
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4.2. APOPTOSIS EN LEUCOCITOS

4.2.1. Efecto de la triploidia en la susceptibilidad a la apoptosis en leucocitos de

rodaballo (Scophthalmus maximus).

Hernandez-Urcera, J., Lluch, N., Cal, R. & Magadan, S. (En revision).
Effect of triploidy on susceptibility to apoptosis in turbot (Scophthalmus maximus)
leucocytes. Aquaculture Research, ARE-OA-15-Jul-490.

Resumen. La produccion de peces estériles triploides es una opcidn interesante en la
acuicultura ya que previene tanto la maduracion precoz de los individuos como la
contaminacion por posibles escapes de las jaulas de cultivo. Los rodaballos triploides son
viables y se desarrollan normalmente, sin embargo, la respuesta celular a diferentes estimulos
puede estar afectada, produciendo un comportamiento anormal en sistemas complejos como
el sistema inmunitario. En este estudio, leucocitos extraidos del rifion de rodaballos diploides
y triploides fueron trataron con diferentes inmunomoduladores para evaluar el efecto de la
ploidia sobre la susceptibilidad a la apoptosis de las células inmunitarias. Tras la incubacion
con Acetato Miristato de Forbol (AMF), Fitohemaglutinina (FHA) y Estaurosporina, la
fraccion apoptotica de los leucocitos fue detectada mediante una doble tincion con Ioduro de
Propidio y Anexina V. Los resultados mostraron un alto porcentaje de apoptosis en los
linfocitos triploides incubados con FHA y Estaurosporina comparado con las células
diploides, mientras que no hubo efecto tras la incubacion con AMF. Estos resultados indican
que existe una desregulacion a nivel celular que provoca un incremento en la muerte de
leucocitos de rodaballos triploides en respuesta a diferentes estimulos, en comparacion con los
diploides. Estudios futuros son necesarios para elucidar el efecto potencial de esta mayor
susceptibilidad a la apoptosis de leucocitos en el desarrollo de una respuesta inmunitaria

exitosa en rodaballos triploides durante las infecciones o después de la vacunacion.
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Effect of triploidy on susceptibility to apoptosis in turbot (Scophthalmus

maximus) leucocytes
Jorge Hernandez Urcera ®, Nuria Lluch?, Rosa Cal *, Susana Magadan *°

* Instituto Espafiol de Oceanografia, Centro Oceanografico de Vigo, Planta de Cultivos

Marinos, Apartado 1552, 36280 Vigo, Spain

® Virologie et Immunologie Moléculaires, Institut National de la Reserche Agronomique

(INRA), 7852-Jouy-en-Josas, France

Abstract

The production of sterile triploid fish is an interesting option in fish farming, as it prevents
both early sexual maturation and the genetic contamination of with wild stocks by potential
escapees. Triploid turbot are viable and develop normally; however, the cellular response to
different stimuli may be affected, leading to abnormal behaviour of complex systems such as
the immune system. In this study head kidney leucocytes from diploid and triploid turbot
were treated with different immunomodulators to assess the effect of ploidy on the apoptosis
susceptibility of immune cells. After incubation with Phorbol Myristate Acetate (PMA),
Phytohemagglutinin (PHA) and Staurosporine, the apoptotic fraction of leucocytes was
detected by Annexin V — Propidium Iodide double staining assay. Our data indicate a higher
percentage of apoptosis in triploid lymphocytes incubated with PHA and Staurosporine
compared to diploid cells, while there was no effect after incubation with PMA. Further
studies are needed to elucidate the potential effect on the development of a successful immune

response in triploid fishes during infection or after vaccination.

Keywords: Turbot, Triploidy, Immune response, Leucocytes, Apoptosis, Inmunomodulators

1. Introduction

Turbot (Scophthalmus maximus) is a commercially valuable flatfish species, being one
of the most promising marine species of European aquaculture. Production of sterile

populations by chromosome set manipulation is a research line of interest for improving
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turbot culture, allowing larger sizes of high commercial value (Piferrer et al., 2000). Triploid
individuals contain three chromosome sets, and they are generally sterile, thus avoiding the
undesirable effects of maturation, and also the genetic impact of escapes of farmed
individuals on wild populations (Piferrer et al., 2009; Aloise et al., 2011). In addition, these
triploid turbots are mostly females, representing an additional advantage, because females
largely outgrow males in this species (Cal et al., 2006). However, some studies indicate that
triploid condition may have adverse affects on survival, especially when the environmental
conditions are not optimal (Myers and Hershberger, 1991; Blanc et al., 1992; Ojolick et al.,
1995).

Although the current literature suggests that triploidy does not affect many aspects of
physiology, a high prevalence of deformities and impaired high temperature tolerance in
triploids have been described (Benfey, 1999; Fraser et al., 2012). In general, triploid organs
are the same size as diploid counterparts but, they are made up of lower number of cells to
compensate the effect of increment in cell volume due to a higher chromosome dotation.
These changes in the nucleus and cell size may influence intracellular signaling and alter the
communication from the cell surface to the nucleus (Ballarin et al., 2004). Additional
chromosomes could modify the cellular behavior in response to different stimuli and
therefore, the proper working of complex systems such as the immune system. Similar
respiratory burst activity and phagocytosis per microliter of blood have been described in
triploid and diploid turbot neutrophils (Budifo et al., 2006), as well as, there were no
differences in complement and neutrophil activities related to ploidy status of rainbow trout
(Yamamoto and lida, 1995). However, there are discrepancies about the resistance of triploid
fishes after challenge with different pathogens (Jhingan et al., 2003; Ozerov et al., 2010;
Frenzl et al., 2014) and, recent works performed in Chinook and coho salmon indicate
differences in the expression of immune related genes between triploid and diploid fish during
Vibrio anguillarum challenge or under Piscirickettsia salmonis infection, respectively (Ching
et al., 2010; Correa et al., 2014). Based on these results, the immune response requires further
studies to clarify if the triploidy status could compromise the immune function in these fishes.

The development of the immune system and the elaboration of an effective immune
response are processes in which a perfect balance between the proliferation and death cell is
essential. Cell death, in particular apoptosis, plays a key role as an immune regulatory

mechanism (Rathmell and Thompson, 2002). It is involved in the establishment of immune
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repertoires via negative selection of autoreactive clones (Sebzda et al., 1999; Melchers et al.,
2000), peripheral tolerance (Mueller, 2010), development of innate and adaptive immune
response (Donjerkovic and Scott, 2000; Murali and Mehrotra, 2011), and establishment of
immunological memory (Vickstrom and Tarlinton, 2010).

Fish express effectors components equivalent to the mammalian apoptotic machinery
and it seems that mechanisms which carry out the apoptosis are well conserved across species
and evolution (Krumschnabel and Podrabsky, 2009). In teleosts has been demonstrated its
importance in maintaining immunological homeostasis (Weyts et al., 1997; Hoole et al.,
2003), therefore factors that modulate apoptosis have the potential to disrupt and/or to
compromise the immune system development and responsiveness. Moreover, many
intracellular and extracellular pathogens modulate the apoptosis to escape the immune
response or to spread within the host organism (Sitja-Bobadilla, 2008; Grayfer et al., 2014).

In triploid turbot has been described an increase of apoptosis during the gonadal
development compared with their diploid full-sibs (Cal et al., 2010). In diploid males,
apoptosis was observed only at the start of spermatogenesis and during testicular regression.
In contrast, triploid males had an overall higher rate of apoptotic cells which was constant
throughout the reproductive cycle. In diploid females, few or no apoptotic cells were observed
in contrast to triploid females where these numbers were markedly increased followed by an
overall downward trend as oogenesis progressed. Therefore, Cal et al. (2010) suggested that
apoptosis plays a role in the control of germ cell number and fate and this regulatory
mechanism is magnified in triploid females. However, any work to evaluate the apoptosis in
triploid turbot immune cells has been performed. The aim of this study was to compare the
susceptibility to activation-induced apoptosis in diploid and triploid leucocytes through the
Annexin V and the fluorescent vital dye, Propidium lodide (PI), double staining Flow
Cytometric assay. A commonly used approach for studying apoptotic cells based on the
ability of annexin V to bind phosphatidylserine (Vermes et al., 2000). This lipid is present in
the inner face of plasmatic membrane, but externalized early during apoptosis. In later stages
of apoptosis, as well as in necrosis, the membrane integrity is lost, which can be measured
with a vital dye such as PI. Hence, the staining with annexin V-FITC and PI allows us to
resolve viable (annexin-V-/PI-), apoptotic (annexin-V+/PI-) and late apoptotic/necrotic

(annexin-V+/PI+) cell subpopulations by Flow Cytometry. The data show that triploid
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lymphocytes are more susceptible to suffer apoptosis after incubation with PHA or

Staurosporine.

2. Material and methods

2.1. Fishes and triploidy verification

Fish used in this experiment were reared at the facilities of the Spanish Institute of
Oceanography in Vigo (NW Spain). A batch of eggs from a single spawning was fertilized
with a pool of sperm from two males. Fertilized eggs were divided into two groups, in one
group triploidy was induced after fertilization by cold shock according to the protocol of
Piferrer et al. (2000). The other group was not treated and was used as diploid control. The
ploidy level was confirmed by flow cytometry before eclosion, obtaining more than 95% of
triploidy, and in head kidney cells before leucocytes isolation by density gradient described
below. This protocol is based in the previously published by Darzynkiewicz et al. (1997),
quantifying the DNA level with propidium iodide. The fluorescence was measured using a
flow cytometer (FC500MPL, Coulter FACS). To assess the triploidy, we determined the
mean fluorescence intensity (GMean) and calculated the ratio sample-GMean to 2n-GMean.

We considered triploid if the ratio is approximately 1,5.

2.2. Head kidney leucocytes isolation and in vitro cultures

Eight diploid and triploid fishes (8-10 months old) were euthanized with an overdose
of the anaesthetic MS-222 (500mg/L, Sigma-Aldrich, Madrid Spain). HK were isolated under
sterile conditions and a cellular suspension was obtained by passing the HK through a 100 pm
nylon mesh with Leibovitz’s L-15 medium (Gibco, Paisley, Scotland, UK) containing 5%
(v/v) of heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (PAA, Linz, Austria), penicillin (100 U ml-1)
and streptomycin (100 mg ml-1) (Gibco). Turbot HK leucocytes were obtained by density-
gradient centrifugation (500g, 20 min) over Ficoll-Paque solution (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden). The interphase was collected, washed and resuspended in
medium. The cells were counted at least four times using a Neubauer chamber and their
viability was determined quickly by trypan blue exclusion test (1% in PBS, v/v) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Finally, aliquots of 106 of HK leucocytes were cultured

in wells of a flat-bottomed 24-well microtitre plate (Nunc) and incubated in presence of PHA
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(1pg/mL), PMA (1pg/mL), or the apoptosis inducer Staurosporine (0,125 and 0,06 ug/mL)
during 24h.

2.3. Apoptosis Detection by Flow Cytometry

After incubation, cells were washed twice by centrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) and
the level of apoptosis was evaluated using a double staining flow cytometric assay combining
Annexin V-FITC and Propidium lodide (PI) and according to the manufacturer's protocol
(R&D systems kit). Briefly, the washed cells were resuspended in the buffer supplied by the
kit containing Annexin V-FITC and PI, incubated during 15 min at room temperature and
protected from the light. After that, cells were analyzed by flow cytometry (FC500MPL,
Coulter FACS). Flow cytometry results were expressed as percentages of viable (annexin-V-
/PI-), early apoptotic (annexin-V+/PI-) and necrotic (or late apoptotic) (annexin-V+/PI+)

leucocytes.

2.4. Statistical Analysis

Results were expressed as means £SEM. Statistical analyses were made using the
SPSS 10.1 software (SPSS, Chicago). Distribution comparisons between samples pairs were
made with the Student's t-test (Sokal and Rohlf, 1981). Differences were considered

statistically significant when P <0.05

3. Results and discussion

The ploidy of head kidney cells was assessed by determining the DNA content by flow
cytometry before undergoing the leucocytes isolation by density-gradient centrifugation.
Examples of histograms from diploid and triploid samples are shown in Figure 1A. The
analysis of these cell cycle histograms indicates that the DNA content in triploid cells is
higher than diploid cells. In all triploid cases, the ratio sample-GMean to 2n-GMean was
approximately 1,5, using the mean fluorescence intensity (GMean) of the GO/G1 peak as
reference. It is worthy to note the presence of sub-G0/G1 peak in all triploid samples that
could correspond to apoptotic cells whose nuclear fragments have been released after
treatment with propidium iodide plus Triton X-100 (Kajstura et al., 2007). To confirm this
hypothesis we evaluated apoptosis in head kidney leucocytes isolated from five diploid and

five triploid turbots. We carried out a double staining flow cytometric assay using AnexinV-

71



JORGE HERNANDEZ URCERA

FITC and PI to detect the external
exposition of phosphatidylserine in
apoptotic cells. Moreover, the use of
Flow cytometry allowed wus to
determine if there was a different
effect on the two main cellular
populations of this organ, lymphoid
and myeloid cells, which were
selected based on their size (Forward
scatter) and complexity (Side scatter).
The results did not indicate a
significantly higher percentage of
apoptosis (Anexin V+/PI-) in triploid
lymphocytes (7£2,9) and triploid
myeloid cells (2,5 *1,1) compared
with diploid lymphocytes (5,4+1,8)
and diploid myeloid cells (3%1,7), as
shown with an example in Figure 1B.
The percentage of necrotic or late
apoptotic cells (Annexin-V+ / PI+)
remained very low and no significant
differences were observed (data not
shown). These results suggest that the
sub-GO/G1 peak observed in triploid
samples may correspond to the
micronuclei mainly detected in
triploid erythrocytes, as described in
other species (Strunjak et al., 2003;
Johari et al., 2008).

To determine if the ploidy can
affect the apoptosis susceptibility of
after

leucocytes exposition  to
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Fig. 1. Evaluation of ploidy and apoptosis in turbot head
kidney cells. A) Representative result of the flow cytometric
cell cycle analysis of diploid (2N) and triploid (3N) turbot
head kidney cells after staining with propidium iodide (PI).
The assessment of ploidy was based on the mean
fluorescence intensity (GMean) of GO/G1 peak. Note the
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immunomodulators, we also performed the Anexin V/PI double staining on turbot head
kidney leucocytes treated with PMA, PHA or the apoptosis promoter Staurosporine. As
shown in Table 1, after 24 hours in normal conditions of culture (without
immunomodulators), head kidney lymphocytes and myeloid cells presented different
viabilities, being the percentage of Annexin-V+ / PI — cells higher in lymphocytic region than
in myeloid gate, regardless of their ploidy.

The effect of adding leucocyte activators as PHA and PMA was different. With the mitogen
PMA we did not observe a significant modulation of apoptosis on diploid or triploid head
kidneycells, compared to their respective controls (Table 1). In contrast, the addition of PHA
produced an increase of apoptosis in all leucocytes; but only for triploid lymphocytes, the
percentage of Annexin-V+ was (21,50+4,90) significantly higher than in those cells cultured
in medium (14,75+4,17) (Table 1). These data are consistent with the different mechanisms
these immunostimulants use to activate cells (Truneh et al., 1985; Licastro et al., 1993): PMA
directly activates protein kinase C pathway, while PHA cross-links the T cell receptor to
activate T cell proliferation; suggesting a dysregulation of signal transduction pathways after

activation of triploid T lymphocytes that leads to the death cell.

Table 1. Apoptosis of head-kidney leucocytes from diploid (2N) and triploid (3N) turbot expose to
different immunomodulators.? Results are expressed as percentages (mean + S.D.) of annexin-V*/PI’
lymphocytes or phagocytes after 24 h of incubation in the presence of Phytohemaglutinin (PHA,
1ug/mL), Phorbol Myristate Acetate (PMA, 1ug/mL) or Staurosporine (ST1 at 0,125ug/mL and ST2, at
0,062 ug/mL). Data represent eight independent experiments. * denotes a significant difference
between treated and no treated cells (control) at the respective cell population (p<0.05).

2N 3N
Treatment Lymphocytes Myeloid Lymphocytes Myeloid
Control 11,38+4,87 3,13+0,99 14,75+4,17 3,88+2,17
PHA 13,50+4,44 4,50+2,07 21,5(&4,90* 6,38+3,93
PMA 11,00+4,38 3,38+1,06 14,50+5,01 4,13+1,81
ST1 17,13+£5,38 39,00i22,19* 26,50i6,97* 50,38i20,92*
ST2 13,88+3,64 32,25i22,20* 22,38ﬂ:7,03* 37,13:&24,75*
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40 - Regarding staurosporine, our
35 J Lymphocytes results indicate that turbot head kidney
| lymphocytes are more resistant than
7 * myloid cells. As shown in Table 1, in
25 diploid turbots, we only observed a
20 significant increase in the percentage of
15 Annexin-V+ cells in myeloid gate,
10 from 3,13+0,99 to 39,00£2,19 or
“ 32,25+22,20, after treatment with 0,125
g > or 0,06 pg/mL of staurosporine,
‘§ 0 respectively. Moreover, similar results
g ] ‘ i 4 T could be observed in ftriploid
* 70 Myeloid leucocytes, with a higher percentage of
60 1 | apoptotic cells in myeloid cells though,
50 - in this case, the triploid lymphocytes
cultured in presence of staurosporine
7 also shown a significant higher
30 1 - apoptotic ~ level  than  control
20 - lymphocytes at 0,125 pg/mL of
staurosporine (Table 1). As previously
10 _iI i I i I indicated in non treated leucocytes, the
0 - ' T ' T percentage of necrotic or late apoptotic

C PHA PMA ST1 ST2

cells (Annexin-V+ / PI+) remained low
Fig. 2. Percentage of apoptosis in diploid (2N) and

triploid (3N) lymphoid and myeloid cell populations and no significant differences were
observed after 24h incubation with different .
immunomodulators. Results are expressed as observed (data non shown). It is worthy

percentages (mean + S.D.) of annexin-V+ lymphocytes or
phagocytes from 2N ( M ) and 3N ( ) turbot head-
kidney in the presence of PHA (1pg/mL), PMA (1pg/mL)  appears to be different from what has
or Staurosporine ( ST1 0,125 and ST2 0,062pg/mL). Non
treated cells were used as control (C). Data represent been previously described on sea
eight independent experiments. (*) denotes a significant
difference between 2N and 3N cells at respective
treatment (p<0.05).

to note the effect of staurosporine

bream primary head kidney
lymphocytes, which were found to be
more sensitive to staurosporine than myeloid cells (Salinas et al., 2007). Overall, these

observations may suggest that the effect of staurosporine might have a variable impact on

74



4. Publicaciones

different species. The recent publication of complete genome sequence of teleost species has
revealed the presence of many pairs of duplicated genes, lineage-specific events of genome
duplication or contraction and, expansion the gene families that have provided a high rate of
functional diversification in proteins (Kassahn et al., 2009), which may contribute to get
different responses against the same agent across teleost fish species.

The results suggest a higher susceptibility to apoptosis of triploid leucocytes, in
response to different stimuli, compared to diploid counterparts. As shown in Figure 2, the
level of apoptosis was significantly higher in triploid than diploid lymphocytes when those
were cultured with PHA and with different concentrations of Staurosporine. However, the
behavior of the myeloid cells was different, although the percentage of Annexin-V+ triploid
myeloid cells cultured in presence of PHA or Staurosporine is higher than in diploid
counterparts, the value was not statistically significant (see Figure 2).

