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Prólogo 

El presente trabajo se puede dividir en tres partes. En la primera par-

te, o Introducción General, se resume el estado actual de conocimientos so-

bre los mecanismos endocrinos implicados en la reproducción de teleósteos, 

y se introduce al lector en los beneficios y problemas de la acuicultura de 

peces planos, especialmente del lenguado senegalés (Solea senegalensis). En 

la segunda parte, Capítulos 2 y 3, se describen los cambios estacionales de 

las principales hormonas, moléculas y receptores que intervienen en el pro-

ceso de crecimiento ovárico en el lenguado. Y en la tercera parte, Capítulos 

4 y 5, se diseñan y aplican métodos hormonales para controlar la reproduc-

ción del lenguado en condiciones de cautividad. El objetivo principal de la 

presente tesis ha sido profundizar en el conocimiento de la endocrinología de 

la reproducción en teleósteos, y particularmente en el lenguado senegalés. 

Esta especie posee actualmente un alto interés comercial para la acuicultura 

marina mediterránea, pero su fisiología reproductiva es todavía muy desco-

nocida, lo que imposibilita mejorar su producción y calidad a nivel indus-

trial. Por ello, el objetivo final de este trabajo ha sido desarrollar métodos 

para controlar la reproducción del lenguado en condiciones de cautividad los 

cuales puedan ser transferidos a la industria. 





1. 

Introducción General 
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1.1. Fisiología de la reproducción de teleósteos

La pubertad en teleósteos, como en mamíferos, viene marcada por la 

ovulación en hembras y la espermatogénesis en machos. Su aparición de-

pende de estímulos internos (factores genéticos o reloj biológico, factores 

nutricionales, etc) y estímulos externos o ambientales (temperatura, fotope-

riodo, feromonas, etc). Estos estímulos actúan sobre el hipotálamo desenca-

denando la síntesis de neurotransmisores, concretamente del neuropéptido 

liberador de las hormonas gonadotropinas (GnRH), que llega a la hipófisis o 

glándula pituitaria por inervación directa de las neuronas hipotalámicas de 

las células formadoras de gonadotropas: la hormona estimulante del folículo 

(FSH) y la hormona luteinizante (LH). Ambas hormonas son secretadas al 

corriente sanguíneo y estimulan a las gónadas a través de receptores especí-

ficos para producir esteroides sexuales y factores de crecimiento, ambos con 

una importante función en la regulación de la reproducción. Estos factores 

pueden actuar sobre las gónadas directamente de forma paracrina o autocri-

na, o indirectamente a través de mecanismos de feedback sobre el hipotála-

mo o la hipófisis (Weltzien et al., 2004). En la Fig. 1.1. se muestra el esque-

ma eje hipotálamo-hipófisis-gónadas. 

Abreviaturas: AMPc, Adenosín Monofosfato cíclico; 17,20αP, 17,20α-dihidroxi-4-pregnen-3-ona; 

DTE, días tras la eclosión; E2, 17β-estradiol; ELISA, �Enzyme-linked Immunosorbent Assay�; FSH, 

hormona estimulante del folículo; FSHR, receptor de FSH; GnRH, neuropéptido liberador de gonadotro-

pinas; GnRHa, análogo de GnRH; hCG, gonadotropina coriónica humana; IGS, índice gonadosomático; 

11-KT, 11-ketotestosterona; Lc, células de Leydig; LH, hormona luteinizante; LHR, receptor de LH; LS, 

lóbulo seminífero; MIS, esteroide inductor de la maduración; 11-S (= 11-deoxicortisol), 17,21-dihidroxi-

4-pregnen-3, 20-diona; Sc, células de Sertoli; Spd, espermátidas; Sg, espermatogónias; Spz, espermato-

zoides; T, testosterona; TS, túbulo seminífero; TSH, hormona estimulante de la tiroides; 20βS, 

17,20β,21-trihidroxipregn-4-en-3-ona; VG, vesícula germinal; Vtg, vitelogenina; VtgR, receptor de Vtg. 
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1.1.1. Las hormonas gonadotropinas 

Las gonadotropinas FSH y LH pertenecen a la familia de las glico-

proteínas, al igual que la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la go-

nadotropina coriónica humana (hCG). Estas glicoproteínas son heterodíme-

ros que comparten la misma subunidad α. La subunidad β es específica de 

cada hormona y confiere distinta función (Pierce y Parsons, 1981). En te-

leósteos, las dos gonadotropinas fueron identificadas por primera vez en el 

salmón (Oncorrhynchus keta) e inicialmente llamadas GTH I y GTH II, pero 

tras comprobar que la base funcional y estructural era similar a FSH y LH de 

tetrápodos respectivamente (Suzuki et al., 1988a; Querat, 1995), esta termi-

nología fue eliminada. 

En las últimas dos décadas, las subunidades de FSH y LH han sido 

clonadas en varias especies de teleósteos (Sekine et al., 1989; Lin et al., 

Factores 
internos

Factores 
externos

GnRH FSH

LH

Esteroides 
sexuales

Factores de 
crecimiento

Cerebro-
hipotálamo gónadashipófisis

Fig. 1.1. Eje hipotálamo-hipófisis-gónadas. GnRH es estimulada por factores exter-
nos y/o internos, siendo capaz de liberar la secreción de las hormonas gonadotropi-
nas FSH y LH en la hipófisis. Al llegar a las gónadas vía sanguínea, las gonadotro-
pinas estimulan la síntesis de esteroides sexuales y factores de crecimiento capaces 
de conseguir una regulación no sólo a nivel de gónadas, sino también a nivel de 
hipófisis y cerebro-hipotálamo. 
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1992; Kato et al., 1993; Rosenfeld et al., 1997; Yoshiura et al. 1997; Liu et 

al., 2001; Huggard-Nelson et al., 2002). Sin embargo, a pesar de que ambas 

moléculas poseen una estructura muy similar, son sintetizas en células dife-

rentes (Nozaki et al., 1990ab; Naito et al., 1991, 1993) y en diferentes esta-

dios del ciclo reproductor (Naito et al., 1991). Así, FSH es sintetizada en las 

células de la periferia de la parte proximal de la pars distalis, mientras que 

LH se produce en las células de su parte central. La liberación de ambas está 

regulada directamente por la hormona GnRH en todos los vertebrados (Mi-

llar et al., 1997, 2001; Sealfon et al., 1997; Fink, 1988; Peter y Yu, 1998), si 

bien hasta la fecha se han caracterizado múltiples formas de esta hormona 

(King y Millar, 1995; Millar et al., 1997 y 2001; Peter y Yu, 1997; White et 

al. 1998).  