These results indicate that not only cell types can be differentially affected in response
to different stimuli, due to the diversity in the expression of receptors or mediators, but also
the haplotype number may alter the regulatory mechanisms, compromising signal
transduction pathways and, as shown in our work, triggering the cell death. As suggested by
other authors (Ching et al., 2010; Correa et al., 2014), although triploid fishes maintain
homeostasis on a whole animal level, the ploidy level may affect gene expression under stress
conditions. Ching et al. (2010) found significant differences in gene expression of
immunoglobulin M, MHC-II and B-actin, between diploid and triploid Chinook salmon
(Oncorhynchus tshawytscha) challenged with live Vibrio anguillarum. While Correa et al.
(2014) observed differences in IL-10, natural killer cell enhancement factor and protein C
reactive gene expression, between diploid and triploid coho salmon (Oncorhynchus kisutch)
experimentally challenged with Piscirickettsia salmonis. Moreover, this difference was more
marked in those dead triploid fishes. There are no studies on the effect of triploidy on the
expression of genes that regulate the programmed cell death in teleost immune cells under
diverse conditions however, our results suggest that ploidy affects to the expression of these
genes.

The modulation of apoptosis has a direct impact in pathogenesis and disease
resistance. There are intracellular pathogens that inhibit the host cell death to facilitate their
replication and proliferation and, some virus and bacteria have developed mechanisms to

induce host leucocytes death, allowing them to evade the immune response and to replicate
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within the host (Sepulcre et al., 2010). On the other hand, the apoptosis is involved in the
regulation of the immune response and the resolution of infection process. For example,
during inflammatory responses, reactive oxygen and nitrogen intermediates produced at low
doses promote the proliferation and survival of leucocytes. However, high levels of these
intermediates induce apoptosis by DNA damage, mitochondrial way and direct caspase
activation (Trachootham et al., 2008). Thus, the induction of apoptosis must be exquisitely
controlled to develop a successful immune response. The results presented here clearly
indicate that at the cellular level there is a deregulation that can lead to an increment in
triploid turbot immune cell death in response to different stimuli, compared to diploid
counterparts. If this observation may cause an incomplete clearance of the pathogens and
prolonged infections has to be confirmed with new studies.

In conclusion, these altered responses observed in triploid fishes suggest that ploidy
may affect to the immune response under different conditions, like infections and
vaccinations. However, further studies are needed to elucidate mechanisms underlying
chromosome dosage effects and their impact on performance of survival and immune

response in triploid fishes.
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4.3. MALFORMACIONES CORPORALES

4.3.1. La induccion de la triploidia en rodaballo (Scophthalmus maximus) no afecta a

la morfologia general externa del cuerpo ni a las caracteristicas esqueléticas.

Hernandez-Urcera, J., Torres, E., Barreiro, D., Rios, P., Barreiro-Lois, A.,
Alonso, J., Cal, R. & Rotllant, J. (2012). Induction of triploidy in turbot
(Scophthalmus maximus) does not affect gross body morphology and skeleton

characteristics. Aquaculture, 338: 309-312. doi:10.1016/j.aquaculture.2012.01.023.

Resumen. La produccion de peces triploides ha estado a menudo asociada con un incremento
de la incidencia de malformaciones morfologicas, incluyendo anomalias en mandibulas y
aletas, proporciones anormales del tronco, deformidades faciales y reduccion en el nimero de
vértebras. La naturaleza y frecuencia de aparicion de estas malformaciones parece que varia
entre especies. En la acuicultura intensiva comercial las malformaciones morfoldgicas son
indeseables ya que reducen la calidad y el valor del producto final. Ademads, estas anomalias
estan relacionadas con el bienestar de los animales. Este trabajo muestra los resultados
obtenidos en el estudio de la comparacion de la morfologia corporal y de las caracteristicas
esqueléticas entre rodaballos diploides y triploides de dos grupos de edad de 6 y 12 meses.
Para ello, fueron analizados un total de ocho parametros morfométricos y, a partir de estos
parametros, fueron calculados ocho indices de proporcion corporal. Ademads, para comprobar
las posibles malformaciones del esqueleto, se realizaron radiografias de los rodaballos
utilizando un sistema de mamografia computarizado. A partir de las radiografias, por medio
de un analizador de imagenes se evalud el numero de vértebras, el nimero de radios de las
aletas dorsal y caudal, y las desviaciones en la espina vertebral. Los resultados indicaron que
no existen diferencias significativas entre las proporciones corporales analizadas entre ambos
grupos de ploidia. Por otro lado, tampoco se observaron diferencias significativas entre la

incidencia y tipo de anomalias presentes en el esqueleto de rodaballos diploides y triploides.
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4.4. TEJIDO MUSCULAR

4.4.1. Efecto de la triploidia en la celularidad muscular y en calidad de la carne de

rodaballo (Scophthalmus maximus).

Hernandez-Urcera, J., Ayala, M.D., Santaella, M., Periago, M.J., Lépez-
Albors, O. & Cal, R. (En revision). Effect of triploidy on muscle cellularity and
flesh quality of turbot (Scophthalmus maximus). Aquaculture, AQUA-D-15-00748.

Resumen. La produccion de rodaballos triploides es un objetivo interesante para la industria
de la acuicultura debido a los beneficios asociados con su esterilidad y crecimiento. Con el fin
de aumentar el conocimiento sobre como el nivel de ploidia puede afectar a la calidad final de
la carne en esta especie, la celularidad muscular y algunos pardmetros de calidad de la carne
fueron estudiados en ejemplares diploides y triploides después de su maduracion sexual. La
celularidad muscular fue evaluada a lo largo del area transversa del musculo blanco de la
seccion epaxial izquierda de cada pez. Para comprobar la calidad de la carne fueron
analizados varios parametros fisico-quimicos (humedad, ceniza, proteina, grasa total, acidos
grasos y minerales). Las propiedades mecédnicas de la textura (elasticidad, dureza,
cohesividad, gomosidad) fueron determinadas mediante un texturémetro. La celularidad
muscular fue diferente entre los dos grupos de ploidia, de tal manera que la densidad de fibras
musculares fue mayor para los individuos diploides y el diametro de las fibras fue mayor en
los triploides. Ambos grupos de ploidia no mostraron diferencias significativas en humedad,
ceniza, proteina y contenido total de grasa. Ninguna de las propiedades de textura analizadas
mostrd diferencias significativas entre los dos grupos de ploidia. Tanto en diploides como en
triploides, la densidad fibrilar mostré una correlacion positiva pero no significativa con
parametros de textura como la elasticidad, la cohesividad, la masticabilidad y la adhesividad,
mientras que el didmetro fibrilar mostrd una relacién negativa pero no significativa con esos
pardmetros. El nivel de ploidia de cada individuo no mostr6 relacion con el contenido de los
acidos grasos analizados, con la excepcion del acido eicosapentanoico (EPA) que fue mayor
en el grupo de los triploides. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre
diploides y triploides en cuanto a su contenido mineral. De acuerdo con estos resultados, el
nivel de ploidia en el rodaballo determina variaciones significativas en la celularidad

muscular pero no influye en los pardmetros de calidad de la carne analizados.
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Abstract

Production of triploid turbots is a relevant goal for the aquaculture industry due to the benefits
associated with their sterility and growth. In order to a better understanding of the final
quality of the species, muscle cellularity and quality parameters of the flesh were studied on 7
diploid and 7 triploid turbot of 33 months of age (weight 2200 g, length 45 cm). White muscle
cellularity was evaluated throughout white cross-sectional area from the epaxial left muscle
section of each fish. To ascertain the flesh quality, several physico-chemical parameters
(moisture, ash, protein, total fat, fatty acids and minerals) were analyzed, and textural
mechanical properties (springiness, hardness, chewiness, cohesiveness, gumminess and
adhesiveness) were determined objectively with a texturometer.

Muscle cellularity was different between both groups, such that muscle fibre density was
higher for diploid specimens (P<0.001) and muscle fibres diameters were higher for triploids
(P<0.001). Both ploidy groups showed no significant differences in moisture, ash, protein and
total fat content (P>0.05). All textural properties analyzed showed no significant differences
between both ploidy groups (P>0.05). In both ploidy groups muscle fibre density showed a
positive but not significant correlation (P>0.05) with textural parameters such as springiness,
cohesiveness, chewiness and adhesiveness, whereas muscle fibre diameter showed a negative
but no significant correlation (P>0.05). The level of ploidy of the fish did not determine the

content of the most fatty acids, with the exception of eicosapentaenoic acid (C20:5w3) which
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was higher in the triploid group. No significant differences (P>0.05) existed between diploid
and triploid turbot in content of all minerals analyzed. According to our results, the ploidy
status determines significant variations on muscle cellularity but does not influence in the

flesh quality parameters of the turbot.

Keywords: Turbot, Triploidy, Muscle cellularity; Biometric parameters; Texture; Flesh

quality; Fatty acids; -3; PUFA; MUFA; SAFA

1. Introduction

Differences in performance between diploids and triploids fish vary between species,

and growth and quality advantages in triploids are not generally seen before the onset of
sexual maturation (Maxime, 2008; Piferrer et al., 2009). The benefits of the triploidy may also
extend to reducing the risk of genetic interaction between farmed and wild stocks in the event
of accidental introduction (Peruzzi et al., 2007). Turbot, Scophthalmus maximus L., is a fast
growing species that reaches 1.5-2 kg at an age of 25-29 months under culture conditions.
The first sexual maturity takes place at approximately 24 months. Sexual maturity seems to
have a negative effect on the nutritional properties and palatability of the final product (Felip
et al., 2001; Fasolato et al., 2003). Production of triploid (3N) sterile fish has been proposed
in order to improve flesh quality of adult fish (Quin et al., 1998). Moreover, sterility confers a
potential additional advantage, as the energy invested in reproduction can be diverted to
somatic growth (Utter et al., 1983; Benfey et al., 1989; Ihssen et al., 1990). Muscle growth
was studied in both diploid and triploid turbot from 6 to 48 months of age (Cat el al., 2006). It
was similar between them during the first year of the life but later on, triploids grew
significantly more than diploids. Moreover, adult triploid turbot had 8% better survival than
diploids due to the lack of postspawning mortality in triploids (Cal et al., 2006).
Triploid turbot showed no differences in their gross body morphology and skeleton
characteristics compared with their diploid full-sibs (Herndndez-Urcera et al., 2012a).
However, the effects of ploidy on muscle cellularity and flesh quality traits of turbot have
received less attention. Triploids differ from diploids in having larger but fewer cells in most
tissues and organs (Benfey et al., 1984a; Benfey et al., 1984b; Benfey, 1999, Johnston et al.,
1999; Peruzzi et al., 2005; Peruzzi et al., 2013, Campos Vargas et al., 2015).
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Muscle tissue is the main edible portion of fish and responsible of their nutritional
value. Fish axial muscle is segmentally arranged into myotomes, with two main fibre types
grouped into two muscle layers: the superficial (red muscle) and deep (white muscle) layers
(Rowlerson et al., 1985; Scapolo et al., 1988; Veggetti et al., 1990). Fish muscle growth
commonly occurs by two possible mechanisms: hypertrophy and hyperplasia of muscle fibres.
Hypertrophic growth occurs throughout post-embryonic life until muscle fibres reach a
functional maximum diameter (Egginton and Johnston, 1982). Hyperplastic growth of muscle
fibres refers to the increase in muscle fibre number due to the recruitment of new fibres. The
rates of muscle fibre hypertrophy and hyperplasia to reach a given girth vary between species
and different strains of the same species (Weatherley et al., 1979) and can be affected by
controlled rearing conditions such as diet (Kiessling et al., 1991), exercise training (Johnston
and Moon, 1980; Totland et al., 1987), and temperature (Nathanailides et al., 1995; Johnston
et al., 1998, 2003; Ayala et al., 2000, 2001; Lépez-Albors et al., 2003). White muscle
cellularity is an important determinant of the textural characteristics of the flesh (Fauconneau
et al., 1993; Hurling et al., 1996). Several studies have found a relationship between muscle
fibre size and the firmness of the flesh (Hatae et al., 1990; Hurling et al., 1996, Periago et al.,
2005), which can also influence on the taste and processing characteristics of the flesh
(Johnston, 1999).

Flesh quality includes a complex set of attributes including intrinsic factors such as
texture, chemical composition, colour and fat content (Fauconneau et al. 1995). Ploidy has
been found to influence somatic growth, muscle cellularity and flesh characteristics in
salmon, Salmo salar L. (Johnston et al., 1999) and rainbow trout, Oncorhynchus mykiss
(Werner et al., 2008). Triploid trout had higher body and fillet weight and larger muscle fibres
than diploid trout. However, triploid trout fillets exhibited slightly poorer quality.
Aussanasuwannakul et al. (2011) studied the effect of sexual maturation on fillet composition
and texture of 2N and 3N female rainbow trout. Authors found that 2N group had higher
insoluble collagen content and increased fillet firmness in the month of spawning, whereas 3N
females showed higher fillet fat and lower firmness than 2N. On the other hand, Segato et al.
(2007) found that cooked flesh tenderness was higher among triploids in shi drum (Umbrina
cirrosa L.) that could be related to different muscle architecture, as has been described in

teleosts (Hatae et al., 1990; Hurling et al., 1996; Periago et al., 2005).
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In farmed fish, feeding with artificial diets provides a wide range of nutrients and this
fact, not only determines fish growth rate but flesh composition, in particular the lipid
content, which may be quantitatively and qualitatively modified (Izquierdo et al., 2003).
However, flesh protein content is less influenced by external feeding since it is mainly
dependent of intrinsic factors such as the fish species, variety and size (Periago et al., 2005).
Concerning the organoleptical properties, a high content of fat in farmed fish could lead to a
lower texture, but texture is also related to others factors, such muscle fibre size (Johnston et
al., 2000a). No previous studies have compared the differences in muscle cellularity between
diploid and triploid turbot yet. The comparison of muscle cellularity and its correlation with
textural parameters is important in order to find out any relationship between muscle
structure, level of ploidy and flesh characteristics.

Marine organisms are considered a good source of essential minerals since they absorb
minerals from the diet and surrounding water and deposit them in their skeletal tissues and
organs (Martinez et al., 2010). Several studies have indicated that the concentration of
minerals in fish is influenced not only by fish species or seasonal factors, but also by
biological aspects, such as the fish feed (Alasavar et al., 2002, Aubourg et al., 2007).
However, no previous studies focused on the influence of ploidy in the mineral composition
of the turbot have been reported.

Consequently, the main objective of this study was to determine the muscle cellularity,
textural properties and physico-chemical parameters of diploid and triploid farmed turbot.
Such differentiation is considered important if triploid turbot is to be used as an alternative for
diploid turbot culture. This study may contribute to understand the nutritional quality of

triploid turbot, and the sensorial acceptance by consumers.

2. Material and methods

2.1. Fish samples, rearing conditions and ploidy verification

These specimens were obtained at the Instituto Espaiiol de Oceanografia (Centro
Oceanografico de Vigo) in June 2009 from a broodstock adapted to captivity. Triploidy was
induced by applying a heat shock shortly after fertilization of eggs (Piferrer et al., 2000,
2003). The percentage of triploidy in embryos was estimated at 48 h after fertilization (120
embryos) by flow cytometry (Lecommandeur et al. 1994), FC500 flow cytometer; Beckman
Coulter, CA, USA, obtaining triploidy 97 %. Triploid and diploid larvae were reared in two
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1,000-liter tanks at 18 “C. At 2 months of age, triploid and diploid fish were placed into a two
3800-L tanks (100 fish per tank). The tanks were provided with flow-through water (40
L/min), and the fish were reared at ambient temperature conditions (13-21 °C). The fish were
fed by automatic feeders providing dry pellets of increasing size (Skretting, burgos, Spain) 7
days a week until they reached 33 months of age. The diet contained the following analytical
constituents: 52% crude protein, 18% crude oils and fats, 9% crude ash, 1,7% crude fibre,
1,5% phosphorous, 2,2% calcium and 0,8% sodium. At this stage, 14 turbots (7 diploid and 7
triploid) were killed by an overdose of the anaesthetic MS-222 (500 mg/L, Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). The verification of triploidy in each individual was performed using a
molecular tool for triploid determination based on a set of highly polymorphic and
centromere-distant microsatellites according to the methodology described by Hernandez-
Urcera et al. (2012b). All fish were confirmed to be of the ploidy level appropriate to their

corresponding test group.

2.2. Sample treatment

Fish were washed with tap water
them  wiped with  tissue and
subsequently weighted, measured and
eviscerated to collect the weight of the
kidney, spleen, liver, heart and gonads.
All data were used to calculate these
biometrical indexes: dressing index
[(weight/total weight) x 100]; condition
index [(total weight/total length3) x
100]; hepatosomatic index [(weight

liver/total weight) X 100];
Fig. 1. Turbot muscle sampling. (A, B, C, D) Muscle
gonadosomatic index [(weight blocks used to measure the muscle fibre diameter from
the epaxial left muscle section of each fish; (T) Muscle
gonad/total weight) x 100]; kidney block used for textural analysis; (P-Ch) Flesh fillets used
for physico-chemical analysis.
index [(weight kidney/total weight) x

100]; spleen index [(weight spleen/total weight) x 100] and heart index [(weight heart/total
weight) x 100]. Then, the specimens were filleted and muscle samples for muscle cellularity

and physico-chemical parameters were obtained as showed in Fig. 1.
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2.3. Muscle processing for structural studies

Muscle samples of the triploid and diploid fish were obtained from the half point of
the standard length of each specimen. Muscle samples for structural studies with light
microscopy were obtained by removal of 5 x 5 x 5 mm samples from the myotome. These
blocks were frozen in 2-metylbutane (-80 °C) snap frozen over liquid nitrogen and then stored
in a -65 °C freezer. Sections of 8 um thickness were obtained at -20 °C in a cryostat (Leica
CM 1850) and stained with Hematoxylin/Eosin. These sections were photographed by means
of an image analysis system device (SigmaScan Pro 5.0) connected to a light
photomicroscope (Leitz Dialux, 20). All the muscle cellularity parameters were measured in
the white muscle since it comprises the major edible part of the myotome. The whole white
muscle cross-sectional area (mm2) and diameters of a minimum of 900 white muscle
fibres/fish were measured from the epaxial left muscle section of each fish (Fig. 1). These
values were the used to calculate the white muscle fibre density (muscle fibre number/ mm?2)

for each fish.

2.4. Textural parameters

Textural parameters were measured in the epaxial muscle section of the left side of
each fish using a Texturometer mod.1011 (Instron) using a 25-kg load cell, a 5- mm spherical
probe and test speed of 1 mm/s. Three measurements were made for each sample
perpendicularly to the muscle fibres orientation. The distance, maximum force and maximum
shear force values obtained from the texture profile curve of each sample were used to
calculate the independent mechanical parameters (springiness, hardness and cohesiveness),
and three dependent parameters (chewiness, gumminess and adhesiveness) following the

methodology described by Friedman et al. (1962).

2.5. Physico-chemical analysis

Four flesh fillets (epaxial left, hipoaxial left, epaxial right and hipoaxial right) of each
diploid and triploid turbot were homogenised separately in an Omni-mixer to obtain a
homogeneous sample for the physico-chemical analysis. Fish homogenate was analyzed for
moisture, crude protein, total fat and ash content according to AOAC methods (AOAC,
1999). Fatty acids content was determined after the extraction of flesh lipids in accordance
with Folch et al. (1957). Lipids were extracted with chloroform-methanol (2:1, v/v) and were
obtained by decantation overnight. Lipids were dissolved in hexane and the fatty esters
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methylated by 2 N potassium hydroxide in methanol. The separation and quantification of the
different fatty acids were made with gas liquid chromatography, using a Agilent Technologies
7890A, (Agilent Technologies Palo Alto, CA, USA) equipped with a flame ionisation
detector (FID) operated with a split ratio of 20:1. The column was a DB-23 (60 m, 0.25 mm
i.d.,, 0.25 mm coating thickness (Agilent Technologies). The injector and detector
temperatures were held constant at 250 °C and 280 °C, respectively. The oven temperature
was programmed at 50 °C for 1 min and ramped at 25 °C/min to 175 °C followed by further
ramping at 4 °C/min to 220 °C where the temperature was held constant at 220°C for 18min. .
The carrier gas, Helium, was held at a constant pressure of 230 kPa. Chromatographic air and
hydrogen (400ml/min and 35 ml/min, respectively) were supplied to the FID. Methyl esters
were identified by comparing the retention time of the unknowns with those of known fatty
acid methyl ester (FAME) standards (PUFA-1 Marine Source, and Supelco 37 component
FAME Mix, both from Supelco, St. Louis, MO, USA). The relative proportion of each fatty
acid in the flesh was reported as a percentage of the total FAME present in the injected
sample. The sum of the saturated fatty acids (SAFA), the monounsaturated (MUFA), the
polyunsaturated (PUFA), the highly unsaturated fatty acids both the n-3 and n-6 series and the
ratio between n-3 and n-6 fatty acids were also calculated.

Mineral content was determined from the ashes previously obtained, which were
submitted to acid hydrolysis and diluted with milliQ water to a final volume of 50 ml. The
quantification of the different minerals was made through atomic emission spectrometry

employing inductively couple argon plasma with optical detector (ICP-AES).

2.6. Statistical analysis

The statistical analysis was performed with Statistical Package SPSS 15.0. The mean
and standard deviation from each group of data were calculated. Data distribution of
biometric and muscle cellularity parameters was analyzed by the Shapiro-Wilk test for
P<0.05. Data showed a normal distribution (P>0.05). ANOVA was used to analyze the
significant differences between both ploidy groups for P<0.05. A Student’s t-test was
performed to evaluate mean differences for P<0.05 between diploid and triploid turbot on
textural and physico-chemical parameters. To measure the relationships between cellularity
and textural parameters, a correlation analysis using the Pearson’s correlation coefficient was

conducted.
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3. Results

3.1. Biometric parameters

Table 1 shows biometric parameters in diploid and triploid groups. Body size was
similar, the body length ranging between 40 and 52 cm in diploids, and 42 and 48 cm in
triploids. The body weight ranging between 1480 and 3280 g in diploids, and 1830 and 2685
g in triploids. Both the dressing index as the gonadosomatic index were higher in the diploid
group (P<0.05). Other biometric parameters also showed similar values in both groups, with

no significant differences between the diploid and triploids fish (P>0.05).

Table 1. Mean values and standard deviation of biometric and muscle cellularity parameters
in diploid and triploid turbot and significance levels between both groups of ploidy

Parameters Diploid turbot Triploid turbot Significance
Body length (cm) 45.07 +4.35 45.36 +2.37 0.881
Body weight (g) 2,197.86 £587.08 2,240.71 +£286.24 0.865

Cross-sectional area of 1,653.31 £327.38 1,658.91 £304.65 0.974
the white muscle (mm?)

Muscle fibre density 123.47 £23.97 53.78 £7.79 <0.001
(number of fibres/mm?)
White muscle fibres 90.37 £29.21 131.85 £34.25 <0.001

diameter (um)
Number of white muscle 201,077 £23,423 90,612 £+ 28,873 <0.001

fibres

Dressing index 89.88 £2.87 92.83 £1.07 <0.05
Condition index 2.41+0.34 2.46 £0.23 0.451
Hepatosomatic index 3.54+0.86 3.34+1.02 0.712
Gonadosomatic index 3.23+3.16 0.29+0.16 <0.05
Kidney index 0.31 +£0.09 0.26 +=0.07 0.328
Spleen index 0.08 £0.07 0.08 +0.05 0.879
Heart index 0.07 +0.01 0.07 +0.01 0.391

Dressing index: (weight/total weight) x 100; condition index: (total weight/total
length®) x 100; hepatosomatic index: (weight liver/total weight) x 100;
gonadosomatic index: (weight gonad/total weight) x 100; kidney index: (weight
kidney/total weight) x 100; spleen index: (weight spleen/total weight) x 100; heart
index: (weight heart/total weight) x 100.

Fig. 2. Transversal muscle sections of diploid (a) and triploid (b) turbot. Bars

96 100 pm. F white muscle fibres.
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3.2. Muscle cellularity

Muscle cellularity was different in diploid and triploid specimens (Table 1 and Fig. 2).
Diploid turbot showed a higher muscle fibre density and a higher number of fibres (P<0.001),
together with lower value of the average white muscle fibre diameter (P<0.001). Despite of
their similar cross-sectional area (Table 1), the muscle fibre density was 43% lower for the

triploid group.

3.3. Proximate composition and texture parameters of the flesh

Table 2 shows the physico-chemical and textural parameters of the flesh in diploid and
triploid turbot. Both groups showed similar (P>0.05) content of moisture, ash, protein and
total fat. None of the textural parameters (springiness, hardness, cohesiveness, chewiness and

gumminess) showed significant differences between ploidy groups.

Table 2. Mean values and standard deviation of physico-chemical and textural parameters in
flesh of diploid and triploid turbot flesh, and significance levels between both groups of ploidy.

Parameters Diploid turbot Triploid turbot Significance
Physico-chemical

Moisture (%) 71.19 £ 3.47 70.91 £ 0.98 0.585
Ash (%) 1.02 +£0.07 0.93 £0.15 0.208
Protein (%) 18.22 + 1.38 18.89 +0.82 0.822
Total fat (%) 8.46 £3.80 9.17 £ 1.09 0.319
Textural

Springiness (cm) 451 +1.18 4.36 +0.59 0.765
Hardness (N) 50.43 £23.07 49.65 +13.78 0.940
Cohesiveness (ratio) 0.43 £0.03 0.39 £ 0.09 0.288
Chewiness (N cm) 105.43 + 62.04 97.68 +£37.78 0.782
Gumminess (N) 21.59+9.26 21.76 £ 5.99 0.969
Adhesiveness (Ns) -0.45 +0.35 -0.36+0.10 0.535

3.4. Relationship between muscle cellularity and textural parameters

Textural parameters were compared between both groups (diploid and triploid),
finding similar values between both groups (P>0.05, not shown). These results indicated that
the different muscle cellularity between both populations was not accompanied by differences
in the texture. On the other hand, the data of both groups were joined in Table 3 in order to
obtain the general relationship between the muscle cellularity and the textural parameters,
regardless the ploidy. Muscle fibre density showed a positive but not significant correlation
with textural parameters such as springiness, cohesiveness, chewiness and adhesiveness,

whereas muscle fibre diameter showed a negative but no significant correlation.

97



JORGE HERNANDEZ URCERA

Table 3. Correlation coefficients and significance levels between muscle
cellularity and textural parameters of the turbot (diploid and triploid).

Muscle fibre density Muscle fibre diameter
(number/mm?2) (um)
Correlation Significance Correlation  Significance
Hardness -0.088 0.764 0.046 0.876
Springiness 0.079 0.789 -0.069 0.816
Cohesiveness 0.431 0.124 -0.465 0.094
Chewiness 0.038 0.898 -0.064 0.829
Gumminess -0.062 0.833 0.015 0.960
Adhesiveness 0.134 0.663 -0.110 0.721

3.5. Fatty acid composition of the flesh

level of ploidy of the fish did not determine the content of the most fatty acids, with the
exception of eicosapentaenoic acid (C20:5w3) which was higher in the triploid group. The
most abundant fatty acid in both groups were eicosapentaenoic acid (C20:5w3), palmitic
(C16:0), oleic (C18:1®9) and docosahexanoic (C22:6w3). The saturated fatty acids (SAFA),
monounsaturated fatty acids (MUFA) and polyunsaturated did not show significant
differences between ploidy groups (Table 3). Total w ®-3 and total -6 fatty acids did not

show significant differences between groups (P>0.05). Neither were there any significant

The fatty acid composition of both turbot groups is shown in Table 4 and Fig. 3. The

differences between diploid and triploid fish as regards ®-3/w-6 and PUFA/SAFA ratios.
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3.6. Mineral composition of the flesh

Table 4 shows the mineral composition of the flesh of diploid and triploid turbot. The
minerals present in the flesh of diploid and triploid turbot were classified according to their
type. Thus, Ca, K, Mg, Na, P and S (essential macrominerals), Cr, Cu, Fe, Mn and Zn
(essential trace minerals) and Al, Bi, Li, Sb, Se and V (non-essential trace minerals). Other 7
minerals were analyzed (Be, B, Co, Mo, Ni, Sr, Ti and Tl) but were not present in any fish of
the both ploidy groups. K and P were predominant elements among 25 minerals analysed and
constituted 80.1 and 80.3% of the total mineral content in diploid and triploid turbot,
respectively. No significant differences (P>0.05) existed between diploid and triploid turbot
in content of all minerals analyzed. Neither were there any significant differences (P>0.05)

between both groups of fishes in the total contents of the minerals examined.

Table 4. Mean values and standard deviation of saturated, monounsaturated,
polyunsaturated, total we and total w3 fatty acids and mineral contents of diploid and

triploid turbot flesh, and significance levels between both groups of ploidy. * The
value of these minerals (not showed in the table) was 0: Be (Beryllium), B (Boron), Co
(Cobalt), Mo (Molybdenum), Ni (Nickel), Sr (Strontium), Ti (Titanium) and Tl (Thallium).

Parameters Diploid turbot Triploid turbot Significance
Fatty acids

SAFA (mg/100 g fat) 27.95+0.54 27.49 +0.20 0.422
MUFA (mg/100 g fat) 29.73 +£0.34 29.51 £0.31 0.523
PUFA (mg/100 g fat) 42.33 £ 0.66 42,97 £0.24 0.661
Total ws (mg/100 g fat) 7.60 +0.41 7.32 +0.08 0.331
Total w; (mg/100 g fat) 34.73 £ 0.56 35.65 +0.28 0.288
Ratio ms/wg 4.58 +£0.33 4.87 +0.08 0.112
PUFA/SAFA 1.51 £0.05 1.56 +£0.01 0.496
Minerals (mg/100g)

Al (Aluminium) 1.74 £0.15 1.71 £0.15 0.091
Bi (Bismuth) 0.54 £0.04 0.46 £ 0.01 0.032
Ca (Calcium) 13.50+ 1.36 12.40 £+ 1.04 0.386
Cr (Chromium) 0.06+0 0.05 +0.01 0.644
Cu (Copper) 0.08 £0.03 0.06 £ 0.01 0.792
Fe (Iron) 0.42+0.05 0.37+0.08 0.599
K (Potassium) 389.40 £ 27.82 390.76 + 29.69 0.965
Li (Lithium) 1.09 +£0.78 0.53+£0.34 0.107
Mg (Magnesium) 15.57+1.07 16.83 £ 1.13 0.791
Mn (Manganese) 0.17+£0.01 0.16 £0.01 0.462
Na (Sodium) 76.17+7.73 7429 +£5.22 0.883
P (Phosphorus) 148.06 = 11.12 143.78 £9.84 0.663
Sb (Antimony) 0.28 £0.02 0.26 £0.02 0.742
Se (Selenium) 0.88 £ 0.07 0.82+0.03 0.311
S (Sulfur) 22.42+1.29 21.95+1.93 0.791
V (Vanadium) 0.03+0 0.03+0.01 0.996
Zn (Zinc) 0.97 £0.08 0.93+0.03 0.765
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4. Discussion

4.1. Biometric parameters and muscle cellularity

Triploid somatic cells contains three sets of chromosomes and 50% more DNA than
diploid cell nuclei. The nuclear volume is increased in triploids to accommodate this extra
genetic material with a corresponding increase in cellular volume (Benfey and Sutterlin,
1984a). The increased cell size found in triploid individuals is not, as a rule manifested in
larger tissue size but fewer cells (Bjornevik et al., 2004). In our study gonadosomatic index
was higher in the diploid group whereas dressing index was lower for the same group (Table
1). In agreement with our results, Cal et al. (2006) reported a more rudimentary gonadal
development in triploid turbot and consequently a lower gonadal size and lower dressing
index than diploid turbot of the same age. However, the other biometric indexes (condition
index, hepatosomatic index, kidney index, spleen index and heart index) showed similar
values in both groups, not being affected by the ploidy status.

Fish muscle cellularity at any given stage of growth is a consequence of the previous
balance between muscle fibre hypertrophy and hyperplasia. These are plastic processes,
whose balance in growing fish depends on both intrinsic (genotype) (Johnston and McLay,
1997; Johnston et al., 2000b), and extrinsic factors such as temperature (Ayala et al., 2001,
Johnston et al., 2000b, 2003, 2011) photoperiod (Johnston et al., 2003; Ayala et al., 2013),
diet (Kiessling et al., 1991) and ecological context (Johnston et al., 2000c). In the present
work, white muscle cellularity was significantly different in diploid and triploid turbot farmed
under the same specific cultivation conditions (diet, temperature, photoperiod, etc) and with
similar size (2200 g and 45 cm) (Table 1 and Fig. 1). The white muscle fibre density was
significantly lower in triploid than diploid specimens (53.78 and 123.47, respectively), which
reflects different muscle cellularity between both populations. Thus, the diploid group showed
higher number of fibres (hyperplasia), but smaller size of fibres than the triploid group. These
differences show the existence of different patterns of muscle growth between them to reach
the same body size. The presented differences of the muscle cellularity agree with previous
studies in rainbow trout (Suresh and Sheehan, 1998; Poontawee et al., 2007, Werner et al.,
2008,) and in Atlantic salmon (Benfey, 1999; Johnston et al., 1999; Sigurgisladottir et al.,
2001; Bjornevik et al., 2004). The present work is the former carried out to compare white

muscle cellularity between diploid and triploid turbot.
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4.2. Relationship between muscle cellularity and textural parameters

Fish muscle cellularity has important implications for the end-product quality because
influence on textural characteristics (Johnston et al., 2000a). It has been suggested that a
muscle consisting of smaller fibres should have a higher content of collagen. As each fibre is
surrounded by a sheet of collagen, and more collagen thereby should be present in a muscle
with many small fibres. Such differences could potentially influence the textural properties of
the fillet (Bjornevik et al., 2004). Negative correlation between fibre diameter and the textural
parameters of cooked flesh has been observed in different fish species (Hatae et al., 1990;
Hurling et al., 1996). Johnston et al. (2000a) reported a positive correlation between fibre
density and texture in smoked Atlantic salmon. In the present study muscle fibre density
showed a positive but not significant correlation with textural parameters such as springiness,
cohesiveness, chewiness and adhesiveness, whereas muscle fibre diameter showed a negative
but no significant correlation. Similarly, Bjornevik et al. (2004) found no relationship
between fibre area or fibre density with textural parameters working with raw fish of Atlantic
salmon. Furthermore, when comparing the textural parameters between both groups (diploid
versus triploid specimens), the textural results were similar between both of them. These
results indicate that the muscle cellularity was not directly correlated with the texture in these
populations that differs of found in other teleosts. This was probably due to the fact that not
only muscle cellularity but also other chemical parameters are involved in flesh texture

properties (Periago et al., 2005).

4.3. Chemical composition

There are scarce studies in the scientific literature comparing the physico-chemical
composition between diploid and triploid fishes and this work is the former conducted with
diploid and triploid turbot. Fat is related with moisture, since fat and water account for
approximately the 80% on the total composition of the flesh (Huss, 1999) (80 % in our
results). Poontaweee et al. (2007) analyzed 78-month old diploid and triploid rainbow trout
and they reported that the fillets of triploid trout contained more crude fat and less moisture
than the diploids. However, no effect of ploidy was found by these authors with regard to the
protein and ash content. In our study no significant differences were found in protein,

moisture, total fat and ash contents of both groups of ploidy (Table 2). In agreement with our
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findings, Hussain et al. (1995) have also reported no significant differences in crude protein,
crude lipid and moisture comparing diploid and triploid tilapia (Oreochromis niloticus).

Lipid composition of fishes is quite variable since it depends on the dietary lipid
sources, the period of the year, water temperature, salinity, photoperiod, spawning etc (Codier
et al., 2002). The pattern of fatty acids in both groups did not show significant differences
(Table 3; Fig. 3) for the main groups of fatty acids. SAFA and PUFA contents, as well as the
PUFA/SAFA ratio also did not show significant differences between diploid and triploid
turbot. The fatty acids profiles were very similar to the common values reported for farmed
turbot (Martinez et al., 2010), being the palmitic acid (C16:0) the primary SAFA, the oleic
acid (C18:109) the main MUFA, and eicosapentaenoic (C20:503), docosahexanoic
(C22:603) and linoleic (C18:2w6) acids the most abundant PUFA. Both ploidy groups were a
good source ofw -3 fatty acids, particularly eicosapentaenoic acid (C20:503) and
docosahexanoic acid (C22:6m3).

Eicosapentaenoic acid (EPA) was the only fatty acid that showed significant
differences between both groups. This difference may be related to the lack of gonadal
maturation in females. The principal biological role of a -linolenic acid (aLNA; 18:3®-3)
appears to be as a precursor for the synthesis of longer chain ®-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA) by conversion through the ®-3 PUFA -elongation-desaturation pathway. The
fractional conversion of aLNA to the longer chain ®-3 PUFA is greater in female than in
male, which may be due to a regulatory effect of estrogen (Burdge and Wootton, 2002). In our
study, the turbots were tested after the first sexual maturity. Estrogens have direct action on
the production of gonadotropins, and influence the development and maturation of sexual
organs. The endocrine systems associated with ovarian development are fully competent in
triploid females but lack the appropriate signals for ovarian development to occur, presumably
due to the small number of developing follicles (Schathauser-Smith and Benfey, 2003). We
can assume that the female diploid specimens have used estrogens for the maturation of the
gonads, while triploids, which not reach sexual maturity, can use them in EPA synthesis from.
a-LNA and LNA fatty acids are considered essential for vertebrates, and must be present in
the diet. Triploid females continued feeding and growth compared to the diploid females who
ceased feeding as part of the latter phases of sexual maturation. Triploid males although

reproductively sterile are hormonally competent to sexually mature, in contrast to diploids;
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even male triploids continue to feed during the latter stages of their sexual maturation
(Oppedal et al, 2003).

Concerning total -3, total ®-6 fatty acids levels and ®-3/®-6 and PUFA/SAFA ratios
neither were there any significant differences between diploid and triploid fish.

Minerals have been reported to show significant variations among fish species (Lal,
1995). Several studies have indicated that the concentration of minerals in farmed fishes is
influenced by a number of factors such seasonal and biological differences (species, size, age,
sex and sexual maturity), food source and cultivation conditions (Alasalvar et al., 2002;
Aubourg et al., 2007; Uysal et al., 2008). The main functions of essential minerals include
skeletal structure, maintenance of colloidal system and regulation of acid-base equilibrium.
Minerals also constitute important components of hormones, enzymes and enzyme activators
(Khan et al., 1987; Lal, 1995). Despite this importance, there are not studies in the scientific
literature comparing the mineral composition in relation with the ploidy status. In the present
study we analyze the levels of 25 minerals in the flesh of diploid and triploid turbot. No
significant differences existed between both groups in content of all minerals analyzed.
Neither were there any significant differences between both groups of fishes in the total

contents of the minerals examined.