Tanto FSH como LH estimulan la producción de esteroides en el tes-

tículo y ovario de teleósteos ( Suzuki et al., 1988b; Swanson et al., 1989; 

Van der Kraak et al., 1992; Planas et al., 1993 y 1995; Tanaka et al., 1995; 

Kagawa et al., 1998). Sin embargo, la función esteroidogénica de ambas 

sobre las gónadas depende del estadio de desarrollo de éstas, así, mientras 

que FSH y LH tienen una potencia esteroidogénica similar en fases tempra-

nas de la gametogénesis (Suzuki et al., 1989b; Swanson et al., 1989; Van der 

Kraak et al., 1992; Planas et al., 1993, 1995 y 1997), LH es más potente que 

FSH durante las fases finales de ésta (Suzuki et al., 1988b; Planas et al., 

1995 y 1997). En hembras, los niveles plasmáticos de ambas hormonas de-

muestran que durante la vitelogénesis (crecimiento oocitario), los niveles de 

FSH son elevados, mientras que los niveles de LH son muy bajos o inapre-

ciables. En este estadio, el receptor de FSH (FSHR) se localiza en las células 

somáticas que rodean al oocito, células de la teca y de la granulosa (Yan et 

al., 1992; Miwa et al., 1994). Sin embargo, durante la fase final de madura-
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ción de los gametos, los niveles plasmáticos de FSH disminuyen y los de LH 

aumentan paralelamente a la aparición de su receptor (LHR) en las células 

de la granulosa (Yan et al., 1992; Miwa et al., 1994). Los cambios plasmáti-

cos de FSH y de LH durante la transición desde la vitelogénesis a la madura-

ción son paralelos a los cambios plasmáticos de los dos esteroides ováricos 

más importantes, 17β-estradiol (E2) y 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-ona 

(17,20β-P) respectivamente, que son producidos por estas células somáticas 

(Swanson et al., 1991; Oppen-Berntsen et al., 1994; Slater et al., 1994). De 

manera similar, en machos, FSH se encuentra relacionada con los estadios 

iniciales de la espermatogénesis, mientras que LH está relacionada con esta-

dios finales de maduración y espermiación (Sprengel et al., 1990; Amster-

dam et al., 1992 y 2002; Segaloff y Ascoli, 1993; revisados en Amsterdam y 

Rotmensch, 1987). 

1.1.2. La reproducción en hembras 

1.1.2.1. Estructura del ovario y de los folículos ováricos 

Los teleósteos, a diferencia de los mamíferos, presentan gran va-

riedad de estrategias reproductivas, incluyendo viviparidad, oviparidad y 

ovoviviparidad. En la mayoría de teleósteos el ovario es un órgano par, aun-

que en muchas especies ambas partes se fusionan en estadios muy tempranos 

del desarrollo para transformarse en un único órgano fusionado. El ovario 

está constituido por oogonias, oocitos, células foliculares que envuelven a 

éstos, tejido de soporte o estroma, y tejido vascular y nervioso. En la mayo-

ría de teleósteos el ovario sufre cambios considerables de tamaño y aparien-

cia a lo largo del ciclo, pudiéndose clasificar en tres tipos básicos según su 

patrón de desarrollo oocitario (Wallace y Selman, 1981; Nagahama, 1983 y 

1995): 
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Ovario síncrono total: todos los oocitos se encuentran exactamente 

en el mismo estadio y las hembras mueren después de la puesta. Es el caso 

de muchos salmónidos. 

Ovario síncrono por grupos: en el ovario se forman al menos dos 

poblaciones de oocitos en diferente estadio de desarrollo. Las especies con 

este tipo de ovario generalmente tienen varias puestas consecutivas por 

hembra a lo largo del periodo reproductivo. Es el caso de la dorada, la lubi-

na, o el lenguado senegalés. 

Ovario asíncrono: durante el periodo reproductivo el ovario contiene 

la misma proporción de oocitos en todos los estadios de desarrollo, y por lo 

tanto, las hembras pueden reproducirse potencialmente todo el año. Es el 

caso de algunas especies de caballitos de mar (Hypocampus sp). 

En teleósteos el ovario consta generalmente de una cavidad continua 

con el oviducto y los oocitos maduros son descargados a esta cavidad hacia 

el oviducto. En las especies ovíparas, se ha comprobado que la cavidad ová-

rica es como un almacén de huevos (oocitos ovulados) guardados temporal-

mente hasta el momento de la puesta. Esta importante función de almacenaje 

y posterior trasporte hacia el oviducto en el momento de puesta es depen-

diente de ciertas hormonas sexuales (Takahashi y Takano, 1971). 

Durante las primeras fases de desarrollo, el oocito es rodeado por 

una capa de células somáticas (Nakamura et al., 1993). Con el crecimiento 

del oocito, las células somáticas se multiplican formando una capa continua: 

la granulosa. Simultáneamente, el tejido conectivo que forma el estroma 

también se organiza para formar una capa externa a la envuelta folicular: la 

teca. Los oocitos vitelogénicos y postvitelogénicos quedan así envueltos por 

dos capas de distinta naturaleza: la capa externa o teca y la interna o granu-

losa, ambas separadas por una fina membrana basal. Externamente a la teca 
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también existe un epitelio. Este conjunto de capas somáticas + oocito es 

denominado folículo ovárico, asociación que finaliza durante la ovulación 

del oocito (Wallace, 1985; Swanson, 1991; Kobayashi, 1985; Cerdà et al., 

1999). En el folículo ovárico se establece una comunicación química entre 

las células somáticas y el oocito, la cual parece que está mediada por zonas 

de contacto celular, como zonas adyacentes y uniones íntimas o �gap junc-

tions� (Kobayashi, 1985; Cerdà et al., 1999). 

En las especies vivíparas, como el guppy (Poecilla reticulata), se ha 

comprobado que los aspectos morfológicos del desarrollo del oocito, así 

como de la formación de la envuelta por capas somáticas, son los mismos 

que para las especies ovíparas, pero la fecundación es interna y los huevos 

fecundados son retenidos dentro del cuerpo de la madre hasta que se comple-

ta su desarrollo embrionario. Por tanto, en el ovario de las especies vivíparas 

ocurren algunas modificaciones estructurales para poder llevar a cabo el 

almacenaje del esperma y la fecundación interna; el contenido de proteínas 

del vitelo en el interior del huevo es menor, y los embriones dependen de un 

continuo suministro de nutrientes maternos. Por tanto, en estas especies, el 

ovario no sólo tiene una función gametogénica y endocrina, sino también 

nutritiva. 