5. Conclusions

Muscle cellularity (cellular size and density) was significantly different in diploid and
triploid turbot. However, the resulting variation in these parameters did not determine
significant differences on textural parameters between both ploidy specimens. In addition, the
nutritional composition of the flesh is not influenced by the ploidy status in turbot. These
flesh quality results support the possibility of producing sterile triploid turbot in aquaculture.
However since cooking procedures can affect structural parameters of flesh and its final
acceptance by consumers, further studies should be done to find out the relationship between

muscle tissue parameters and organoleptical properties after cooking.
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Resumen. En la calidad de la carne influyen una serie de atributos complejos, incluyendo
factores intrinsecos como la textura, la composicion bioquimica, el color y el contenido en
grasa. Ademas, la calidad es frecuentemente afectada por factores extrinsecos como el manejo
y el almacenamiento. Las fases post mortem implican procesos quimicos, fisicos y
bioquimicos seguidos de deterioro microbioldgico, lo que reduce la frescura, modifica la
estructura muscular y altera la calidad de la carne. Los cambios post mortem en la
ultraestructura muscular de rodaballo no habian sido estudiados hasta el momento, asi como
los efectos de la ploidia en la degradacion post mortem. En este trabajo fueron estudiados los
cambios musculares estructurales y ultraestructurales a lo largo de la degradacion post
mortem en rodaballos diploides y triploides de 22 meses de edad. Los cambios en la textura a
lo largo del proceso de degradacion también fueron estudiados. La degradacion muscular fue
rapida en diploides y triploides, como indicaron los desenganches de las miofibrillas del
sarcolema y los organulos hinchados desde el primer dia post mortem en adelante. Los
espacios interfibrilares e intermiofibrilares, las disrupciones en el sarcolema-endomisio y las
vacuolas autofagicas incrementaron desde el tercer al séptimo dia en ambos grupos de ploidia,
permaneciendo constantes hasta el dia 14 post mortem, mientras que los procesos autofagicos
fueron mas marcados después de los 7 dias. Las alteraciones musculares post mortem fueron
mas marcadas en el grupo de triploides. De este modo, los mecanismos autofdgicos y el
porcentaje de desenganches interfibrilares fue mayor en los rodaballos triploides que en los
diploides. La firmeza de la carne no se vio afectada por el nivel de ploidia en las distintas

etapas post mortem.
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5. DISCUSION GENERAL

El presente estudio contribuye a aumentar el conocimiento de la biologia de los
rodaballos triploides inducidos mediante choque térmico frio, con especial atencidon a las
caracteristicas de calidad del producto final. Los resultados de dicho estudio podran ser
utilizados por la industria acuicola para valorar la posibilidad de cultivar rodaballos triploides
a escala comercial y asi diversificar el tamafio de venta de esta especie e incluso implementar
el engorde en jaulas evitando el posible impacto genético asociado a los escapes.

Esta discusion sigue en gran medida el orden de los capitulos, pero se ha estructurado

para abordar especificamente los resultados mas relevantes.

5.1. VERIFICACION DE LA TRIPLOIDiA POR EL EFECTO SOBRE LA DOSIS CROMOSOMICA

La técnica de induccion a la triploidia en rodaballo por choque térmico frio no es siempre
efectiva al 100% y por eso la triploidia debe ser confirmada en una muestra significativa de
los individuos nacidos de los huevos sometidos a este tratamiento. Con la induccion a la
triploidia se generan rodaballos viables con tres conjuntos de cromosomas homologos en
lugar del habitual niimero de dos. Es precisamente esta caracteristica la que ha permitido
disefiar un método para confirmar la triploidia en el rodaballo mediante el uso de marcadores
moleculares microsatélite y basado en la cuantificacion del ADN.

El desarrollo del mapa genético del rodaballo (Bouza et al., 2007) y la localizacion de los
centromeros (Martinez et al., 2008) permite conocer la posicion de los marcadores y estimar
su frecuencia de recombinacion con los centromeros. Si la distancia entre un marcador
especifico y el centromero es grande tendra lugar el cruzamiento entre cromosomas
homologos, obteniéndose gametos heterozigdticos femeninos. Si ademds el macho no
comparte ningin alelo con la hembra para un marcador especifico, los triploides mostraran
tres alelos diferentes en su genotipo.

El método disefiado en este estudio es fiable, barato y se puede llevar a cabo a cualquier
edad a partir de pequefias muestras de tejido. Los individuos triploides heterocigotos son
facilmente identificados por la presencia de genotipos con tres alelos diferentes, presentando

tres picos en el analisis del secuenciador automatico. Esta técnica ha sido capaz de identificar
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los triploides con un 100% de precision en todos los individuos de los cinco cruzamientos
analizados. Este porcentaje de identificacion de triploides fue mayor que el descrito en salmon
real (Oncorhynchus tshawytscha) utilizando siete marcadores moleculares microsatélite de
forma independiente (72.5%; Garner et al., 2008).

La probabilidad de detectar individuos triploides con genotipos de tres alelos diferentes
para un locus no es posible si la madre es homocigota para este locus; disminuye si ambos
padres comparten uno o dos alelos en este locus; y es dependiente de la frecuencia de
recombinacion entre el locus analizado y el centromero en la madre. El andlisis genético
previo y el disefio de cruces adecuado de los reproductores ayuda a evitar un exceso de
homocigotos debido a la endogamia, teniendo en cuenta el cardcter hipervariable de estos
marcadores. Si se cumplen estos requisitos, los patrones de genotipado mostraran
mayoritariamente tres alelos diferentes, maximizando asi la eficacia de la herramienta en la
identificacion de triploides. La herramienta también fue testada para la deteccion de la
triploidia en muestras de rodaballo de las que no se disponia de informacidn parental, siendo
efectiva también en estas condiciones, obteniendo una identificacion de triploides de un 93%.
Este punto es importante ya que no siempre se disponen de los datos de parentesco, y si la
herramienta no fuese efectiva sin conocer la informacion parental, la identificacion de
triploides requeriria analisis adicionales.

Por otro lado, el desarrollo de herramientas moleculares siguiendo la estrategia descrita
en este trabajo puede ser aplicable a un nimero importante de especies acuicolas en las que se

disponga de marcadores moleculares adecuados.

5.2. EFECTO SOBRE LA APOPTOSIS DE LEUCOCITOS

En general los peces triploides tienen la misma talla que sus homoélogos diploides, pero se
componen de un menor nimero de células para compensar el efecto del incremento en
volumen celular debido a una mayor dotacion cromosoémica (Benfey & Sutterlin, 1984). Estos
cambios podrian influenciar las sefales intracelulares y alterar la comunicacion entre la
superficie celular y el nucleo (Ballarin et al., 2004), lo que afectaria al funcionamiento de
sistemas complejos en los que son clave la interaccion de la célula con el medio exterior y la
comunicacion inter e intracelular, como el sistema endocrino y el inmunitario. A este
respecto, estudios realizados con neutréfilos de rodaballos diploides y triploides indican una

actividad respiratoria y de fagocitosis similar (Budifio ef al., 2006). Tampoco se han
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encontrado diferencias en la actividad del complemento y de los neutréfilos relacionadas con
el nivel de ploidia en trucha (Yamamoto & Iida., 1995b). Sin embargo, hay discrepancias
acerca de la resistencia de los peces triploides tras la estimulacion con diferentes patdogenos
(Jhingan et al.; 2003, Ozerov et al.; 2010, Frenzl et al.; 2014), y en estudios recientes
realizados con salmon, se han detectado diferencias en la expresion de genes relacionados con
el sistema inmunitario entre peces diploides y triploides durante las infecciones con Vibrio
anguillarum (Ching et al., 2010) y Piscirickettisa salmonis (Correa et al., 2014). Los
resultados presentados en este estudio indican que el nivel de ploidia en rodaballo puede
alterar la respuesta de los leucocitos cuando son expuestos a inmunomoduladores, lo que se
traduce en una mayor muerte de las células triploides.

El desarrollo del sistema inmunitario y la respuesta inmune efectiva son procesos en los
cuales es esencial un equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular (Rathmell &
Thompson, 2002). La apoptosis estd involucrada en la regulacion de la respuesta inmune y la
resolucion de procesos infecciosos, por lo que tiene que ser minuciosamente controlada para
que se desarrolle una respuesta inmune exitosa. La triploidia en el rodaballo podria afectar a
la expresion de genes encargados de la regulacion de la muerte celular programada en
leucocitos como respuesta a diferentes estimulos. El tratamiento de leucocitos de rifdn
anterior con inmunomoduladores como la Fitohemaglutinina (PHA) y la Estaurosporina (St)
provocan un incremento de la apoptosis en linfocitos, obteniéndose diferencias significativas
en el caso de los triploides en comparacion con los controles (células incubadas s6lo con
medio de cultivo) y también con respecto a los linfocitos diploides tratados con los mismos
inmunomoduladores. Esta mayor susceptibilidad a la apoptosis de linfocitos de rodaballos
triploides, junto con los resultados recientemente publicados en salmones, en los que observa
una reduccion de los linfocitos B en sangre y en rifidén anterior de peces triploides (Fraser et
al., 2012b), sugieren que el nivel de ploidia podria afectar a la correcta activacion de la
respuesta inmune especifica durante un proceso infeccioso o tras la vacunacion, por lo que
serian necesarios estudios futuros para dilucidar el efecto de la ploidia en la regulacion de la

respuesta inmune en rodaballos.
5.3. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO SOMATICO Y LA CALIDAD DE LA CARNE

La naturaleza y frecuencia de aparicion de malformaciones durante el crecimiento en

peces cultivados varian entre las distintas especies, implican problemas relacionados con el

131



JORGE HERNANDEZ URCERA

bienestar animal (Benfey, 2001) y reducen la calidad del producto final (Baeverfjord et al.,
2009). Las causas de las deformidades en peces de cultivo estdn asociadas normalmente a
condiciones ambientales como la temperatura, la concentracion de oxigeno, la densidad de
estabulacion, y factores nutricionales, ademas de la calidad de los gametos.

La produccién de peces triploides ha estado siempre asociada con un incremento en la
incidencia de malformaciones morfologicas, incluyendo anomalias en mandibulas y aletas
(Jungalwalla, 1991; McGreachy et al., 1996; Oppedal et al., 2003; Sadler et al., 2001;
Sutterlin et al., 1987; Sutterlin & Collier, 1991), proporciones anormales de cola y tronco
(Swarup, 1959), deformidades faciales (Tave, 1993a) y reduccion en el nimero de vértebras
(Tiwary & Ray, 2004). Otras alteraciones observadas en peces triploides incluyen la division
del bazo, como ocurre en la trucha arco iris (Okada, 1985), la reduccion del intestino y de
namero de ciegos pildricos, como ocurre en bacalao y salmoén Atlantico (Peruzzi et al., 2013;
2015) y la mayor susceptibilidad a la aplasia del septum transversum del corazén, como
ocurre en el salmén Atlantico (Fraser et al., 2014). Estas diferencias podrian influenciar en la
utilizacion de los nutrientes y en la respuesta a condiciones ambientales suboptimas y, por
consiguiente, en el rendimiento de los triploides en comparacion con los diploides. Las causas
de las malformaciones no se conocen con exactitud, pero parece que la diferencia en la
morfologia celular y el incremento de la heterocigosis en peces triploides pueden afectar a los
procesos de diferenciacion celular, desarrollo y metabolismo (Sadler ez al., 2001). Otro factor
importante a considerar es la falta de optimizacion de las condiciones de cultivo en estos
peces, que ademas de ser genéticamente diferentes, han sufrido un proceso traumatico en su
desarrollo embrionario.

En el caso del rodaballo de cultivo, son frecuentes las malformaciones morfologicas,
especialmente las relativas a deformidades esqueléticas y craneales, que pueden estar
relacionadas con factores ambientales durante el cultivo o genéticos, y que impiden el
correcto desarrollo de la metamorfosis (Ellis ez al., 1997). En el presente estudio, no se han
encontrado diferencias en la incidencia de estas malformaciones entre rodaballos diploides y
triploides, lo que excluye que la triploidia en si, inducida por choque térmico frio, sea la causa
de las alteraciones. Ninguna de las proporciones corporales estudiadas mostr6é diferencias
significativas entre los rodaballos diploides y triploides de los dos grupos de edad estudiados.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto a desviaciones de la espina

vertebral, nimero de vértebras y radios de las aletas. Estos resultados no coinciden con los
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observados por Fjelldal & Hansen (2010) en salmon Atlantico, quienes observaron un mayor
incremento de las deformidades vertebrales en triploides aunque, en este caso, la induccion a
la triploidia en los salmones se realizd por choque hidrostatico. Tampoco se ha encontrado
efecto del nivel de ploidia sobre el indice de condicion, el indice hepatosomatico, el indice
renal, el indice del bazo y el indice del corazén, que muestran valores similares en ambas
ploidias. La unica diferencia observada fue en el indice gonadosomatico, que es mayor en los
rodaballos diploides, debido a la esterilidad inducida por la triploidia en esta especie (Cal et
al., 2006), mientras que el indice de peso eviscerado es menor para ese mismo grupo.

El tejido muscular es la principal porcion comestible del pez y es responsable de su valor
nutricional. El patron de crecimiento muscular se rige por las tasas de hipertrofia e hiperplasia
muscular para alcanzar un determinado tamafio y varian segin las especies y diferentes
estirpes dentro de la misma especie (Weatherley et al., 1979). El nivel ploidia influye en la
celularidad muscular y en la calidad de la carne de algunas especies de peces como la trucha
(Werner et al., 2008) y el salmon (Johnston ef al., 1999). En estas especies los triploides
presentaron mayor peso corporal y peso del filete y fibras musculares mas grandes que en los
diploides, sin embargo, los filetes de los triploides mostraron una menor calidad de la carne.
En el rodaballo los triploides mostraron menor nimero de fibras, aunque de mayor tamafio
que en los diploides. Estas diferencias muestran la existencia de diferentes patrones de
crecimiento muscular entre ellos para alcanzar el mismo tamafo corporal, con mayor
hipertrofia en triploides y mayor hiperplasia en diploides. Estas diferencias en la celularidad
muscular coinciden con estudios previos realizados para evaluar el efecto de la ploidia en el
crecimiento muscular de trucha arco iris (Suresh & Sheehan, 1998; Poontawee et al., 2007,
Werner et al., 2008) y de salmon Atlantico (Benfey, 1999; Sigurgisladottir et al., 2001;
Bjornevik et al., 2004).

La comparacion de la celularidad muscular y su correlacion con los parametros de textura
es importante a la hora de encontrar alguna relacion entre la estructura muscular, el nivel de
ploidia y las caracteristicas de la carne (Johnston et al., 1999). En ambos grupos de ploidia la
densidad de fibras musculares mostrd una correlacion positiva pero no significativa con
parametros texturales como la elasticidad, cohesividad, masticabilidad y adhesividad,
mientras que el diametro de las fibras mostré una correlacion negativa pero no significativa
con los mismos parametros. Estos resultados, aunque difieren con los observados en otras

especies de teledsteos (Hatae et al., 1990; Hurling et al., 1996; Johnston et al., 2000), son
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similares a los encontrados por Bjornevik et al. (2004) en salmén Atlantico, en los que no
observo una relacion entre densidad fibrilar o tamafio fibrilar con los pardmetros texturales.

Se sabe que el nivel de ploidia tiene influencia en las propiedades de la carne de salmén
Atlantico (Johnston ef al., 1999) y trucha arcoiris (Werner et al., 2008). En estas especies se
encontro que los peces triploides tenian mayor peso corporal y mayor peso del filete, ademas
de fibras musculares mas grandes que los diploides, sin embargo, los filetes de los triploides
mostraban una peor calidad textural. En el caso del rodaballo, los pardmetros de textura son
similares entre rodaballos diploides y triploides lo que indica que, ademas de la celularidad
muscular, otros factores pueden estar implicados en las propiedades texturales de la carne, tal
y como sugirieron Periago et al. (2005) en un estudio realizado con lubina.

En la calidad de la carne influyen otros factores como la composicion quimica y el
contenido en grasa (Fauconneau et al, 1995). Entre rodaballos diploides y triploides, los
resultados no mostraron diferencias significativas en el contenido de proteinas, humedad,
grasas totales y cenizas entre ambos grupos de ploidia. Resultados similares fueron
encontrados por Hussain ef al. (1995) comparando tilapias diploides y triploides. La
composicion lipidica en peces es muy variable ya que depende de los lipidos incluidos en la
dieta, el periodo del afo, la temperatura del agua, la salinidad, el fotoperiodo, la época de
puesta, etc. (Codier et al., 2002). En el presente estudio, los contenidos de acidos grasos
saturados (SAFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA), asi como las
proporciones de PUFA/SAFA no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos de
ploidia. Los perfiles de &cidos grasos fueron muy similares a los valores comtiinmente citados
para rodaballo (Martinez et al., 2010), siendo el &cido palmitico el principal SAFA, el oleico
el principal MUFA vy el eicosapentanoico, docosahexanoico y linoleico los PUFA mads
abundantes. Ambos grupos de ploidia se mostraron como una buena fuente de acidos grasos
-3, particularmente del acido eicosapentanoico y docosahexanoico. De hecho, el acido
eicosapentanoico (EPA) result6 el acido graso mas abundante en triploides y fue el tinico que
mostr6 diferencias significativas entre ambos grupos de ploidia. Esta diferencia podria estar
relacionada con la falta de maduracion sexual en las hembras triploides que, al no utilizar
estrogenos, podrian usar el 4cido a-linoleico para la sintesis de EPA (Burdge ef al., 2002).

La concentracion de minerales en especies de acuicultura estd influenciada por muchos
factores relacionados con diferencias bioldgicas (especies, talla, edad, sexo y maduracién

sexual), fuente de alimento y condiciones de cultivo (Alasavar et al., 2002; Aubourg et al.,
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2007; Uysal et al., 2008). Las funciones principales de los minerales esenciales estan
relacionadas con la estructura esquelética, mantenimiento del sistema coloidal y la regulacion
del equilibrio acido base. Los minerales también son un componente fundamental de las
hormonas, enzimas y activadores enzimaticos (Khan et al., 1987, Lal, 1995). En el presente
estudio se analizd la composicion mineral de la carne de rodaballos diploides y triploides, no
encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos en las cantidades de cada uno de
los minerales analizados, ni tampoco en su composicién mineral total.

Otros factores que alteran, con frecuencia, la calidad de la carne son el manejo y el
almacenamiento de la misma. Las fases post mortem implican procesos quimicos, fisicos y
bioquimicos, seguidos por un deterioro microbiologico que disminuye la frescura, modifica la
estructura muscular y altera la calidad del filete (Delbarre-Ladrat et al., 2006). Diferentes
sistemas enzimaticos degradan los miofilamentos y los componentes del citoesqueleto, asi
como el armazén de tejido conectivo (Taylor et al., 2002, Delarre-Ladrat et al., 2006). El
nivel de alteracion de la carne varia entre las especies de teledsteos dependiendo de factores
intra e interespecificos (Davie & Sparksman, 1986; Ofstad et al., 1996; Ayala et al., 2011), y
resultan en una importante pérdida economica (Johnston, 1999). En el rodaballo, la
degradacion post mortem estuvo influenciada por el nivel de ploidia, ya que los cambios
musculares fueron mas pronunciados en los ejemplares triploides que en los diploides. A nivel
de la ultraestructura muscular, los desenganches de las miofibrillas del sarcolema y el
hinchamiento de los orgénulos aparecieron en los triploides desde el dia uno post mortem. A
pesar de esta mayor incidencia de la degradacion muscular en rodaballos triploides, la firmeza

muscular no se vio afectada por el nivel de ploidia durante las distintas etapas post mortem.
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El empleo de la herramienta de evaluacion de la triploidia presentada en este estudio,
basada en la utilizacion de marcadores moleculares microsatélite, es muy util para la
determinacion de rodaballos triploides a partir de una pequeiia muestra de tejido. Esta
técnica econdmica, no invasiva, versatil y precisa, resulta facil de implementar en los
procesos de produccion. El desarrollo de herramientas moleculares siguiendo la
estrategia presentada en este estudio puede ser aplicado a un importante numero de

especies acuicolas si se dispone de los marcadores adecuados.

A nivel celular, existe una desregulaciéon que puede conducir a un incremento en la
apoptosis o muerte celular de los leucocitos de rodaballos triploides en respuesta a
diferentes estimulos en comparaciéon con sus congéneres diploides. Las alteraciones
observadas en los triploides podrian afectar a la respuesta inmunitaria bajo diferentes

condiciones, como infecciones y vacunas.

La induccioén a la triploidia, mediante choque térmico frio, no afecta a la morfologia
general externa del cuerpo ni a las caracteristicas esqueléticas de los rodaballos
triploides cultivados en condiciones estdndar, en comparacion con sus hermanos
diploides. Bajo estas condiciones de cultivo, la triploidia no supone una desventaja
para la acuicultura comercial del rodaballo en cuanto a un incremento de la tasa de

malformaciones.

Exceptuando el indice gonadosomatico, las proporciones relativas de los drganos
internos estudiados no estan condicionadas por el nivel de ploidia. Los indices del
higado, del rifidn, del bazo, del corazdn, asi como el indice de condicion son similares
entre rodaballos diploides y triploides. El indice gonadosomatico es menor en

triploides, presentando éstos un mayor peso eviscerado.

La celularidad del musculo blanco es diferente en rodaballos diploides y triploides,
mostrando los triploides una menor densidad fibrilar y un mayor tamafio de sus fibras.

Estas diferencias evidencian la existencia de diferentes patrones de crecimiento
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muscular para alcanzar el mismo tamafio corporal, mayor hipertrofia en triploides e
hiperplasia en diploides. Sin embargo, los pardmetros texturales no estian
condicionados por el nivel de ploidia en rodaballo, presentando diploides y triploides

valores similares de textura.

La composicion nutricional de la carne de rodaballo no esta condicionada por el nivel
de ploidia. Los valores de contenido en proteinas, grasas totales, humedad y cenizas
son similares entre rodaballos diploides y triploides. Los contenidos de 4cidos grasos
saturados (SAFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA), asi como las
proporciones PUFA/SAFA también son similares en diploides y triploides,
constituyendo una buena fuente de acidos grasos »-3. El contenido mineral total, asi
como la cantidad de cada uno de los minerales analizados es similar entre rodaballos

de ambas ploidias.

La degradacion post mortem del tejido muscular en rodaballo esta influenciada por el
nivel de ploidia, siendo los desenganches de las miofibrillas del sarcolema y el
hinchamiento de organulos mas pronunciados en triploides que en diploides. Sin
embargo, la firmeza muscular no se ve afectada por el nivel de ploidia a lo largo del

proceso de degradacion.

Si bien es necesario seguir ampliando el conocimiento sobre los efectos biologicos de
la induccidn a la triploidia en el rodaballo, la informacion presentada en este estudio
puede ser considerada por el sector acuicola a la hora de valorar la implementacion del

cultivo de rodaballos triploides a escala comercial.



7. BIBLIOGRAFIA






7. BIBLIOGRAFIA

Alasalvar, C., Taylor, K.D.A., Zubcov, E., Shahidi, F. & Alexis, M. (2002). Differentiation of
cultured and wild sea bass (Dicentrarchus labrax), total lipids content, fatty acid and
trace mineral composition. Food Chem., 79: 145-150.

Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Watson, J.D. (1994). Biologia
molecular de la célula. Omega, S.A (Ed.), Barcelona, 1298 pp.

Aliah, R.S., Yamaoka, K., Inada, Y. & Taniguchi, N. (1990). Effects of triploidy on tissue
structure of some organs in ayu. Nippon Suis. Gak., 56: 569-575.

Allendorf, F.W. & Leary, R.F. (1984). Heterozygosity in gynogenetic diploids and triploids
estimated by gene-centromere recombination rates. Aquaculture, 43: 413-420.

APROMAR. (2014). La Acuicultura en Espana. Asociacion empresarial de productores de
cultivos marinos de Espana. Fundacion Observatorio Espafiol de Acuicultura Ediciones,
Madrid, 91 pp.

Arai, K. (2000). Chromosome Manipulation in Aquaculture: Recent Progress and Perspective.
Jap. Aquacult. Soc., 48: 295-303.

Arana, S., Tabata, Y.A., Sabino, M., Rigolino, M.G. & Hernandez-Blazquez, F.J. (2002).
Differential effect of chronic aflatoxin B1 intoxication on the growth performance and

incidence of hepatic lesions in triploidand diploid rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Arch. Med. Vet., 34: 253-263.

Aubourg, S.P., Losada, V. & Prego, R. (2007). Distribution of lipids and trace minerals in
different muscle sites of farmed and wild turbot (Psetta maxima). Int. J. Food Sci. Tech.,
42: 1456-1464.

Ayala, M.D., Santaella, M., Martinez, C., Periago, M.J., Blanco, A., Vazquez, J.M. & Lopez-
Albors, O. (2011). Muscle tissue structure and flesh texture in gilthead sea bream (Sparus

aurata L.) fillets preserved by refrigeration and by vacuum packaging. LWT Food Sci.
Technol., 44: 1098-1106.

Baeverfjord, G., Helland, S. & Hough, C. (2009). Control of malformation in fish
aquaculture. Science and Practice. Federation of European aquaculture Producers (Ed).
Liege, 149 pp.

Ballarin, L., Dall’Oro, M., Bertotto, D., Libertini, A., Francescon, A. & Barbaro, A. (2004).

Haematological parameters in Umbrina cirrosa (Teleostei, Sciaenidae): A comparison
between diploid and triploid specimens. Comp. Biochem. Physiol., 138A: 45-51.

143



JORGE HERNANDEZ URCERA

Basavaraju, Y., Mair, G.C., Kumar, H.M., Kumar, S.P., Keshavappa, G.Y. & Penman, D. J.
(2002). An evaluation of triploidy as a potencial solution to the problemof precocious
sexual maturation in common carp (Cyprinus carpio) in Karnataka, India. Aquaculture,
204: 407-418.

Beaumont, A., Boudry, P. & Hoare, K. (2010). Triploids and beyond: Why manipulate
ploidy? En: Beaumont, A., Boudry, P. & Hoare, K. (Eds.), Biotechnology and Genetics in
Fisheries and Aquaculture, Wiley-Blackwell, Oxford, UK, pp. 145-160.

Benfey, T.J. & Sutterlin, A.M. (1984). Oxygen utilization by triploid landlocked Atlantic
salmon (Salmo salar L.). Aquaculture, 42: 69-73.

Benfey, T.J., Bosa, P.G., Richardson, N.L. & Donaldson, E.M. (1988). Effectiveness of a
commercial-scale pressure shocking device for producing triploid salmonids. Aquacult.
Engineer., 7: 147-154.

Benfey, T.J., Dye, H.M., Solar, I.I. & Donaldson, E.M. (1989). The growth and reproductive
endocrinology of adult triploid Pacific salmonids. Fish Physiol. Biochem., 6: 113-120.

Benfey, T.J. (1999). The physiology and behaviour of triploid fishes. Rev. Fish. Sci., 7: 39-67.

Benfey, T.J., & Biron, M. (2000). Acute stress response in triploid rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) and brook trout (Salvelinus fontinalis). Aquaculture, 184: 167-
176.

Benfey, T.J. (2001). Use of sterile triploid Atlantic salmon (Salmo salar L.) for aquaculture in
New Brunswick. ICES J. Mar. Sci., 58: 525-529.

Bjornevik, M., Espe, M., Beattie, C., Nortvedt, R. & Kiessling, A. (2004). Temporal variation
in muscle fibre area, gaping, texture, colour and collagen in triploid and diploid Atlantic
salmon (Salmo salar, L.). J. Sci. Food Agric., 84: 530-540.

Blanc, J.M., Poisson, H. &. Vallée, F. (1992). Survival, growth and sexual maturation of the
triploid hybrid between rainbow trout and Arctic char. Aquat. Living. Resour., 5: 15-21.

Blanc, J.M., Maunas, P. & Vallée, F. (2005). Effect of triploidy on paternal and maternal
variance components in brown trout, Salmo trutta. L. Aquac. Res., 36: 1026-1033.

Bonnet, S., Haffray, P., Blanc, J.M., Vallee, F., Vauchez, C., Faure, A. & Fauconneau, B.
(1999). Genetic variation in growth parameters until commercial size in diploid and
triploid freshwater rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and seawater brown trout
(Salmo trutta). Aquaculture, 173: 359-375.

Bouza, C., Sanchez, L. & Martinez, P. (1994). Karyotypic characterization of turbot
(Scophthalmus maximus) with conventional, fluorochrome and restriction endonuclease-
banding techniques. Mar. Biol., 120: 609-613.

144



7. Bibliografia

Bouza, C., Hermida, M., Pardo, B.G., Fernandez, C., Castro, J., Fortes, G.G., Sanchez, L.,
Presa, P., Pérez, M., Sanjuan, A., Comesana, S., Alvarez-Dios, J.A., Calaza, M., Cal, R.,
Piferrer, F. & Martinez, P. (2007). A microsatellite genetic map in the turbot
(Scophthalmus maximus). Genetics, 177: 2457-2467.

Budifio, B., Cal, R.M., Piazzon, M.C. & Lamas, J. (2006). The activity of several components
of the innate immune system in diploid and triploid turbot. Comp. Biochem. Physiol.,
145A:108-113.

Burdge, G.C. & Wootton, S.A. (2002). Conversion of alpha-linolenic acid to
eicosapentaenoic, docosapentaenoic and docosahexaenoic acids in young women. Br. J.
Nutr., 88: 411-420.

Cal, R.M. (2005). Triploidia y ginogénesis en el rodaballo (Scopthalmus maximus L.).
Induccion, verificacion y efectos sobre el crecimiento y la reproduccion. Tesis Doctoral.
Universidad de Vigo, Espana, 201 pp.

Cal, R.M., Vidal, S., Camacho, T., Piferrer, F. & Guitian, F.J. (2005). Effects of triploidy on
turbot haematology. Comp. Biochem. Physiol., 141A: 35-41.

Cal, R.M., Vidal, S., Gomez, C., Alvarez-Blazquez, B., Martinez, P. & Piferrer, F. (2006)
Growth and gonadal development in diploid and triploid turbot (Scophthalmus maximus).
Aquaculture, 251: 99-108.

Cal, R., Terrones, J., Vidal, S., Martinez, P. & Piferrer, F. (2010). Differential incidence of
gonadal apoptosis in triploid-induced male and female turbot (Scophthalmus maximus).
Aquaculture, 307, 3-4.

Carrasco, L., Doroshov, S., Penman, D.J. & Bromage, N. (1998). Long-term, quantitative
analysis of gametogenesis in autotriploid rainbow trout, Oncorhynchus mykiss. J. Reprod.
Fertil., 113: 197-210.

Carrasco, L.A.P. (1998). Citogenética. Master de Acuicultura. Universidad de Las Canarias.
pp-1-31.

Carrillo, M., Bayarri, J. & Zanuy, S. (2007). El control ambiental de la reproduccién de los
peces con especial referencia al control de los ciclos sexuales y de la pubertad en la
lubina. En: La Reproduccion de los peces: Aspectos bdsicos y su aplicacion en
Acuicultura. Carrillo, M. (Ed.), Observatorio Espafol de Acuicultura, Madrid, pp. 173-
233.

Ching, B., Jamieson, S., Heath, J.W., Heath, D.D. & Hubberstey, A. (2010). Transcriptional
differences between triploid and diploid Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha)
during live Vibrio anguillarum challenge. Heredity, 104: 224-234.

Chourrout, D., Chevassus, B., Krieg, F., Happe, A., Burger, G. & Renard, P. (1986).

Production of second generation triploid and tetraploid rainbow trout by mating tetraploid
males and diploid females-potential of tetraploid fish. Theor. Appl. Gen., 72: 193-206.

145



JORGE HERNANDEZ URCERA

Cimino, M.C. (1972). Meiosis in triploid all-female fish (Poeciliopsis, Poeciliidae). Science,
175: 1484-1486.

Codier, M., Brichon, G., Weber, J.M. & Zwingelstein, G. (2002). Changes in the fatty acid
composition of phospholipids in tissues of farmed sea bass (Dicentrarchus labrax) during

an annual cycle. Roles of environmental temperature and salinity. Comp. Biochem.
Physiol., 133B: 281-288.

Correa, K., Filp, M., Cisterna, D., Cabrejos, M.E., Gallardo-Escérate, C. & Yafez, J.M.
(2014). Effect of triploidy in the expression of immune-related genes in coho salmon
Oncorhynchus kisutch (Walbaum) infected with Piscirickettsia salmonis. Aquac. Res.,
doi:10.1111/are.12584.

Cunado, N., Terrones, J., Sanchez, L., Martinez, P. & Santos, J.L. (2002). Sex-dependent
synaptic behaviour in triploid turbot, (Scophthalmus maximus) (Pisces, Scophthalmidae).
Heredity, 89: 460-464.

Davie, P.S. & Sparksman, R.I. (1986). Burn tuna: an ultrastructural study of post-mortem
changes in muscle of yellowfin tuna (Thunnus albacares) caught on rod and reel and
southern bluefin tuna (Thunnus maccoyii) caught on handline or longline. J. Food Sci.,
51: 1122-1129.

Delbarre-Ladrat, C., Chéret, R., Taylor, R. & Verrez-Bagnis, V. (2006). Trends in post-
mortem aging in fish: understanding of proteolysis and disorganization of the
myofibrillar structure. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 46: 409-421.

Donaldson, E.M., Devlin, R.H., Solar, LI & Piferrer, F. (1993). The reproductive
containment of genetically altered salmonids. En: Genetic Conservation of Salmonid
Fishes, Cloud, J.G. & Thorgaard, G.H (Eds), Plenum Press, Nueva York, pp. 113-129.

Dorafshan, S., Kalbassi, M.R., Pourkazemi, M., Amiri, B.M. & Karimi, S.S. (2008). Effects
of triploidy on the Caspian salmon Salmo trutta caspius haematology. Fish Physiol.
Biochem., 34: 195-200.

Dunham, R.A. (2004). Aquaculture and Fisheries Biotechnology. Genetic Approaches. CAB
International, Wallingford, 372 pp.

Ellis, T., Howell, B.R. & Hayes, J. (1997). Morphological differences between wild
hatcheryreared turbot. J. Fish Biol., 50: 1124-1128.

Estoup, A., Gharbi, K., San Cristobal, M., Chevalet, C., Haffray, P. & Guyomard, R. (1998).
Parentage assigmament using microsatellites in turbot (Scophthalmus maximus) and
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) hatchery populations. Can. J. Fish. Aquat. Sci., 55:
715-725.

FAO. (2009). Cultured aquatic species fact sheets. Psetta maxima (Linnaeus, 1758)
[Scophthalmidae]. Fao.org.

146



7. Bibliografia

FAO. (2014). The State of World Fisheries and Aquaculture: Opportunities and challenges.
Rome. 243 pp.

Fauconneau, B., Alami-Durante, H., Laroche, M., Marcel, J. & Vallot, D. (1995). Growth and
meat quality relations in carp. Aquaculture, 129: 265-297.

Feindel, N.J., Benfey, T.J. & Trippel, E.D. (2010). Competitive spawning success and fertility
of triploid male Atlantic cod Gadus morhua. Aquacult. Environ. Interact., 1: 47-55.

Felip, A., Zanuy, S., Carrillo, M., Martinez, G., Ramos, J. & Piferrer, F. (1997). Optimal
conditions for the induction of triploidy in the sea bass (Dicentrarchus labrax L.).
Aquaculture, 152: 287-298.

Felip, A. (2000a). Induccion de la triploidia y la ginogénesis en la lubina (Dicentrarchus
labrax L.). Efectos sobre el crecimiento y la fisiologia reproductiva. Tesis Doctoral.
Universidad de Valencia, Espaia, 263 pp.

Felip, A., Zanuy, S., Carrillo, M. & Piferrer, F. (2001a). Induction of triploidy and
gynogenesis in teleosts fish with emphasis on marine species. Genetica, 111: 175-195.

Felip, A., Piferrer, F., Zanuy, S. & Carrillo M. (2001b). Comparative growth performance of
diploid and triploid European sea bass over the first four spawning seasons. J. Fish Biol.,
58: 76-88.

Felip, A., Zanuy, S. & Carrillo, M. (2006). Comparative analysis of growth performance and
sperm motility between precocious and non-precocious males in the European sea bass
(Dicentrarchus labrax, L.). Aquaculture, 256: 570-578.

Fernandez-Pato, C., Martinez-Tapia, C., Sanchez, J., Vazquez, E., Blanco, G., Criado A. &
Gonzalez, J. (1998). Comparison of growth, survival and body composition of diploid
and triploid specimens of turbot (Scophthalmus maximus) to first sexual maturity. Spec.
Publ. Eur. Aquac. Soc., 26: 80-81.

Fjelldal, P.G. & Hansen, T. (2010). Vertebral deformities in triploid Atlantic salmon (Salmo
salar L.) underyearling smolts. Aquaculture, 309: 131-136.

Fjelldal, P.G., Lock, E.-J., Hansen, T., Wargelius, A., El-Mowafi, A. & Ornsrud, R. (2011).
Extra dietary phosphorous prevents vertebral deformities in triploid Atlantic salmon
(Salmo salar L.) smolts. Interdisciplinary Approach in Fish Skeletal Biology Second
Meeting, meeting abstract, p. 33, 26-28 April, Tavira, Portugal.

Fjelldal, P.G., Hansen, T.J., Lock, E.-J., Wargelius, A., Fraser, T.W.K., Sambraus, F., El-
Mowafi, A., Albrektsen, S., Waagbg, R. & Ornsrud, R. (2015). Increased dietary
phosphorous prevents vertebral deformities in triploid Atlantic salmon (Salmo salar L.).
Aquacult. Nutr., doi: 10.1111/anu.12238.

147



JORGE HERNANDEZ URCERA

Flajshans, M., Psenicka, M., Rodina, M. & Tesitel, J. (2011). Image cytometric measurements
of diploid, triploid and tetraploid fish erythrocytes in blood smears reflect the true
dimensions of live cells. Cell Biol. Int., 35: 67-71.

Forés, R., Iglesias, J., Olmedo, M., Sanchez, F.J. & Peleteiro, J.B. (1988). Induction of
spawning in turbot (Scophthalmus maximus L.) by sudden change in photoperiod.
Aquacult. Engineer., 9: 357-366.

Fraser, T.W K., Fjeldall, P.G., Hansen, T. & Mayer, 1. (2012a). Welfare considerations of
triploid fish. Rev. Fish. Sci., 20: 192-211.

Fraser, T.W.K., Ronneseth, A., Haugland, G.T., Fjelldal, P.G., Mayer, 1. & Wergeland, H.I.
(2012b). The effect of triploidy and vaccination on neutrophils and B-cells in the
peripheral blood and head kidney of 0+ and 1+ Atlantic salmon (Sa/mo salar L.) post-
smolts. Fish Shellfish Immunol., 33: 60-66.