1.1.2.2. La gametogénesis femenina: oogénesis 

El primer estadio en el desarrollo de los gametos femeninos es la 

proliferación celular. En esta fase las oogonias entran en mitosis sufriendo 

varias divisiones celulares y comienza la meiosis, deteniéndose en el diplo-

teno de la primera profase. Es en este momento, cuando los oocitos, a dife-

rencia de los gametos masculinos, entran en una fase de crecimiento, que 
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varía según las especies, pero que en general se debe a la acumulación de 

proteínas complejas que formarán el vitelo (p.e., vitelogenina). 

Varios criterios han sido seleccionados para definir morfológicamen-

te el proceso de oogénesis en peces, principalmente: (i) tamaño, cantidad y 

distribución de las inclusiones celulares, sobretodo los gránulos de vitelo, y 

(ii) la morfología de los cromosomas. En 1965, Yamamoto et al. dividieron 

el desarrollo del oocito de la trucha en 8 fases según tamaño, apariencia del 

núcleo y sus nucleolos, y tipo y localización de sus inclusiones citoplasmáti-

cas. De acuerdo a las descripciones de Wallace y Selman (1990) y Tyler y 

Sumpter (1996), se pueden definir los siguientes estadios en la oogenesis o 

formación del huevo en teleósteos: 1) estadio de crecimiento primario; 2) 

estadio de alvéolos corticales; fase temprana o tardía; 3) vitelogénesis prima-

ria; 4) vitelogénesis secundaria; 5) vitelogénesis terciaria o maduración; y 6) 

atresia. 

En el estadio de crecimiento primario, paralelamente al crecimiento 

del oocito, se produce un crecimiento del núcleo y la mayoría de los nucleo-

los empiezan a situarse alrededor de la periferia del núcleo (fase temprana 

del estadio 2). A lo largo del segundo estadio, se produce simplemente un 

crecimiento del oocito. Hasta aqui, los oocitos presentan un color acidófilo 

(azulado) en preparaciones histológicas teñidas con eosina/hematoxilina, y 

son considerados como estadios previtelogénicos o en vitelogénesis tempra-

na.  

A partir de la vitelogénesis primaria se empiezan a formar los gránu-

los de vitelo y cuerpos de Balbiani, agregados juxtanucleares basófilos (ro-

sados) en secciones histológicas. Estudios realizados mediante microscopio 

electrónico, revelan que los cuerpos de Balbiani no son estructuras homogé-

neas, sino que están formados por varios tipos de orgánulos celulares como 
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mitocondrias, aparato de Golgi, retículo endoplasmático, pequeñas vesículas 

y gránulos lipídicos (Beams y Kessel, 1973; Guraya, 1979; Wallace y Sel-

man 1990). La vitelogénesis primaria se caracteriza por el núcleo en posi-

ción central y un tamaño del oocito que aumenta progresivamente. El incre-

mento de tamaño del oocito es prácticamente debido a la incorporación del 

precursor de las proteínas del vitelo, la proteína vitelogenina (Vtg). La Vtg 

es sintetizada en el hígado y transportada vía sanguínea hasta el ovario don-

de es incorporada a los oocitos en crecimiento. En S. senegalensis por ejem-

plo, un oocito inmaduro suele medir unas 50 μm, pasando a medir más de 

500 μm en su momento de máximo crecimiento, antes del proceso de madu-

ración. En la fase de maduración se produce la rotura de la membrana nu-

clear y la continuación de la meiosis. Si por algún motivo un oocito vitelo-

génico en estado avanzado o maduro no es ovulado, se produce el estado de 

atresia, mediante el cual el organismo reabsorbe el material almacenado en 

el oocito como mecanismo de ahorro energético. En la Fig. 1.2. se pueden 

observar algunos de los estadios descritos. 

1.1.2.3. Crecimiento ovocitario: la vitelogénesis 

Para explicar la regulación endocrina del proceso de vitelogénesis 

en peces, se ha propuesto en salmónidos el modelo de dos-tipos-celulares 

(Nagahama, 1987b, 1995). En este modelo, las células de la teca bajo la in-

fluencia de FSH secretan testosterona (T) que es convertida a E2 en las célu-

las de la granulosa. La producción de T en la teca está mediada por un recep-

tor de membrana capaz de reconocer la subunidad β de FSH. Dicho receptor, 

está acoplado a una adenilato ciclasa (Nagahama, 1987a, 1995; Kanamori y 

Nagahama, 1988; Kanamori et al., 1988), y la unión FSH-receptor conlleva 

un aumento intracelular de calcio y ácido arabidónico, y de la actividad de la 
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proteína kinasa C, que deriva en la producción de T (Van Der Kraak, 1990, 

1991; Van Der Kraak y Chang, 1990). El Adenosín Monofosfato cíclico 

(AMPc) también actúa como mensajero secundario activando la transcrip-

ción de genes implicados en la esteroidogénesis a través del sistema formado 

por la proteína StAR (�steroidogenic acute protein�) y el citocromo P450 

(revisado en Strauss et al., 1999 y Stocco, 2000). Estudios in vitro usando 

inhibidores de la síntesis de esteroides sugieren que FSH estimula el paso de 

colesterol a pregnolona, resultando al final de la ruta enzimática la T, que es 

Fig. 1.2. Desarrollo ovárico de hembras F1 de lenguado senegalés. Micrografía 
representativa de secciones histológicas de ovario durante la primavera. Oocitos 
previtelogénicos en crecimiento primario (1), oocitos en estadio de alvéolos cortica-
les (2), oocitos en vitelogénesis primaria (3), oocitos desarrollando atresia (6).  Es-
cala 200 μm.
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transformada a E2 por la enzima aromatasa presente en las células de la gra-

nulosa. Cierto número de especies piscícolas muestran un incremento de la 

actividad aromatasa en las células de la granulosa durante la vitelogénesis, 

alcanzando un pico en la vitelogénesis tardía, para disminuir rápidamente en 

el periodo postvitelogénico anterior a la maduración (Kagawa et al., 1983). 

Nagahama et al. (1991) demostraron un incremento de la actividad aromata-

sa en folículos vitelogénicos de medaka vía AMPc-ciclasa al incubarlos con 

gonadotropinas, y además esta inducción fue inhibida con actinomicina D y 

cicloheximida, sugiriendo una dependencia tanto transcripcional como tra-

duccional de la acción gonadotropa. Sin embargo, este modelo propuesto en 

salmónidos, parece no ser válido en otras especies de no salmónidos, como 

Fundulus heteroclitus (Petrino et al., 1989) o Oryzias latipes (Onitake e 

Iwatsu, 1986), donde en la capa de la teca no es posible distinguir células 

esteroidogénicas, y todo el proceso de producción de esteroides sexuales es 

atribuido a las células de la granulosa. 