Fraser, T.W.K., Fleming, M.S., Poppe, T.T., Hansen, T. & Fjelldal P.G. (2014). The effect of
ploidy and incubation temperature on survival and the prevalence of aplasia of the septum
transversum in Atlantic salmon, Salmo salar L. J. Fish Dis., 37: 189-200.

Fraser, T.W.K., Mayer, 1., Hansen, T., Poppe, T.T., Skjeraasen, J.E., Koppang, E.O. &
Fjelldal, P.G. (2015). Vaccination and triploidy increase relative heart weight in farmed
Atlantic salmon, Salmo salar L. J. Fish Dis., 38: 151-160.

Frenzl B., Migaud H., Fjelldal P.G., Shinn A.P., Taylor J.F., Richards R.H., Glover K.A.,
Cockerill D. & Bron J.E. (2014). Triploid and diploid Atlantic salmon show similar

susceptibility to infection with salmon lice Lepeophtheirus salmonis. Pest. Manag. Sci.,
70: 982-988.

Galbreath, P.F., Jean, W.S., Anderson, V. & Thorgaard, G. H. (1994). Freshwater
performance of all-female diploid and triploid Atlantic salmon. Aquaculture, 128: 41-49.

Garner, S.R., Madison, B.N., Bernier, N.J. & Neff, B.D. (2008). Juvenile growth and
aggression in diploid and triploid Chinook salmon Oncorhynchus tshawytscha
(Walbaum). J. Fish Biol., 73: 169-185.

Gillet, C., Vauchez, C. & Haffray, P. (2001). Triploidy induced by pressure shock in Artic
charr (Salvelinus alpinus): Growth, survival and maturation until the third year. Aquat.
Living Resour., 14: 327-334.

Gold, J.R. & Avise, J.C. (1976). Spontaneous triploidy in the California roach, Hesperoleucus
symmetricus (Pisces: Cyprinidae). Cytogenet. Cell. Genet., 17: 144-149.

Grimmett, S.G., Chalmers, H.J., Wolf, J.C. & Bowser, P.R. (2011). Spinal deformity in
triploid grass carp Ctenopharyngodon idella (Valenciennes). J. Fish Dis., 34: 217-225.

Haffray, P., Lebegue, E., Jeu, S., Guennoc, M., Guiguen, Y., Baroiller, J.F. & Fostier, A.
(2009). Genetic determination and temperature effects on turbot Scophthalmus maximus

148



7. Bibliografia

sex differentiation: an investigation using steroid sex-inverted males and females.
Aquaculture, 294: 30-36.

Harris, J. & Bird, D.J. (2000). Modulation of the fish immune system by hormones. Vet.
Immunol. Immunopathol., 77: 163-176.

Hatae, K., Yoshimatsu, F. & Matsumoto, J.J. (1990). Role of muscle fibres in contributing
firmness of cooked fish. J. Food Sci., 55: 693-696.

Holmefjord, I. & Refstie, T. (1997). Induction of triploidy in Atlantic halibut by temperature
shocks. Aquacult. Int., 5: 169-173.

Howell, B.R., Baynes, S.M. & Thompson, D. (1995). Progress towards the identification of
the sex determining mechanism of the Solea solea (L.), by induction of diploid
gynogenesis. Aquacult. Res., 26: 135-140.

Hurling, R., Rodell, J.B. & Hunt, H.D. (1996). Fibre diameter and fish textural. J. Texture
Stud., 27: 679-685.

Hussain, M.G., Rao, G.P.S., Humayun, N.M., Randall, C.F., Penman, D.J., Kime, D.,
Bromage, N.R., Myers, J.M. & McAndrew, B.J. (1995). Comparative performance of
growth, biochemical composotion and endocrine profiles in diploid and triploid tilapia
Oreochromis niloticus L. Aquaculture, 138: 87-97.

Ihssen, P.E., McKay, L.R., McMillan, I. & Phillips, R.B. (1990). Ploidy manipulation and
gynogenesis in fishes: cytogenetic and fisheries applications. Tran. Am. Fish. Soc., 119:
698-717.

Imsland, A K., Folkvord, A., Grung, G.L. & Stefansson, S.O. (1997). Sexual dimorphism in
growth and maturation of turbot Scophthalmus maximus (Rafinesque, 1810). Aquacult.
Res., 28: 101-114.

Inada, Y. & Taniguchi, N. (1991). Spawning behaviour and after-spawning survival in
induced triploid ayu Plecoglossus altivelis. Nippon Suis. Gak., 57: 2265-2269.

Jhingan, E., Devlin, R.H. & Iwama, G.K. (2003). Disease resistance, stress response and
effects of triploidy in growth hormone transgenic coho salmon. J. Fish Biol., 63: 806-
823.

Johnson, R.M., Shrimpton, J.M., Heath, J.W. & Heath, D.D. (2004). Family, induction
methodology and interaction effects on the performance of diploid and triploid chinook
salmon (Oncorhynchus tshawytscha). Aquaculture, 234: 123-142.

Johnson, R.M., Shrimpton, J.M., Cho, G.K. & Heath, D.D. (2007). Dosage effects on

heritability andmaternal effects in diploid and triploid Chinook salmon (Oncorhynchus
tshawytscha). Heredity, 98: 303-310.

149



JORGE HERNANDEZ URCERA

Johnston, [.A., Strugnell, G., McCracken, M.L. & Johnstone, R. (1999). Muscle growth and
development in normal-sex-ratio and all-female diploid and triploid Atlantic salmon. J.
Exp. Biol., 202: 1991-2016.

Johnston, .A., Alderson, R., Sandham, C., Dingwall, A., Mitchell, D., Selkirk, C., Nickell,
D., Baker, R., Robertson, B., Whyte, D. & Springate, J. (2000). Muscle fibre density in
relation to the colour and textural of smoked Atlantic salmon (Salmo salar L.).
Aquaculture, 189: 335-349.

Johnston, I.A. (2006). Environment and plasticity of myogenesis in teleost fish. J. Exp. Biol.,
209: 2249-2264.

Johnstone, R. (1985). Induction of triploidy in Atlantic salmon by heat shock. Aquaculture,
49: 133-139.

Johnstone, R. & Stet, R.J.M. (1995). The production of gynogenetic Atlantic salmon, (Salmo
salar L.). Theor. Appl. Genet., 90: 819-826.

Jones, A. (1972). Marine fish farming: An examination of the factors to be considered in the
choice of species. Lab. Leafl. Fish (New Ser.). Min. Agric. Fish. Food, 16 pp.

Jungalwalla, P.J. (1991). Production of non-maturing Atlantic salmon in Tasmania. Can.
Tech. Rep. Fish. Aquat. Sci., 1789: 47-57.

Khan, A.H., Ali, M., Biaswas, S.K. & Hadi, D.A. (1987). Trace elements in marine fish from
the bay of Bengal. Sci. Total Environ., 61: 121-130.

Kjorsvic, E., Mangor-Jensen, A. & Holmefjord, I. (1989). Egg quality in marine fishes. Adv.
Mar. Biol., 26: 71-113.

Konovalov, D.A., Manning, C. & Henshaw, M.T. (2004). KINGROUP: a program for
pedigree relationship reconstruction and kin group assignments using genetic markers.
Mol. Ecol. Notes, 4: 779-782.

Krisfalusi, M. & Cloud, J.G. (1999). Gonadal sex reversal in triploid rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). J. Exp. Biol., 284: 466-472.

Kusuda, R., Salati, F., Hamaguchi, M. & Kawai, K. (1991). The effect of triploidy on
phagocytosis, leucocyte migration, antibody and complement levels of ayu, Plecoglossus
altivelis. Fish Shellfish Immunol., 1: 243-249.

Lal, S.P. (1995). Macro and trace elements in fish and shellfish. En A. Ruiter (Ed.), Fish and
fishery products: composition, nutritive properties and stability. CAB International,

Wallingford, pp. 187-214.

Le Comber, S.C. & Smith, C. (2004). Polyploidy in fishes: patterns and processes. Biol. J.
Linnean Soc., 82: 431-442.

150



7. Bibliografia

Leary, R.F., Allendorf, F.W., Knudsen, K.L, & Thorgaard, G.H. (1985). Heterozygosity and
developmental stability in gynogenetic diploid and triploid rainbow trout. Heredity, 54:
219-225.

Leclercq, E., Taylor, J.F., Fison, D., Fjelldal, P.G., Diez-Padrisa, M., Hansen, T. & Migaud,
H. (2011). Comparative seawater performance and deformity prevalence in out-of-season

diploid and triploid Atlantic salmon (Sa/mo salar) post-smolts. Comp. Biochem. Physiol.,
158A: 116-125.

Luckenbach, J.A., Godwin, J., Daniels, H.V., Beasley, J.M., Sullivan, C.V. & Borski, R.J.
(2004). Induction of diploid gynogenesis in southern flounder (Paralichthys lethostigma)
with homologous and heterologous sperm. Aquaculture, 237: 499-516.

Madsen, L., Arnbjerg, J. & Dalsgaard, 1. (2000). Spinal deformities in triploid all-female
rainbowtrout (Oncorhynchus mykiss). Bull. Eur. Ass. Fish Pathol., 20: 206-208.

Magadan, S., Hernandez-Urcera, J. & Cal, R. (2009). Incremento de la apoptosis durante el
desarrollo embrionario en rodaballo (Scophthalmus maximus L.) triploides. XII Congreso
Nacional de Acuicultura. Madrid.

Manning, A.J., Burton, M.P. & Crim, L.W. (2004). Reproductive evaluation of triploid
yellowtail flounder, Limanda ferruginea (Storer). Aquaculture, 242: 625-640.

Martinez, C., Miranda, J.M., Nebot, C., Rodriguez, J.L., Cepeda, A. & Franco, C.M. (2010).
Differentiation of farmed and wild turbot (Psetta maxima): proximate chemical

composition, fatty acid profile, trace minerals and antimicrobial resistance of contaminant
bacteria. Food. Sci. Technol. Int., 16: 435-441.

Martinez, P., Hermida, M., Pardo, B.G., Fernandez, C., Castro, J., Cal, R. M., Alvarez-Dios,
J.A., Goémez-Tato, A. & Bouza, C. (2008). Centromere-linkage in the turbot
(Scophthalmus maximus) through half-tetrad analysis in diploid meiogynogenetics.
Aquaculture, 280: 81-88.

Martinez, P., Bouza, C., Hermida, M., Fernandez, J., Toro, M. A., Vera, M., Pardo, B.,
Millan, A., Fernandez, C., Vilas, R., Vinas, A., Sanchez, L., Felip, A., Piferrer, F.,
Ferreiro, I. & Cabaleiro, S. (2009). Identification of the major sex-determining region of
turbot (Scophthalmus maximus). Genetics, 183: 1443-1452.

Martinez-Ruiz, N., Piferrer, F., Cal, R. & De Juan, J. (2009). Triploid impairs retinal
plasticity in turbots. Association for Research in vision and Ophthalmology (ARVO),
Annual Meeting. Florida, USA.

Maxime, V. (2008). The physiology of triploid fish: Current knowledge and comparisons with
diploid fish. Fish Fish.,9: 67-78.

McGreachy, S.A., O'Flynn, F.M., Benfey, T.J. & Friars, G.W. (1996). Saltwater performance

of triploid Atlantic salmon in New Brunswick aquaculture. Bull. Aqua. Assoc. Can., 96:
24-28.

151



JORGE HERNANDEZ URCERA

Molina-Luzon, M.J., Lopez, J.R., Robles, F., Navajas-Pérez, R., Ruiz-Rejon, C., De la
Herran, R., Navas, J.I. (2015). Chromosomal manipulation in Senegalese sole (Solea
senegalensis Kaup, 1858): induction of triploidy and ginogénesis. J. Appl. Genet., 56: 77-
84.

Myers, J.M., & Hershberger, W.K. (1991). Early growth and survival of heat-shocked and
tetraploid-derived triploid rainbow-trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture, 96: 97-
107.

Ofstad, R., Egelandsdal, B., Kidman, S., Myklebust, R., Olsen, R.L. & Hermansson, A.M.
(1996). Liquid loss as affected by post mortem ultrastructural changes in fish muscle: cod
(Gadus morhua, L.) and salmon (Salmo salar). J. Sci. Food Agric., 71: 301-312.

Ojolick, E.J., Cusack, R., Benfey, T.J. & Kerr, S.R. (1995). Survival and growth of all-female
diploid and triploid rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) reared at chronic high
temperature. Aquaculture, 131: 177-187.

Okada, H. (1985). Studies on the artificial sex control in rainbow trout, Salmo gairdneri. Sci.
Rep. Hokkaido Fish Hatchery, 40: 1-49.

Oppedal, F., Taranger, G.L. & Hansen, T. (2003). Growth performance and sexual maturation
in diploid and triploid Atlantic salmon (Salmo salar L.) in seawater tanks exposed to
continuous light or simulated natural photoperiod. Aquaculture, 215: 145-162.

Opstad, L., Fjelldal, P.G., Karlsen, @., Thorsen, A., Hansen, T.J. & Taranger, G.L. (2013). The
effect of triploidization of Atlantic cod (Gadus morhua L.) on survival, growth and
deformities during early life stages. Aquaculture, 388: 54-59.

Ozerov, M.Y., Lumme, J., Pdkk, P., Rintamiki, P., Zietara, M.S., Barskaya, Y., Lebedeva, D.,
Saadre, E., Gross, R., Primmer, C.R. & Vasemaégi, A. (2010). High Gyrodactylus salaris
infection rate in triploid Atlantic salmon Salmo salar. Dis. Aquat. Organ., 91: 129-136.

Pala, 1., Coelho, M.M. & Schartl, M. (2008). Dosage compensation by genecopy silencing in
a triploid hybrid fish. Curr. Biol., 18: 1344-1348.

Periago, M.J., Ayala, M.D., Lopez-Albors, O., Abdel, 1., Martinez, O., Garcia-Alcazar, A.,
Ros, G. & Gil, F. (2005). Muscle cellularity and flesh quality of wild and farmed sea bass
Dicentrarchus labrax L. Aquaculture, 249: 175-188.

Peruzzi, S., Rudolfsen, G., Primicerio, R., Frantzen, M. & Kauric, G. (2009). Milt
characteristics of diploid and triploid Atlantic cod (Gadus morhua L.). Aquac. Res., 40:
1160-1169.

Peruzzi, S., Jobling, M., Falk-Petersen, 1.-B., Lein I. & Puvanendran, V. (2013). Gut

morphology of diploid and triploid Atlantic cod, Gadus morhua. J. Appl. Ichthyol., 29:
1104-1108.

152



7. Bibliografia

Peruzzi, E., Hagen, @. & Jobling, M. (2015). Gut morphology of diploid and triploid Atlantic
salmon (Salmo salar L.). Aquacult. Int., 23: 1105-1108.

Piferrer, F., Cal, R.M., Alvarez-Blazquez, B., Sanchez, L. & Martinez, P. (2000). Induction of
triploidy in the turbot (Scophthalmus maximus) 1. ploidy determination and the effects of
cold schoks. Aquaculture, 188: 79-90.

Piferrer, F., Cal, R M., Gémez, C., Bouza, C. & Martinez, P. (2003). Induction of triploidy in
the turbot (Scophthalmus maximus). 11. Effects of cold shock timing and induction of
triploidy in a large volume of eggs. Aquaculture, 220: 821-831.

Piferrer, F., Cal, R.M., Gémez, C., Alvarez-Blazquez, B., Castro, J. & Martinez, P. (2004).
Induction of gynogenesis in the turbot (Scophthalmus maximus): Effects of UV

irradiation on sperm motility, the Hertwig effect and viability during the first 6 months of
age. Aquaculture, 238: 403-419.

Piferrer, F., Felip, A. & Cal, R.M. (2007). Induccion de la triploidia y la ginogénesis para la
obtencion de peces estériles y poblaciones monosexo en acuicultura. En: Espinosa, J.
(Ed.), Genética y Genomica en Acuicultura, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Madrid, pp. 401-472.

Piferrer, F., Beaumont, B., Falguic¢re, C.J., Flajshans, C., Haffray, D.M. & Colombo, L.
(2009). Polyploid fish and shellfish: Production, biology and applications to aquaculture
for performance improvement and genetic containment. Aquaculture, 293: 125-156.

Poontawee, K., Werner, C., Mueller-Belecke, A., Hoerstgen-Schwark, G. & Wicke, M.
(2007). Flesh qualities and muscle fiber characteristics in triploid and diploid rainbow
trout. J. Appl. Ichthyol., 23: 273-275.

Powell, M.D., Jones, M.A. & Lijalad, M. (2009). Effects of skeletal deformities on swimming
performance and recovery from exhaustive exercise in triploid Atlantic salmon. Dis.
Aquat. Organ., 85: 59-66.

Pradeep, P.J., Srijaya, T.C., Papini, A. & Anil, C.H. (2012). Effects of triploidy induction on
growth and masculinization of red tilapia [Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) x

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)]. Aquaculture, 344: 181-187.

Purdom, C.E. (1972). Induced polyploidy in plaice (Pleuronectes platessa) and its hybrid with
the flounder (Platichthys flesus). Heredity, 29: 11-24.

Queller, D.C. & Goodnight, K.F. (1989). Estimating relatedness using genetic markers.
Evolution, 43: 258-275.

Rathmell, J.C. & Thompson, C.B. (2002). Pathways of apoptosis in lymphocyte development,
homeostasis, and disease. Cell, 109: 97-107.

153



JORGE HERNANDEZ URCERA

Sadler, J., Pankhurst, P.M. & King, H.R. (2001). High prevalence of skeletal deformity and
reduced gill surface area in triploid Atlantic salmon (Salmo salar L.). Aquaculture, 198:
369-386.

Sanchez-Rodriguez, M. (1975). Contribution a 1’étude de l’insemination artificielle de la
truite (Salmo gairdneri): les possibilités de manipulation des gameétes et de conservation
du sperme. DEA Physiology et Reproduction, Universidad Paris VI, Paris, 86 pp.

Schathauser-Smith, D. & Benfey, T.J. (2003). In vitro steroid production by triploid ovarian
follicles. Gen. Comp. Endocrinol., 133: 279-286.

Schreck, C.B., Contreras-Sanchez, W. & Fitzpatrick, M.S. (2001). Effects of stress on fish
reproduction, gamete quality, and progeny. Aquaculture,197: 3-24.

Shrimpton, J.M., Sentlinger, A.M.C., Heath, J.W., Devlin, R.H. & Heath, D.D. (2007).
Biochemical and molecular differences in diploid and triploid ocean-type chinook salmon
(Oncorhynchus tshawytscha) smolts. Fish Physiol. Biochem., 33: 259-268.

Sigurgisladottir, S., Sigurgisladottir, M.S., Ingvarsdottir, H., Torrissen, O.J. & Hafsteinsson,
H. (2001). Microstructure and texture of fresh and smoked Atlantic salmon, Salmo salar
L., fillets from fish reared and slaughtered under different conditions. Aquac. Res., 32:
842-848.

Slater, C.H. & Schreck, C.B. (1997). Physiological levels of testosterone kill salmonid
leukocytes in vitro. Gen. Comp. Endocrinol., 106: 113-119.

Small, S.A., & Benfey, T.J. (1987). Cell-size in triploid salmon. J. Exp. Zool., 241: 339-342.

Suresh, A.V. & Sheehan, R.J. (1998). Muscle fiber growth dynamics in diploid and triploid
rainbow trout. J. Fish Biol., 52: 570-587.

Sutterlin, A.M., Holder, J. & Benfey, T.J. (1987). Early survival and subsequent
morphological ~ abnormalities in  landlocked  anadromous and  hybrid

(landlockedxanadromous) diploid and triploid Atlantic salmon. Aquaculture, 64: 157-
164.

Sutterlin, A.M. & Collier, C. (1991). Some observation on the commercial use of triploid
rainbow trout and Atlantic salmon in Newfoundland, Canada. Can. Tech. Rep. Fish.
Aquat. Scie., 1789: 89-96.

Svobodova, Z., Flajshans, M., Kolarova, J., Modra, H., Svoboda, M. and & Vajcova, V.
(2001). Leukocyte profiles of diploid and triploid tench, Tinca tinca L. Aquaculture, 198:
159-168.

Swarup, H. (1959). Effect of triploidy on the body size, general organization and cellular
structure in Gasterosteus acuelatus (L.). J. Genet., 56: 141-155.

154



7. Bibliografia

Taboada, X., Hermida, M., Pardo, B.G., Vera, M., Piferrer, F., Vifias, A., Bouza, C. &
Martinez, P. (2014). Fine mapping and evolution of the major sex determining region in
turbot (Scophthalmus maximus). G3, 4: 1871-1880.

Taranger, G.L., Carrillo, M., Schulz, R.W., Fontaine, P., Zanuy, S., Felip, A., Weltzien, F.A.,
Dufour, S., Karlsen, @., Norberg, B., Andersson, E. & Hansen, T. (2010). Control of
puberty in farmed fish. Gen. Comp. Endocrinol., 165: 483-515.

Tave, D. (1993a). Growth of triploid and diploid bighead carp, Hypophthalmichthys nobilis. J.
Appl. Aquac., 2: 13-25.

Tave, D. (1993b). Review of basic genetics. En: Genetics for Fish Hatchery Managers (2*
ed.), Van Nostrand Reinhold, New York, pp. 415.

Taylor, J.F., Preston, A.C., Guy, D. & Migaud, H. (2011). Ploidy effects on hatchery survival,
deformities, and performance in Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture, 315: 61-68.

Taylor, J.F., Sambraus, F., Mota-Velasco, J., Guy, Hamilton, A., Hunter, D., Corrigan, D. &
Migaud, H.R. (2013). Ploidy and family effects on Atlantic salmon (Sal/mo salar) growth,

deformity and harvest quality during a full commercial production cycle. Aquaculture,
410: 41-50.

Taylor, R.G., Fjaera, S.O. & Skjervold, P.O. (2002). Salmon fillet texture is determined by
myofiber-myofiber and myofiber-myocommata attachment. Food Chem. Toxicol., 67:
2067-2071.

Terrones, J. (2002). Analisis morfologico y funcional del desarrollo gonadal y del crecimiento
en el rodaballo (Scophthalmus maximus) diploide vs triploide. Tesis Doctoral.
Universidad de Santiago de Compostela.

Thorgaard, G.H. & Gall, A.C. (1979). Adult triploids in a rainbow trout family. Genetics, 93:
961-973.

Thorgaard, G.H., Rabinovitch, P.S., Shen, M.W., Gall, G.A.E., Propp, J. & Utter, F.M.
(1982). Triploid rainbow trout identified by flow cytometry. Aquaculture, 29: 305-309.

Thorgaard, G.H. (1983). Chromosome set manipulation and sex control in fish, pp. 405-434
en Fish Physiology, Vol. IXB, editado por W. H. Hoar, D. J. Randall, & E. M.

Donaldson. Academic Press, Nueva York.

Thorgaard, G.H., Arbogast, D.N., Hendricks, J.D., Pereira, C.B. & Bailey, G.S. (1999).
Tumor suppression in triploid trout. Aquat. Toxicol., 46: 121-126.

Thorpe, J.E. (2004). Life history responses of fishes to culture. J. Fish Biol., 65: 263-285.

Tiwary, B.K., Kirubagaran, R. & Ray, A.K. (2004). The biology of triploid Fish. Rev. Fish.
Biol., 14: 391-402.

155



JORGE HERNANDEZ URCERA

Tiwary, B.K. & Ray, A.K. (2004). Alterations in air-sac and skeleton of triploid
Heteropneustes fossilis. J. Fish Biol., 64: 268-272.

Toro, M.A., & Loépez-Fanjul, C. (1998). Recent advances in animal breeding theory and its
possible application in aquaculture. Cah. Opt. Med., 34: 31-45.

Trotter, J. (2000). WINMDI®©. Version 2.9. La Jolla: The Scripps Research Institute.

Utter, F.M., Johnson, O.W., Thorgaard, G.H. & Rabinovitch, P.S. (1983). Measurement and
potential applications of induced triploidy in Pacific salmon. Aquaculture, 35: 125-135.

Uysal, K., Emre, Y. & Kose, E. (2008). The determination of heavy metal accumulation ratios
in muscle, skin and gills of some migratory fish species by inductively coupled plasma-
optical emission spectrometry (ICP-OES) in Beymelek Lagoon (Antalya/Turkey).
Microchem. J., 90: 67-70.

Vézquez, E., Fernandez-Pato, C., Martinez-Tapia, 1., Blanco G. & Sanchez, J.A. (1996).
Rapid flow cytometry method for triploidy determination in turbot (Scophthalmus
maximus L.). ICES C.M./F:8, 9pp.

Vézquez, E., Fernandez-Pato, C., Martinez-Tapia, 1., Blanco, G. & Sanchez, J.A. (1998).
Triploid induction in turbot (Scophthalmus maximus L.) using temperature shocks. Spec.
Publ. Eur. Aquac. Soc., 26: 268-269.

Wagner, E.J., Arndt, R.E., Routledge, M.D., Latremouille, D. & Mellenthin, R.F. (2006).
Comparison of hatchery performance, agonistic behavior, and poststocking survival
between diploid and triploid rainbow trout of three different Utah strains. N. Am. J.
Aquacult., 68: 63-73.

Walsh, P.S., Metzger, D.A. & Higuchi, R. (1991). Chelex® 100 as a medium for simple
extraction of DNA for PCR-based typing from forensic material. Biotechniques, 10: 506-
513.

Watanabe, T., Tamiya, T., Oka, A., Hirata, C., Kitajima, C. & Fujita, S. (1983). Improvement
of dietary value of live foods for fish larvae by feeding them on -3 highly unsaturated
fatty acids and fat-soluble vitamins. Bull. Jap. Soc. Sci. Fish., 50: 1015-1022.

Weatherley, A.H., Gill, H.S. & Rogers, S.C. (1979). Growth dynamics of muscle fibres, dry
weight, and condition in relation to somatic growth rate in yearling rainbow trout (Sa/mo
gairdneri). Can. J. Zool., 57: 2385-2392.

Werner, C., Poontawee, K., Mueller-Belecke, A., Hoerstgen-Schwark, G. & Wicke, M.
(2008). Flesh characteristics of pan-size triploid and diploid rainbow trout (Oncorhynchus

mykiss) reared in a commercial fish farm. Arch. Tierz.-Arch. Anim. Breeding, 51: 71-83.

Yamamoto, A. & lida, T. (1995a). Bacterial activity of serum of all-female triploid rainbow-
trout. Fish Pathol., 30: 123-124.

156



7. Bibliografia

Yamamoto, A. & lida, T. (1995b). Non-specific defense activities of triploid rainbow trout.
Fish Pathol., 20: 123-124.

Yamamoto, A. & Ilida, T. (1995c). Susceptibility of triploid rainbow-trout to IHN,
furunculosis and vibriosis. Fish Pathol., 30: 69-70.

Yamamoto, E. (1999). Studies on sex- manipulation and production of cloned populations in
hirame (Paralichthys olivaceus) (Temminck & Schlegel). Aquaculture, 173: 235-246.

You, F., Liu, J.,, Wang, X., Xu, Y., Huang, R. & Zhang, P. (2001). Study of embryonic
development and early growth of triploid and gynogenetic diploid left-eye flounder,
(Paralichthys olivaceus). Chin. J. Oceanol. Limnol., 19: 147-151.

Zanuy, S., Carrillo, M., Felip, A., Rodriguez, L., Blazquez, M., Ramos J. & Piferrer, F.

(2001). Genetic, hormonal and environmental approaches for the control of reproduction
in the European sea bass (Dicentrarchus labrax, L.). Aquaculture, 202: 187-203.

157






3. ANEXO






8. ANEXO
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Justificacion

La induccion a la triploidia en pe normalmente produce esterilidad, por lo-quel en algunas
especies esta técnica es utilizada para prevenir los efectos negativos que sobre el crecimiento,
y la calidad de la carne del pez se producen durante el proceso de reproduccion:(Caltet als
2006). Sin embargo, para que los peces triploides sean adecuados para |a acticuliurardeben
presentar las mismas caracteristicas nutricionales que los diploides. Lasceltlaridadimusculas
(numero y tamario de las fibras musculares) influye en la textura’delfileieNVSpresenta aran:
plasticidad frente a factores genéticos y ambientales. EI mUsculosblancosrepresentarelimayor
porcentaje del miotomo y, por lo tanto, tiene un papel importaniefpara”parametros: clav en la

calidad de la carne como la textura o el contenido.de protel de: ra et

al. (2011) estudiaron el efecto de la triploidiaeenmls lad musculat S

inmaduros, pero hasta ahora no existia“hingin, eStudieRutilizZandosrodaballos despues dess
-

maduracion ual.

Objetivo

En el presente trabajo se evalia el efecto de ladfiploidia en la celularidad mUsScularsensia
textura y en las caracteristicas nutricionalés deg'rodaballos diploides y triploides'despuesideNa
maduracion sexual.

Material y Mét6dos

Se emplearon 2 lotes de rodaballo def83 meses de edad A diploides (297G 451 cm) 7
triploides (2240 g y 45,3 cm)#procedentes del CentfoNOceanograficordenVigo (IEO)=Eos
individuos triploides se obtuvieron mediante induccion'poFchogquetermicofriorsegun Piferreret
al. (2003). El andlisis de estructura muscular se realizosSegunsiasmetodologiasaplicada por
Hernandez-Urcera et al. (2011).

La textura fue medida envel filete epiaxial craneal usando unFtexturdmetrod(INStron mod. 1044)%
los parametros -de textura derivados del TPAw(analisis degpefil de|al texitifa) elasticidady
firmeza, cohesividadymasticabilidad y.gomosidad fuerop‘€alculados?

Los filetes frescos de los rodaballes diploides y triploides fleron homogenizados ERun Ommi=
mixer para los analisis de humedad; proteina, grasa tetal y conténidoide cenizassTambienise
determind el contenido de acidos grasos por medio de cromatografialiquidarde: gase# lett-
Packard 5890) a partir de la extraccién de los lipidos delasearne™La“proporcionsrelativasde
cada &cido graso en el musculo de rodaballo fue*éXprésada’como porcentajedeos acidos:
grasos totales. L: s de los acidos grasos saturades’(SAFA), los acidos monoinsaturados
(MUFA), los poliin: ntenido total y elfporcentaje entre los &cidos grasos
3 y 6 fue también calculado

Los datos se analizaron con SPSS (version. 15.0)88e realizo-el.analisisydeVarianza (ANOVA}
p<0,05).

- L. &8 ol

| ”
Fusion mioblasto-mioblasto ‘
Formacién de miotubos cortos

A) Produccion de miotubos

Fusion mioblasto-miotubo
Extension de miotubos

Célula madre

pluripotente " Maduracion
fbrilar

e hipertrofia

B) Agregacién nuclear:
Progenitora
Miogénica

(MPC) Progenie MPG

quiescente

Mioblasto
o

FIBRA
MUSCULAR

Fusion mioblasto-fibra muscular

Resultados

Los peces diploides mostraron menor tamafio medio de sus fibras musculares y mayor
densidad fibrilar que los triploides (Tabla 1), lo que indica diferentes mecanismos de
crecimiento entre ambas poblaciones, con mayor hiperplasia en diploides y mayor
hipertrofia en triploides (Figura 1).

Los valores de textura del filete no presentaron diferencias significativas entre ambas
ploidias. Tampoco se observaron diferencias significativas en los parametros fisico-
quimicos analizados (Tabla 1).

‘Tabla 1. Valores medios, desviaciones esténdar y significancia estadistica de los parametros musculares,
texturales, fisico-quimicos y porcentajes de acidos grasos (ns': no significancia estadistica).

Parametros musculares

Digmetro Minimo (um)

Densidad fibrilar (n® fibras/mm?)

Area Epiaxial Transversa M. Blanco (mm?)

9037:2921 | 1318543425 | p<0,001
123,47£2397 | 53784779 | p<0.001
16533132738 | 1658930465 |

Parémetros texturales
Elosticidad (mm) 4514118 4361059

Firmeza (N) 50,43 23,07 49,65+ 13,78
Cohesividad (%) 0,43+0,03 0,39+0,09

Masticabilidad (N mm) 105,43+ 62,04 97,68437,78
Gomosidad (N) 21,5919,26 21,76 5,99
Parémetros fisico-quimicos

71,19%3,47 70,91+ 0,98
1,02£0,07 0930,15
18,22+1,38 18,89+0,82
8,4613,80 9,171,09

27,95£0,54
2973034
42,3320,66
Total w6 (mg/100 g grasa) 7,60%0,41 7,3240,08
Total 3 (mg/100 g grasa) 34,73£0,56 35,6520,28
% w3/w6 0,2240,01 0,21+0,00
PUFA/SAFA 1514005 1,560,01

27,49£0,20
29514031
42,97%0,24

Conclusiones

Referencias

Cal, RM., Vidal, S., Gémez, C.

diploid and triploid turbot (Scophthalmu

Hernand era, J., M.D. Ayala, O. Lépez-Alb
0 tura

greso Nacio X
fish. The Journal of Experimental Biology. 209

on
in teleost

Piferrer, F.. Cal, RM., Gomez, C., Bouza, C., Martinez, P. 2003. Induction of triploidy in the turbot. (Scophthalmus
maximus) Id shock timing and induction of triploidy in a large volume of eggs. Aquacuiture, 220: 821-831

Agradecimientos

Los autores agra t de apoyo técnic anta de inos del IEO de Vigo,
especialmente

163






8. Anexo

Estudio de la celularidad en las diferentes regiones
musculares de rodaballos diploides y triploides,

UNIVERSIDAD DE

Werok € Scophthalmus maximus L.

Summary

GUON 2013~

Material y métodos

Resultados y Discusiéon

v el area transversa del musculo blanco, el tamafio y n®° fibrilares
fueron mayores en las regiones epiaxiales (1 y 3), mientras que la densidad fibrilar
fue mayor en las regiones hipoaxiales (2 y 4) (Figs. 2, 3).

v el tamanio fibrilar fue mayor en la regién epiaxial superior, seguido
de la regién hipoaxial superior (Figs. 2, 3). El 4rea transversa del musculo blanco
mostré una tendencia similar. Sin embargo, la densidad fue mayor en la zona
inferior (regiones 3 y 4), y el n® fibras fue menor en la regién 1.

Estos resultados muestran que la asimetria del cuerpo de esta especie, junto con su
comportamiento natatorio implica variaciones en la distribucién fibrilar en las
distintas regiones musculares, observdndose también una influencia de la ploidia en
tal distribucién.

v se observa que el tamario fibrilar
es mayor en triploides en todas las regiones musculares (1-4), mientras que el n® y
densidad fibrilar es mayor en diploides (Figs. 2, 3), que coincide con los resultados
obtenidos por Hernandez-Urcera et al. (2011, 2013) en la regién epiaxial superior.

v en ambos grupos los parémetros musculares fueron mayores
en hembras (con la excepcién del tamanio fibrilar en triploides) (Fig. 3). El mayor
crecimiento en hembras pone de manifiesto que, en el caso de los triploides, los
machos siguen manteniendo niveles elevados de hormonas con el consiguiente
deterioro asociado a la maduracién gonadal.
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Muscle tissue and Body growth parameters were studied in diploid and triploid 22 months old
turbot (Scophthalmus maximus, L.). Body length and body weight were similar between both
groups. However, other body parameters differed between them, such that gonadosomatic
index, epaxial fillet weight and white muscle transverse area were higher in diploid group,
mainly in female specimens. On the other hand, muscle growth mechanism differed between
both groups, such that muscle fibres size was greater (p<0,001) in triploid specimens,
whereas muscle fibre density was higher in diploid group, thus showing that genetic
differences produced different muscle cellularity in both populations. Firmness values were
higher in diploid than in triploid groups, although such differences were not significant
(p>0,05).

La madurez sexual suele ejercer un efecto negativo sobre el crecimiento de los teledsteos,
por lo que la triploidia, como induce esterilidad, se utiliza para prevenir dicha madurez y asi
mejorar el crecimiento. Trabajos previos en rodaballos triploides (Cal et al., 2006) mostraron
un mayor crecimiento en triploides que en diploides a partir de la maduracién sexual. El tejido
muscular comprende el 60-70% de la masa corporal. La celularidad muscular (nimero .
tamafio de las fibras musculares) influye en la textura del filete (Hatae et al., 1990), "y ™
presenta gran plasticidad frente a factores genéticos y ambientales (Johnston et al., 1999). El
presente trabajo evaltia el efecto de la triploidia en la conformacién corporal y.la celularidad
muscular de rodaballos de 22 meses, préximos a la talla comercial.

Se emplearon 2 lotes de rodaballo de 22 meses: 14 diploides y 14 triploides, procedentes. cQ_
una puesta de reproductores obtenida en junio de 2009 en el Instituto Espariol de.
Oceanografia (Centro Oceanografico de Vigo). En cada ejemplar se midié la-longitud, pedq

corporal e indices hepatosomatico (IHS) y gonadosomatico (IGS), siendo IHS = 100+x (peso”
higado/peso total) e IGS = 100 x (Peso génada/Peso total). Se midié tambiéneLpiso de 8s

lomos superior (epiaxial) e inferior (hipoaxial) y se calculd el % total. de musculo (vlanda);ﬁ -

representa el % comestible. Posteriormente, en cada ejemplar se feal la seccio
transversa en el punto medio de la longitud Standard, para_la_determinacion dd—“qa
Transversa Epiaxial del Masculo Blanco y se obtuvieron 4 bloques mi e [a.zona
epiaxial craneal, que, tras su.congelacién en 2-metilbutano (-80°C) sobre nilrbgeno{ql’ﬂo,
fueron crioseccionados (8um) y tefiidos con Hematoxilina/Eosina. EN“&stas=seccig
midieron el tamaiio y densidad fibrilares, mediante un sistema de analisis de_im:

valores de textura fueron también medidos. Los datos se anal:

15.0). Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA, p<0.05).

C: bloques para cortes (8um) en criostato. T: blog e textura
S: secciones musculares de rodaballos triploide (3n) y diploide (2n). Tincién hematoxilinaleosina. Barra=100 migfas.
F: anélisis de fibras musculares (tamafio y densidad) b/

Los resultados se obtuvieron en rodaballos de 22 meses, y se muestran en las .
considerando ambos sexos conjuntamente o por separado, segln los datos sean similares
entre sexos 0 no.

La ratio macho/hembras fue 1/0,3 y 1/1 en diploides y triploides, respectivamente, reflejando
mayor % de hembras en triploides, tal como observaron Cal et al. (2006).

EI IGS fue mayor en las hembras diploides ( ), coincidiendo también con los resultados
de los autores citados, e indican el inicio de la madurez sexual de los diploides, y su
ausencia en los triploides.

La longitud y peso corporales fueron similares en ambas poblaciones del presente estudio.