El E2 producido en la granulosa viaja por el sistema vascular hasta el 

sistema hepático, donde estimula la producción de Vtg. Diversos estudios 

muestran que la administración exógena de E2 al corriente sanguíneo es ca-

paz de estimular la producción de Vtg incluso en machos, ya que estos po-

seen el (los) gen(es) correspondiente(s). La Vtg puede ser purificada a partir 

de plasma de machos inducidos con 1-10 mg/kg de E2, suministrado disuelto 

en salino (Mañanos et al., 1994b; Mourot y Le Bail, 1995; Silversand et al., 

1993; Yao y Crim, 1996), en aceite de maíz (Norberg, 1995), aceite de caca-

huete (Hylland y Haux, 1997; Kishida y Specker, 1993), polipropileno glicol 

(Hara et al., 1993; Inaba et al., 1997) o aceite de coco (Roubal et al., 1997; 

Scott et al., 2006; Capítulo 3). Los niveles plasmáticos de Vtg suelen estar 

correlacionados de manera positiva con los niveles plasmáticos de E2 (Capí-
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tulo 3.). La Vtg circulante es selectivamente captada por los oocitos en desa-

rrollo mediante endocitosis acoplada a receptor específico (Wallace, 1985; 

Kanungo et al., 1990; Tyler et al., 1990; Tyler, 1991). El receptor de Vtg 

(VtgR) ha sido aislado y caracterizado en diferentes especies ovíparas de 

vertebrados e invertebrados (Stifani et al., 1990; Chan et al., 1991; Bujo et 

al., 1994 y 1995; Okabayashi et al., 1996; Tao et al., 1996; Davail et al., 

1998; Prat et al., 1998; Schonbaum et al., 2000; Li et al., 2003; Hiramatsu et 

al., 2004). Más información sobre dicho receptor puede encontrarse en el 

Capítulo 2. 

Una vez internalizada la Vtg en el interior del oocito, es proteolíti-

camente procesada en péptidos más pequeños, la lipovitelina, la fosvitina y 

el componente β, los cuales forman el vitelo para el futuro desarrollo del 

embrión (Fig. 1.3.). El vitelo es almacenado en pequeños gránulos que ocu-

OOCITO
HÍGADO

Vtg

Catepsinas

Vtg

Lipovitelina

Fosvitina

Componente ββ

VtgR Vtg

E2

Fig. 1.3. Proceso general de la vitelogénesis. El E2 plasmático producido por las 
células somáticas de la granulosa es internalizado en el hígado y capaz de estimular 
la síntesis de Vtg, que sale al corriente sanguíneo para ser internalizada en el oocito 
mediante endocitosis específica por el VtgR. Una vez en el interior, es proteolíti-
camente procesada por las enzimas catepsinas en proteínas más pequeñas.
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pan todo el citoplasma del oocito lo que produce el típico aspecto rosado del 

oocito en preparaciones histológicas teñidas con eosina/hematoxilina . 

1.1.2.4. Maduración y ovulación de los oocitos 

Cuando el oocito llega a su máximo estado de crecimiento al final 

de la vitelogénesis, está preparado para la fase de maduración. Esta fase vie-

ne acompañada de diferentes cambios en el núcleo y el citoplasma del ooci-

to. Durante todo el proceso de vitelogénesis los oocitos han estado detenidos 

en la profase de la meiosis I, y durante la maduración, ésta se resume hasta la 

metafase de la meiosis II. La meiosis finalizará en el momento de la fertili-

zación. Durante la maduración del oocito, también llamada maduración 

meiótica, el núcleo del oocito (vesícula germinal, VG) comienza una migra-

ción desde una posición central del oocito hasta su periferia en el polo ani-

mal donde se sitúa el micropilo. En esta migración hay evidencias que de-

muestran un importante papel del citoesqueleto (Habibi y Lessman, 1986). 

Estudios de microscopía confocal de inmunofluorescencia usando anticuer-

pos de anti-tubulina, revelan que los microtúbulos se distribuyen en zonas 

libres de vitelo durante el proceso de crecimiento de los oocitos, formando 

una red de túbulos de distribución muy organizada, y la misma distribución 

se ha observado en el proceso de maduración inducida por hormonas (Naga-

hama et al., 1995). Una vez completada la migración hacia el polo animal, la 

membrana de la VG se rompe y el nucleoplasma no puede ser distinguido 

del citoplasma. Los cromosomas se condensan y se alinean, se forma el huso 

acromático y la extrusión del primer corpúsculo polar: la meiosis I ha sido 

completada. 

El proceso de maduración del oocito es activado por la gonadotropi-

na LH a través de receptores de membrana específicos ligados a la adenilato 
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ciclasa en las células somáticas de la teca, o de la granulosa dependiendo de 

las especies, lo cual aumenta los niveles de AMPc e inicia la señal para que 

estas células sinteticen el esteroide inductor de la maduración (MIS). En 

salmónidos, ciprínidos y espáridos, se han detectado dos MIS diferentes: 

17,20βP (Nagahama y Adachi, 1985; Nagahama, 1987a) y 17α,20β, 21-

trihidroxi-4-pregnen-3-one (20βS; Thomas y Prant, 1989). En S. solea pare-

ce que 17,20βP es el candidato más probable a MIS (Canario, 1991), aunque 

no se puede excluir la posibilidad de que otros progestágenos puedan actuar 

como MIS en otras especies de peces planos (Canario y Scott, 1989ab; 

1990abc). El MIS actúa sobre el oocito a través de un receptor de membrana 

que activa al factor promotor de la maduración en el citoplasma del oocito, 

responsable de la estimulación de la meiosis (Nagahama et al., 1995; Cerdà, 

2001).  