El peso del filete epiaxial y el Area transversa del M. Blanco presentaron mayores valores en
las hembras diploides ( ), aunque el % comestible no mostré diferencias.

En relacion con la celularidad muscular, la poblacién diploide mostré menor tamafio medio de
sus fibras musculares y mayor densidad fibrilar ( ), lo que indica diferentes modelos de
crecimiento entre ambas poblaciones, con mayor hiperplasia en diploides y mayor hipertrofia
en triploides ( s

Los valores de textura del filete fueron ligeramente mas altos en diploides que en triploides,
aunque tales diferencias no fueron significativas (p>0,05) (

Valores medios corporales.

Valores medios del factor de condicién (Pesoflongitud®) y del peso del filete.

Valores medios musculares y texturales,

Diploide
Triploide

192,42
935,63

925,82
904,93

‘mioblasto-fiora muscular

\
Esto§ resultados indican que las diferencias genéticas entre ambos lotes influyeron
princkalmeme en el IGS, el % de hembras y la celularidad muscular, observandose ligeras
difereficias €n la textura. Por ello, seria necesario ampliar el estudio a rodaballos de talla
comeycial (1500-1800 g) con el fin de determinar la influencia de la triploidia en las
loérac risticas del producto final.

P. Martinez y F. Piferrer hand g nent in diploid and triploid
ntributing firmn
le growth and development in normal- and all-female
201

6. Environment and plasticity of my The Journal of Experimental
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Evoluci(')n postmortem del tejido muscular en cjcmPlarcs

diploides Yy triploi es de rodaballo RS o
' (5colo/7t/73/mus maximus, | )

Musele degradation was fast in diplsid and triploid 22 wonths pld turbet (Seophthalmus waximus, L), with detachment of myofibrils to sarcolemma and swollew
organglies from 2 day postmortem, Muscle alterations were stronger tn the triplotd group, thus showing autophagie vacuoles from the first stage, After 3 days, results
showed an inereasing of inkerfibrillar and tntermyofibrillay detachments, disruptions tn sarcolemma-gndomysium ana autophagic vacuoles tn both groups, However, the
triploidd growp showed stronger ultrastructural alterations and Wigher pereentage of tnterfibrillar detachncents than. the diplold group, After 7 and 14 days, ultrastructural
alterations tnoreased in both groups, thus shawing strong autophagic wechanisms, mainly the triplald group, Detachments among flores were higher after 7 and 14 days,
with no stgnificant differences between groups, Firmuness values did wot show siguificant differences ambng groups neither among stages,

> ; cupntifionotén % desengrnches
s Congelactdn en N, Liquido Criosecciones (2 ) Y tinolbn Hemat/eosing .. incarRritares (M, Gptod)

= Fijacién en glutaraldenido - Wnolusidnen epoxt yj obtewotdn de refillas - andlisis ultrastruotural del nedsoulo
'__ (M, electrbnico)
=7 Medioldn Flrmeza waisculay en Texturfmerrn - . Durezp del filete
Fig, 1, Secelones museulares de rodnballos diplotoes (A) Flg, 2. Steeclones musculares rodabattos diplotdes
Alrtmrorrdbomibn y triplotdes () 1 dlia postmortem, (A-C)y triploldes (B,E) 3 dias postmortem,
F : =

e et
if: desenganche interfibrilar
imespacéeintmdoﬁbrﬂar
s: sarcémerp

I
Vevacuolas autofagi
vt
m:mﬂcdlosmmphsmim
mi; mitocondrias

32 54,1 92,18

7 P s \ 3

14 78170 110,92 s X a® Oy -
r)- = Todos los ejemplares wwestran una  gran
iguificats proliferacibn del sistema wembranoso, lisis de
wiofilamentos, e incremento de  vacuolas
autofégieas.

2

(o5 3, 7y 14 dlasp
s

entreestadivs, dentro de cada poblacise.
= EL % de desenganehes es magor en
la poblacibn triplotde. La textura wo
wostrd  diferencias  siguificativas
ewntre estaolios wi entre poblaciones.
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&

Turbot (Scophthalmus maximus L) is cultured fish specie of high economic importance in Europe, in which the triploidy induction is an inferesting option. The benefit of triploidy is sterility condition, which avoids metabolic costs of
sexual maturation and result in an increasing of somatic growth. In addition sterility avoids fish mortality related fo spawning. Although polyploid fishes apparently maintain homeostasis on a whole animal level, on a subcellular level
there can be process, such as transcription and signal transduction, affected. In polyploidy cells the nucleus and the total volume expand to accommodate the increase in genetic content and, these changes may affect cellular
activity involving the plasma membrane and the communication from the cell surface to the nucleus.

One important aspect that should be considered before producing triploid fish commercially is how this condition affects to the immune response and resistance to diseases in comparison with diploid fish. Previous studies indicate
that the activity of components of the innate immune system as serum lysozime, complement and bactericidal activity were similar in diploid and triploid turbot. However, any work to evaluate the effect of triploidy in mechanisms,
as apoptosis or programmed cell death, that play a key role in the regulation of the immune system has been performed.

So, the purpose of this study was comparing the apoptosis incidence in diploid and triploid leucocytes through the Annexin V - Propidium Todide double staining Flow Cytometric assay. The data obtained affer culturing Head Kidney
leucocytes in presence of the mitogens Phorbol Myristate Acetate (PMA) and Phytohemagglutin (PHA) and the apoptosis inductor Staurosporine indicate a higher percentage of apoptosis in triploid lymphocytes treated with PHA
and in Staurosporine treated triploid lymphocytes and phagocytes.

These results raise the question if these differences in apoptosis induction could affect the immune response against pathogens, vacc
Keywords: Triploid, turbot, apoptosis, leucocytes

* Corresponding author. Tel.: +34 986 462929; fax: +34 986 498626

E-mail address: susana.magadan@vi.ieo.es (5. Magaddn-Momps).

MATERIALS AND METHODS
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* This study shows different apoptosis level in diploid and triploid leucocytes in response to immunomodulator compounds like PHA and Staurosporine.

* The higher susceptibility to apoptosis could contribute
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Introduction

Turbot is a cultured fish species of high economic importance in Europe, in which the triploidy
induction is an interesting option. The main benefit of triploidy is its sterile condition, which
avoids metabolic costs of sexual maturation and result in an increasing of somatic growth. In
addition sterility avoids fish mortality related to spawning and also the genetic impact of
escapees of farmed fish on wild populations. Thus, tools for assessment of induced triploidy
are necessary. Triploid fish have been identified by various indirect methods such as
measurement of nuclear and cellular size of erythrocytes counting of nucleoli (NORs),
electrophoresis of proteins and examination of morphology. Direct methods include
chromosome counting by karyologic analysis and DNA content determination by flow
cytometry.

More than 300 microsatellites have been described to date in the literature for turbot. The
development of a genetic map including 250 microsatellites and the position of centromeres
allows knowing the position of each marker and estimating its recombination probability to the

centromere. The selection of a set of highly ic centrol distant micr
would permit the identification of triploids by a thi peak profile in
Objective

The aim of this work was to develop a cost-effective, non-invasive, versatile and accurate
molecular tool starting from a set of highly polymorphic centromere-distant microsatellite loci
for detecting triploids in turbot. The performance of this tool was compared with flow
cytometry, one of the most accurate techniques for ploidy determination.

Methods

Families and triploidy induction

Fish used in this study were reared at the facilities of the Spanish Institute of Oceanography
in Vigo (NW Spain) in 2009 and 2010. Five experimental crosses (I to V) were performed
using eggs and sperm from a couple, excluding cross |, where three males and one female
were used. In each cross, fertilized eggs were divided into two groups. In one group triploidy
was induced after fertilization by cold shock according to Piferrer et al. (2000). The other
group was not treated and was used as diploid control. Ploidy was examined in 8-15 month-
old fishes by flow cytometry for an accurate individual validation.

Ploidy determination by Flow Cytometry (FC)

The protocol by Darzynkiewicz (1997) was applied for ploidy estimation. The cellular
fluorescence was measured using a Coulter FACS flow cytometer (FC500MPL) and
theWinMDI 2.9 software (Trotter, 2000).

DNA ion, PCR ification and

DNA was extracted using the Chelex® Resin procedure (Walsh et al., 1991) from caudal fin
samples obtained from used breeders and progenies. A set of seven highly polymorphic
unlinked and far from centromeres microsatellite loci (see Table 1) were amplified following
the PCR conditions reported by Pardo et al. (2006; 2007).

After checking the performance of all loci used (presence of null alleles and genotyping
errors), the best four microsatellite loci were amplified together in a single multiplex PCR
(Sma-USC12, Sma-USC24, Sma-USC29 and Sma-USC113). Loci were amplified and PCR
products were resolved by using an ABI PRISM® 3730 automatic sequencer (Applied
Biosystems). Allele scoring was performed with GeneMapper 4.0 software (Applied
Biosystems). Individuals with three alleles in at least one of the four microsatellite loci tested
were considered triploids (see Figure 1).

Table 1. Characteristics of the microsatellite loci used in this study indicating the number of
alleles (A), gene diversity (He), heterozygote frequency (y) and frequency of null alleles (F,,,).

Loci A He y Fnuit

Sma-USC12 17" 0.932" 09587 -0.001"
Sma-USC24  16' 0.913' 0.848° -0.036"
Sma-USC27 14" 0.834' 0771* 0.055'
Sma-USC29  10' 0.809' 0.854> 0.016'
Sma-USC31 9'  0772' 0646° 0.060
Sma-USC113 9  0.751° 0.933* 0.035°
Sma-USC227  17° 0931 0913  0.105°

* From Pardo et a. (2006)
2 From Martinez et al. (2008)
#This study using the same 24 wild Cantabric individuals analyzed in Pardo et al. (2006).

Results

Correspondence between both techniques (cytometry and molecular tool) was 100%, except
for cross Ill, where three individuals assigned as triploid by flow cytometry only showed two
alleles with our molecular tool (Table 2). Both techniques detected individuals whose
observed ploidy did not correspond with their expected one, highlighting the reliability of the
molecular tool (Table 2). The percentage of triploid detection using the molecular tool was
97.9%.

Figure 1. Detection of triploid individuals for Sma-USC12 marker. The two upper and the two
lower chromatograms correspond with diploid and triploid individuals, respectively.

.| M

Table 2. Results for individuals induced to triploidy. “N “corresponds with the number of
individuals analyzed, “Expected” corresponds with the expected ploidy of the individuals
used, “Cytometry” corresponds with the observed results for this technique, “Molecular tool”
corresponds with the ploidy observed using the multiplex microsatellite tool developed in this
work, and “% Correct i it" is the p of corr between both
techniques. Numbers between parentheses indicate individuals expected to one ploidy and
assigned to a different ploidy by both techniques.

Cross Expected Cytometry Molecular tool % Correct Assignment
a5

[ N 5 5

2n 20 15 15 100.0

3n__ 25 25 (5) 25 (5) 100.0
0 N 56 56 56

an 21 21(2) 21(2) 100.0

3n 35 33 33 100.0
[ N 64 64 64

2n 39 39 (3) 39 (3) 100.0

325 22 19° 86.4
1% N 60 60 60

2n 30 30 30 100.0

3n 30 30 30 100.0
v N 60 60 60

2n 30 29 29 100.0

3n 30 30 (1) 30 (1) 100.0
Toal N 285 285 285

2n 140 134 (5) 134 (5) 100.0

3n 145 140 (6) 137.(6) 97.9

* The three triploid individuals misclassified were detected by invert drop out pattern.

Conclusion

The use of a set of 4 highly variable microsatellite loci proved to be a powerful method to
evaluate the ploidy of the samples studied, with probabilities of triploidy detection of 100% in
most of the crosses carried out.

Genomic resources are increasing quickly and microsatellites markers have been developed
for several marine species in which it was found that triploidy can improve their culture
performance. Therefore, the development of molecular tools for triploid detection, following
the strategy described in this work, can be applied to an important number of marine
aquaculture species if suitable markers are available.
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8. Anexo

Incremento de la apoptosis durante el desarrollo embrionario en rodaballos

(Scophthalmus maximus L.) triploides.
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

€l rodaballo (Scophthalmus maximus L.) es un especie marina, de gran inferés comercial, en la que la in-
duccién de triploidia es una opcién interesante debido  la mayor proporcién de hembras estériles que se
obtienen. Estudios previos realizados con rodaballos adultos sugieren que los peces friploides tienen un
menor nimero de células, las cuales son de mayor tamafio que las diploides (Cal R., et.al, 2005; Budifio B.,
et. Al 2006). Estas diferencias en nimero y tamafio podrian alterar la actividad celular y afectar al de-
sarrollo, no sélo en individuos adultoes, si no también en embriones y larvas. Asi, el objetivo de este tra-
bajo es evaluar si la triploidia en rodaballo tiene algin efecto en la apoptosis durante el desarrollo em-
brionario. Ya que una alteracidn en este proceso podria afectar a la supervivencia durante los primeros

estadios el desarrallo, siendo un factor a tener en cuenta en el cultivo de estos peces triploides.

MATERTALES Y METODOS

Obtencién individuos: Los embriones de rodaballo se obtuvieron en las instalaciones del Centro Ocea-
nogrfico de Vigo tras la fertilizacién de ovocitos obtenidos mediante masaje abdominal. La produccion
de individuos triploides se realizé mediante el blogueo de la sequnda divisién meistica con la aplicacién de
un chogue frio a huevos fecundados. Individuos diploides (2n) y triploides (3n) fueron cultivados por se-
parado y de la forma habitual hasta la eclosidn. (Figura 1)

Obtencién muestras: Se recogieron huevos/embriones cada 48-72 horas. Se realizaron dos lavados me-
diante centrifugacién en Tampén fosfato salino estéril. Tras los lavados, los huevos se transfieren a un
filtro en el que, con ayuda del émbolo de una jeringuilla, son presionados obteniéndose una suspensién
celular. El ndmero y viabilidad celular se determing bajo un microscopio dptico, mediante recuento con

Azul Tripdn en cdmara de Neubaver.

Determinacién triploidia y apoptosis mediante Citometria de Flujo: 5x10° células (en 500 L) fueron incu-
badas en presencia de 50 i de una solucién de Ioduro de Propidio (Img/ml), 0,02% Tritén X-100 RNAsa
A (Img/mL). La tincién fue analizada en el Citémetro de Flujo FC500, Beckman Coulter, CA, USA (Figura

2). En algunos casos para confirmar la presencia de apoptosis se utilizé el kit TACS Annexin-Fitc de

RnDSystems.
-
48 - 72 horas
- Determinacion
diploidia / triploidia
Fertilizacion

o - Andlisis ciclo celular
6.5 min

- Evaluacion Apoptosis

Aprox. 5 dias

3 !
TN

Eclosion

Choque
térmico

~ 1°C

Figura 1: Esquema representativo de la produccién de rodaballos triploides (3n) mediante choque térmico. Los em-

Incubacién

briones fueron obtenidos y procesados (ver Materiales y Métodos) tras 48 y 72 hores de incubacién post-
fertilizacién. Los individuos diploides (2n) se obtuvieron y analizaron de la misma forma que los triploides, excepto el

chogue térmico,_que en este caso no fue realizado,

Célula

S

Mitosis Tnicio Ciclo Fase Cantidad ADN

; 60/61 2n
r Cielo \“‘

. Coer » s anedn
Sintesis
4 / c2/m 4n

Punto

Restriccién
Figura 2: Andlisis ciclo celular mediante citometria de flu-
jo. Durante el ciclo celular la cantidad de ADN presente.

en una célula varfa, llegando a ser el doble en el momento
de la divisién celular (Mitosis). Asf, una célula diploide (2n)

duplica su material genético hasta llegar a ser tetraploide
3 61 (4n), proceso que ocurre durante la fase S o de sintesis.
Con ayuda de un Citémetro de flujo y un agente fluorescen-

!

te que se una al ADN, podemos determinar en una poblacién
celular, las células que se encuentran en reposo (fase del
ciclo Go/6y), las que se estdn preparando para la divisién
(fase S) o se estdn dividiendo (6./M) y finalmente, si hay

Niimero Células
1

G células con ADN fraccionado (*). En este ditimo caso es im-
E S

portante tener cuidado de no confundir con debris o restos

celulares (ver figura inferior).

2n 4n Por dltimo, este método fambién nos permite evaluar la
Cantidad ADN

presencia de célules friploides, ya que las células en Gy/6;

serian 3ny el histograma se desplaza hacia la derecha.

Wﬂ“

RESULTADOS

A)

s
Rodaballo 2n Rodaballo 3n
oy
3
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3
3
o
Z
G/M =
= 7 P G2/ M,
s [
g ®
—_— Toduro de Propidio _
B)
w0y Gon @ 62 /M
8" s
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Figura 3: Andlisis del ciclo celular de células embrionarios de rodaballos diploides (2n) y triploides (3n). ) Ejemplo representati-
Vo de los datos obtenidos por Citometria de Flujo con embriones de 48 horas. En el caso de individuos 2n apenas se detectan célu-
las en apoptosis, sin embargo, en individuos 3n el porcentaje de células con DNA fraccionado (Indicado como *) es superior
(Bedner et.al. 1999). A su vez, el nimero de células que se encuentran en division (62/M) es mucho menor en individuos 3n. B) En
la parte inferior de la figura se muestran los porcentajes de células en fase G0/1y en G2/M en embriones 2n (en rojo) y 3n (en
verde) de 48 y 72 hores. Los datos se muestran como la media + desviacién esténdar. El ndmero de embriones analizados se indica

en el interior de cada barra.

Rodaballo 2n Rodaballo 3n

Figura 4: Apoptosis en embriones de rodaballo

celulares de embriones de 48 horas

fueron incubadas en presencia de Anexina V-Fitc, la
cual se une a la Fosfatidil Serina presente en la
membrana de células en apoptosis, y posteriomente
analizadas en un Citémetro de Flujo. Como se mues-

tra en la figura, se ha detectado un mayor nimero

de células apoptsticas en embriones triploides, un

S =ean . | 13% en el ejemplo mostrado, que en los diploides,

Anexina V—Fitc

conun35 %,

CONCLUSIONES

€l andlisis del ciclo celular de células embrionarias e rodaballo indica que, a las 48 y 72 horas post-fertilizacién, en
embriones de rodaballo diploides hay un mayor porcentaje de células en proliferacién (fase 62 / M) que en los em-

briones friploides.

A su vez, hemos podido determinar mediante tincién con Anexina V-Fitc, que los embriones triploides presentan una
mayor tasa de apoptosis a las 48 horas de desarrollo.

Este retraso en el ciclo celular, asf como el mayor indice de apoptosis podria tener n efecto en la supervivencia du-

rante los primeros estadios del desarrollo, siendo un factor a tener en cuenta en el culfivo de estos peces triploides.

Es necesario la realizacién de mds estudios que confirmen estos resultados.
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La morfologia corporal, el sistema inmune especifico, la celularidad
muscular y la calidad de la carne de rodaballos triploides y diploides han
sido examinados a partir de seis familias de rodaballo generadas en la Planta
Experimental de Cultivos Marinos del Centro Oceanografico de Vigo (IEOQ) a
las que se les aplico la induccién de la triploidia por choque térmico frio.
Asimismo, ha sido diseflada una nueva herramienta para la deteccién de
triploides basada en el uso de marcadores moleculares microsatélite. Los
resultados que se presentan en este estudio contribuyen a aumentar el
conocimiento sobre la biologia de los rodaballos triploides de cara a la
posibilidad de producir ejemplares estériles a escala comercial de una
especie de la que Galicia es el principal productor de Europa.
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