En algunas especies de teleósteos, el oocito experimenta un gran 

aumento de tamaño debido a la hidratación. Este aumento del volumen del 

oocito puede variar desde un ligero aumento en especies de agua dulce y 

eurihalinas (Hirose, 1976; Iwamatsu y Katoh, 1978; Wallace y Selman, 

1978, 1979; Craik y Harvey, 1984, 1986; Selman et al., 1993), hasta un au-

mento muy considerable en especies marinas (Oshiro y Hibiya, 1981; Walla-

ce y Selman, 1981; Watanabe y Kuo, 1986; Adachi et al., 1988; LaFleur y 

Tomas, 1991; Wallace et al., 1993). El mecanismo de la hidratación del oo-

cito favorece que los huevos de especies marinas sean flotantes en agua de 

mar, y según su flotabilidad estos pueden clasificarse como huevos demersa-

les (poco o no flotantes) o huevos pelágicos (flotantes). Se considera que en 

los huevos demersales la principal fuerza osmótica para la entrada de agua es 

el incremento de la concentración de iones orgánicos, como el K+ o el Na+,  

mientras que en los huevos pelágicos, la presión osmótica sería producida 
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por el aumento en aminoácidos libres y pequeños péptidos producidos en el 

oocito como consecuencia de la proteólisis del vitelo (Fabra et al., 2006). 

Al final del Capítulo, se puede observar la Figura suplementaria 1.1. 

(Fig. S, 1.1) con un pequeño resumen general del proceso de crecimiento 

primario, maduración y ovulación. 

1.1.2.5. La atresia folicular 

La atresia folicular es un fenómeno involutivo que ocurre de manera 

normal en los ovarios de todos los vertebrados, incluidos los peces, tanto en 

condiciones naturales como en cautividad (Saidapur, 1978). La atresia puede 

observarse en todos los estadios del ciclo reproductivo (Miranda et al., 

1999), aunque lo más común es observarla durante el periodo de post-puesta 

(Guraya, 1994). En cautividad, es muy frecuente que ocurra en oocitos vite-

logénicos, aunque también se puede observar en oocitos previtelogénicos 

(Miranda et al., 1999). En teleósteos, puede ser inducida por diferentes facto-

res como stress, agentes biocidas, confinamiento, cambios de luz o tempera-

tura, inanición o niveles hormonales inadecuados (Nagahama, 1983).  

Muchas especies de peces en cautividad varían sus ciclos gonadales, 

completando la vitelogénesis pero no siendo capaces de ovular sin ayuda 

hormonal externa (Mylonas et al., 1997). Además, se ha encontrado atresia 

en aquellas hembras incapaces de realizar la puesta tras la inducción hormo-

nal, y se piensa que es precisamente este proceso degenerativo el que puede 

explicar la ineficacia de estos métodos (Mylonas et al., 1997). Por lo tanto, 

los estudios de atresia en peces sometidos a confinamiento y a condiciones 

no naturales son de vital importancia a nivel económico, ya que este proceso 

degenerativo afecta las tasas de fertilidad (Lam, 1983; Fenerich et al., 1984). 
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El primer signo de la atresia a nivel microscópico, es una desintegra-

ción del núcleo del oocito, seguido de una fragmentación de la zona pellúci-

da y una hipertrofia de las células foliculares, tal y como han descrito Lowe-

rre-Barbieri et al. (1996) y Mylonas et al. (1997). A nivel citoplasmático, se 

produce la desintegración de los orgánulos celulares, y las células somáticas 

comienzan un proceso de ingesta y digestión del vitelo, indicando una activa 

participación de estas células en el proceso de atresia (Lang, 1981; Besseau y 

Faliex, 1994). Este proceso fagocítico desarrollado por las células somáticas 

de la teca y la granulosa hipertrofiadas, ha sido descrito en estudios histo-

químicos (Lambert, 1970). Según Chieffi-Baccari et al. (1992), las células 

somáticas no sólo digieren el vitelo, sino también otros componentes oocita-

rios como mitocondrias y otros orgánulos. Shrivastava (1969) sugiere que las 

células somáticas también son capaces de secretar enzimas para digerir el 

vitelo. Hay autores que sugieren asimismo la existencia de procesos de apop-

tosis o muerte celular relacionados con el proceso de atresia (Jans y Van Der 

Kraak, 1997). En la Tabla 1.1. se muestran los cambios morfológicos descri-

tos por Miranda et al. (1999) en dos especies con diferente estrategia repro-

ductiva en condiciones naturales: Astyanax bimaculatus lacustris, la cual 

tiene un largo periodo reproductivo caracterizado por una puesta parcial, y 

Leporinus reinhardti, la cual tiene un periodo reproductivo muy corto carac-

terizado por una puesta total. En cautividad A. bimaculatus lacustris tiene 

puestas espontáneas, mientras que L. reinhardti , incluso en estadios de 

avanzada maduración, es incapaz de emitir la puesta sin ayuda hormonal. 

Ambas especies, a pesar de sus diferentes estrategias reproductivas, mues-

tran similaridades tanto a nivel histológico como ultraestructural en sus pro-

cesos de degeneración y reabsorción. 
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En cautividad, el proceso de atresia puede durar entre 2 y 7 meses 

dependiendo de la especie y de su estrategia reproductiva, siendo más corto 

el periodo en peces de puesta total , que en peces de puesta parcial (Miranda 

et al., 1999). En todos los casos, las hembras con ambos tipos de estrategias 

son capaces de responder a nuevas inducciones hormonales. Aunque se con-

sidera que la atresia es un proceso que reduce el potencial reproductivo, ya-

que aparece cuando los índices gonadosomáticos (IGS) son más altos (Kjes-

bu et al., 1991; Palmer et al., 1995), existen autores que consideran que la 

Tabla 1.1. Características morfológicas de los folículos ováricos de A. bimaculatus 
lacustris y L. reinhardti durante el periodo de atresia folicular. 

Características morfológicas 
Atresia 
inicial 

Ruptura de la envoltura nuclear y dispersión de la cromatina en el 
ooplasma 
Comienzan a desintegrarse los orgánulos en la periferia del citoplas-
ma: mitocondrias, alvéolos corticales y gránulos de yolk. 
Lagrimas en la zona pellúcida 
Células somáticas hipertrofiadas. 
Membrana basal y teca normales. 

Atresia  
intermedia 

Licuefacción de los gránulos de yolk. 
Desintegración y fragmentación de la zona pellúcida. 
Células somáticas presentan fagocitosis del yolk. 
La teca comienza a mostrar vascularización. 

Atresia  
avanzada 

Yolk prácticamente fagocitado por las células somáticas. 
Numerosas figuras de mielina en el citoplasma de las células somáti-
cas. 
Teca muy vascularizada. 
Membrana basal estrechada. 

Atresia  
final 

Yolk completamente reabsorbido. 
Reducción en el número de células somáticas. 
Acumulación de gránulos de pigmentos amarillo-marrones (gránulos 
de lipofucsina). 
Tejido conectivo muy vascularizado alrededor de las células somáti-
cas. 
Membrana basal fragmentada. 
Granulocitos cercanos a los folículos atrésicos. 
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atresia no es la causa principal de la reducción de la fecundidad (De Vla-

ming, 1983). 

1.1.3. La reproducción en machos 

1.1.3.1. Estructura del testículo 

En la mayoría de teleósteos, los testículos son un par de lóbulos 

elongados separados por un septo o independientes entre ellos, unidos a la 

pared dorsal del cuerpo, aunque en algunas especies (p.e. poecílidos) están 

combinados en un único saco. Un vaso deferente  sale de la superficie meso-

dorsal de cada testículo, para alcanzar la papilla urogenital situada entre el 

recto y el conducto urinario. Dentro del testículo, hay dos compartimentos: 

el germinal y el intersticial, separados entre ellos por una membrana basal 

(Lo Nostro et al., 2003). En el compartimento germinal, las células de Sertoli 

(Sc) envuelven con sus extensiones citoplasmáticas un clon de células ger-

minales en el mismo estadio de desarrollo, formando un espermatocisto 

(Pudney, 1995). La estructura testicular en teleósteos varía mucho entre es-

pecies, pero en general se pueden establecer dos tipos según la organización 

del tejido germinal: en teleósteos inferiores, el compartimento germinal está 

organizado en túbulos anastomosados, mientras que en teleósteos superiores 

están organizados en lóbulos ramificados (Grier, 1993). 

El tipo lobular es el más común entre la mayoría de teleósteos y se 

compone de numerosos lóbulos separados entre ellos por una fina capa de 

tejido conectivo fibroso. Dentro de los lóbulos, las espermatogonias (Sg) 

primarias se dividen por mitosis para formar cistos formados por varias Sg 

secundarias. Durante la maduración, todas las células germinales del cisto se 

encuentran aproximadamente en el mismo estadio de desarrollo, y tal y co-

mo la espermatogénesis y la espermiogénesis avanzan, los cistos se expan-
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den y se rompen liberando su contenido a una cavidad central, o lúmen, que 

continúa con el conducto espermático. 

El tipo tubular está restringido al grupo de los atheriniformes, como 

el guppy, Poecilia reticulata. Consiste en túbulos orientados entre la túnica 

externa (final ciego) y la cavidad central, a la cual son liberados los esperma-

tozoides. Las Sg primarias sólo se encuentran en el final ciego, y al avanzar 

la espermatogénesis y la espermiogénesis, el cisto se desplaza centralmente 

dentro del testículo hacia el vaso deferente, no existiendo lumen en este tipo 

(Billard et al., 1982). 

Ambos tipos de testículo se pueden asimismo dividir en: no restrin-

gido y restringido. En el testículo no restringido, las Sg se pueden encontrar 

a lo largo del túbulo o lóbulo, mientras que en el restringido, estas células 

sólo se pueden encontrar en su parte distal (Selman y Wallace, 1986; Grier 

1993; Weltzien et al., 2004). El compartimento germinal está envuelto y 

estructuralmente soportado por el compartimento intersticial, constituido por 

tejido conectivo, donde podemos encontrar  células mioides, fibroblastos, 

fibras de colágeno, vasos sanguíneos y células de Leydig (Lc). 

Durante la espermatogénesis, las células germinales masculinas pa-

san por tres fases diferentes (Schulz y Miura, 2002; Weltzien et al., 2004): 

proliferación mitótica (las Sg de tipo A, SgA, se dividen por mitosis para 

formar Sg de tipo B, SgB, y éstas a su vez para formar espermatocitos, Spc), 

meiosis (Spc a espermátidas, Spd), y espermiogénesis (de Spd a espermato-

zoides, Spz). Según cómo se desarrolla la espermatogénesis, Mattei et al. 

(1993) distinguió dos tipos en teleósteos: espermatogénesis cística o esper-

matogénesis semi-cística. En el tipo cístico, la espermatogénesis es comple-

tada dentro del espermatocisto, el cual se rompe al final de la espermatogé-

nesis para liberar los Spz dentro del lúmen lobular o tubular. En el tipo semi-
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cístico, el cisto se rompe antes de ser completada la espermatogénesis, y ésta 

es finalizada en el interior del lúmen. 

El testículo del lenguado senegalés ha sido estudiado recientemente 

a nivel anatómico, histológico, histoquímico y histoenzimático en los traba-

jos de García-López et al. (2005, 2006b). A diferencia de la mayoría de te-

leósteos (p.e. el lenguado inglés, Parophrys vetulus, Girard (Sol et al., 1998) 

y el fletan, Hippoglossus hippoglossus, L. (Weltzien et al., 2002), los cuales 

poseen testículos elongados, S. senegalensis posee testículos con forma reni-

forme en secciones transversales, con dos regiones principales, la cortical y 

la medular. Los testículos del lenguado común, S. solea, parecen tener una 

forma similar a los de S. senegalensis (Baynes et al., 1994; Bromley, 2003), 

siendo una posible característica de género. Al igual que el lenguado común, 

el lenguado senegalés también tiene un tamaño testicular y un IGS muy pe-

queños a lo largo de todo el año, mientras que otras especies de teleósteos 

presentan grandes variaciones a lo largo de la espermatogénesis. En estas 

especies el testículo acumula gran cantidad de esperma, característica que no 

es observada ni en el lenguado común (Baynes et al., 1994; Bromley, 2003) 

ni en el senegalés (Capítulos 4 y 5). Por el contrario, la estructura interna del 

testículo del lenguado es muy parecida a muchos teleósteos descritos ante-

riormente, con una estructura típicamente lobular, y un tipo de espermatogé-

nesis semicística donde las Spd son liberadas del espermatocisto para dife-

renciarse en Spz en el interior del lúmen (García-López et al., 2005). En 

cuanto a la distribución de las Sg, el lenguado senegalés presenta un modelo 

intermedio entre el tipo restringido y el no restringido, pues la mayoría de las 

SgA se encuentran en la parte distal de los lóbulos (García-López et al., 

2005). 
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1.1.3.2. Espermatogénesis, espermiogénesis y espermiación 

Tanto en testículos de tipo lobular como tubular, el desarrollo de 

las células germinales tiene lugar dentro de compartimentos germinales, 

formados a partir Sc, capaces de englobar varias células germinales dentro 

de sus extensiones, formando así espermatocistos. Las Sg entonces comien-

zan a transformarse en Spc. La primera división meiótica produce dos célu-

las hijas, los Spc secundarios, SpcII, y la segunda división meiótica da lugar 

a las Spd. Éstas, aunque ya son haploides, todavía no son capaces de fecun-

dar, necesitan una transformación a Spz, proceso denominado espermiogé-

nesis. En S. senegalensis, las Sc sólo engloban Sg y Spc, porque en un de-

terminado momento al final de la meiosis, los espermatocistos se abren y las 

Spd son liberadas al lúmen del lóbulo seminífero, donde se diferenciarán en 

Spz (García-López et al., 2005). Los espermatocistos (que contienen Sg y/o 

Spc) se distribuyen a lo largo del lóbulo, aunque la mayor parte de los que 

contienen Sg de tipo A se encuentran en la parte distal del lóbulo. 

Existen dos tipos de Sg descritas en teleósteos: de tipo A (SgA) y de 

tipo B (SgB). Las SgA son grandes células (8,44±0,48 µm de diámetro), 

ligeramente basófilas, con un gran núcleo y un único, central y basófilo nu-

cleolo. Se encuentran normalmente rodeadas de Sc. Por diferentes mitosis, 

las SgA dan lugar a las SgB, un poco más pequeñas (5.86±0.21 µm de diá-

metro), con varios nucleolos muy basófilos en posición central. Las SgB, de 

nuevo se dividen dando lugar a los Spc primarios (SpcI), todos ellos unidos 

citoplasmáticamente por puentes intercelulares. Estos miden 5,65±0,11 µm 

de diámetro y su núcleo tiene una textura granular o irregular debido a la 

distribución del material genético. Es muy infrecuente observar Spc secun-

darios (SpcII), ya que su vida es muy corta, y pasan rápidamente a Spd. Su 

diámetro es de 3,46±0,09 µm y su núcleo es esférico. Las Spd ya son libera-
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das de los espermatocistos al lúmen lobular, miden 2,31±0,05 µm de diáme-

tro y su citoplasma ya es muy reducido. Éstas comienzan a diferenciarse en 

Spz; proceso denominado espermiogénesis donde el núcleo y el citoplasma 

se reorganizan, formando una cabeza (1,04±0,04 µm de diámetro), un cuello 

y un flagelo o cola. A diferencia de otros vertebrados, los Spz de teleósteos 

carecen de acrosoma, ya que no necesitan digerir la zona pellúcida, sino que 

se introducen en el huevo directamente por una obertura en éste, el micropi-

lo, por la cual penetra un único espermatozoide (Hart, 1990). Diámetros 

tomados de García-López et al., 2005.  

Las Sc poseen un núcleo con forma triangular en preparaciones his-

tológicas, ligeramente basófilo, y se encuentran situadas en contacto con la 

membrana basal que separa el compartimento germinal del intersticial. Éstas 

células proporcionan soporte físico y factores necesarios para la superviven-

cia, proliferación y diferenciación de las células germinales. También se 

Fig. 1.4. Fotomicrografías de secciones histológicas transversales de testículo de 
lenguado senegalés teñidas con eosina/hematoxilina. (A) Sección del área cortical de 
testículo mostrando un lóbulo seminífero conteniendo espermatogonias de tipo A 
(SgA), espermatogonias de tipo B (SgB), espermatocitos de tipo I (SpcI), espermáti-
das (Spd), y espermatozoides (Spz). Las células de Sertoli (Sc) y las de Leydig (Lc) 
adyacentes a los lóbulos también están indicadas. (B) Sección del área medular de 
testículo donde se pueden observar túbulos eferentes llenos de Spz y Spd. 
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encargan de la fagocitosis de células dañadas. Los túbulos o lóbulos germi-

nales individuales se encuentran separados entre ellos por tejido conectivo, 

que contiene fibroblastos, vasos sanguíneos y Lc, las cuales a través de su 

producción de esteroides se piensa que regulan el proceso de espermatogé-

nesis, así como el desarrollo de caracteres secundarios y comportamiento 

sexual. En la Fig. 1.4., se pueden observar los tipos celulares descritos. 

La espermiación en teleosteos implica una maduración o capacita-

ción del esperma, acompañada de una producción de fluido o hidratación del 

conducto eferente, proceso que es aparentemente dependiente de LH (Billard 

et al., 1982). Se piensa que la hidratación, por incremento de la presión lóbu-

lar, permite al esperma migrar al vaso deferente donde es almacenado hasta 

su expulsión al exterior (Billard et al., 1982). 

1.1.3.3. Regulación endocrina de la espermatogénesis 

Durante la espermatogénesis se desarrollan tres grandes procesos: 

primero, la proliferación mitótica de las SgA, que en teleósteos puede ser 

inducida por hCG (Miura et al., 1991a), 11-ketotestosterona (11-KT; Miura 

et al., 1991b; Nader et al., 1999), el factor de crecimiento I similar a la insu-

lina (�insulin like growth factor�, IGF-I; Loir y Le Gac, 1994; Nader et al., 

1999), y posiblemente también por GnRH (Minucci et al., 1986). La meiosis 

y la espermiogénesis parecen estár también inducidas por hCG y 11-KT 

(Miura et al., 1991ab), en cambio, la espermiación es dependiente del MIS 

(Ueda et al., 1985; Nagahama, 1994). Al igual que en hembras, los progestá-

genos 17,20βP y 20βS parecen ser los principales MIS (Nagahama et al., 

1983; Ueda et al., 1983; Trant et al., 1986). 

En peces planos, 17,20βP parece ser el MIS en la limanda (Limanda 

limanda; Canario y Scott, 1990a), la platija del Norte (Pleuronectes platessa, 
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Canario y Scott, 1990a; Vermeirssen et al., 1998), el lenguado común (Solea 

solea; Scott y Canario, 1992), y el fletan (Hippoglossus hippoglossus, Ver-

meirssen et al., 2000). García-López et al. (2006a) sugiere que 17,20βP po-

dría ser el MIS en S. senegalensis. En cambio, este esteroide no ha sido en-

contrado ni en la platija americana (Pleuronectes americanus, Truscot et al., 

1992) ni en el lenguado inglés (Pleuronectes vetulus, Sol et al., 1998). En 

rodaballo, Scophthalmus maximus L., el 20βS es producido por testículos in 

vitro (Mugnier et al., 1997), siendo éste esteroide también el más eficiente 

para inducir la maduración final (Mugnier et al., 1997). 

La FSH y los andrógenos, principalmente la 11-KT, parecen ser los 

reguladores de la espermatogénesis. La FSH es esencial para la proliferación 

de las Sc y la producción de factores del crecimiento (Lejeune et al., 1996). 

Los andrógenos son producidos en las Lc, las cuales son las principales célu-

las esteroidogénicas como respuesta a la estimulación de LH. Además, di-

versos factores paracrinos y autocrinos activados por las propias gonadotro-

pinas (Pescovitz et al., 1994; Miura et al., 1997; Schlatt et al., 1997) actúan 

como reguladores generales de todo el proceso. 

En teleósteos, los receptores de FSH y andrógenos se expresan en las 

Sc, mientras que los receptores de LH se expresan en las Lc (Miwa et al., 

1994; Oba et al., 2001). Los receptores de FSH parecen ser capaces de inter-

actuar también con LH, mientras que los receptores de ésta última son espe-

cíficos (Yan et al., 1992; Miwa et al., 1994). 11-KT estimula la producción 

de activina, la cual induce a las células germinales a iniciar la mitosis, pro-

bablemente actuando directamente sobre la célula germinal (Miura et al., 

1995; Nagahama et al., 1997; Nagahama, 2000). Esta inducción por activina 

parece no actuar en estadios posteriores de la espermatogénesis, concreta-

mente a partir de la meiosis (Miura et al., 1997). Sin embargo, los mecanis-
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mos de la regulación de la espermatogénesis no se pueden generalizar en 

peces, ya que en la trucha arco iris por ejemplo, 11-KT parece no tener nin-

gún estímulo sobre la espermatogénesis (Loir, 1999). El efecto esteroidogé-

nico de LH se basa en el incremento del transporte de colesterol al interior 

de las mitocondrias en las Lc, proceso facilitado por la proteína StAR (Stoc-

co y Clark, 1996).  

Una vez en el interior de las mitocondrias, el colesterol se transfor-

ma en pregnolona, precursora del resto de hormonas esteroides en vertebra-

dos. 11-KT es el andrógeno más importante en el testículo de teleósteos 

(Scott et al., 1980; Borg, 1994), incluyendo los pleuronectiformes: fletan 

(Hippoglossus hippoglossus, Methven et al., 1992; Norberg et al., 2001; 

Weltzien et al., 2002), Hippoglossus stenolepsis (Liu et al., 1991), la platija 

del Norte (Pleuronectes platessa, Vermeirssen et al., 1998), el lenguado 

inglés (Pleuronectes vetulus, Sol et al., 1998) y la platija americana (Pleuro-

nectes americanus, Campbell et al., 1976; Harming et al., 1995), aunque no 

se puede despreciar otros andrógenos encontrados en concentraciones más 

bajas, como la T (Borg, 1994). 

En cuanto al perfil plasmático de esteroides sexuales en machos, se 

pueden distinguir tres fases: 

 Fase inicial con niveles plasmáticos bajos de T y 11-KT: corresponde 

a la proliferación de las Sg y el inicio de la meiosis marcada por la 

formación de SpcI y II. 

 Fase intermedia con incremento de las concentraciones plasmáticas de 

T y 11-KT: células haploides (Spd y Spz) presentes en los testículos. 

 Fase final con bajos niveles plasmáticos de T y 11-KT: los testículos 

comienzan a entrar en fase de regresión, con las Sc en fase fagocítica 

activa. 
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Este patrón estacional se ha observado en S. sengalensis (García-

López et al., 2006ab) donde en verano se detectan niveles bajos de T y 11-

KT, para aumentar en el otoño y alcanzar un pico justo antes del momento 

de la época de puesta en primavera, cuando el número de machos espermian-

tes es máximo. Durante el periodo de puesta, los andrógenos vuelven a dis-

minuir alcanzando progresivamente niveles bajos en verano. Se han descrito 

patrones similares en la platija moteada (Verasper variegatus, Koya et al., 

2003) y en la gallineta negra (Sebastes schlegeli, Mori et al., 2003). En sal-

mónidos, los testículos pasan de sintetizar esteroides C19 (como T y 11-KT) 

a esteroides C21 (como 17,20βP) durante el periodo de puesta (Ueda et al., 

1983), patrón que también podría seguir el lenguado senegalés (García-

López et al., 2006a). 

Al final del Capítulo, se incluye un resumen del proceso de esperma-

togénesis y espermiogénesis en teleósteos (Fig. S, 1.2). 

1.2. La Acuicultura en España 

La acuicultura en España comenzó en los años 70, en pequeñas em-

presas familiares las cuales trabajaban básicamente con mejillón y trucha. 

Posteriormente, en los noventa, se incorporó el cultivo del rodaballo en el 

Norte de España y de dorada y lubina en el sur, levante y Canarias, incorpo-

rando nuevas tecnologías a nivel industrial, científico y empresarial que me-

joraron el cultivo piscícola de cada especie en los diferentes niveles biológi-

cos: reproducción, crecimiento larvario, destete y engorde, así como se pro-

fundizó en conocimientos de patología y biología del medio. Más tarde apa-

recieron nuevas especies en la acuicultura española, como la anguila (Levan-
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te), el atún rojo (Murcia), la carpa (Baleares), la tenca (Extremadura), el 

esturión (Cuenca del Guadalquivir), el cangrejo (marismas), o la corvina 

(Levante). Según la Junta Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR, 

http://www.mapa.es/es/pesca/pags/jacumar/presentacion/acuicultura_es.htm)

la producción española de acuicultura continental y marina en el año 2005, 

supuso el 3% de la producción mundial y el 25% de la europea. Actualmente 

España se encuentra en el puesto 11º del ranking mundial de productores 

(datos aportados por el Fondo de Regulación y Organización del Mercado de 

los Productos de la Pesca y Cultivos Marinos, FROM, adscrito al Ministerio 

de Agricultura, Pesca y Alimentación, http://from.mapa.es/) siendo las espe-

cies estrella la lubina, la dorada, el rodaballo y los túnidos. 

1.3. El lenguado senegalés 

El cultivo de peces planos en Europa comenzó en Gran Bretaña con 

el lenguado común (Solea solea, Linneo 1758) y el rodaballo (Hipoglossus 

hipoglossus), aunque con unas bases biológicas poco claras. Si bien estos 

países fueron los pioneros, posteriormente en otros países, especialmente 

Portugal, España, Grecia, Alemania y Noruega, se iniciaron también en su 

cultivo. Desde los últimos treinta años, el lenguado (S. solea y Solea senega-

lensis, Kaup 1858) aparece en el sur de Europa como un buen candidato para 

la diversificación de los mercados europeos, saturados a causa de la super-

producción de dorada y lubina que provoca una reducción en los precios de 

mercado. Una vez superados los problemas iniciales, el lenguado ha demos-

trado ser una prometedora especie para la acuicultura marina (Howell, 

1997). Uno de los principales problemas con los que se encontró el cultivo 
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del lenguado en sus inicios fueron las bajas tasas de crecimiento en juveniles 

y la aparente gran susceptibilidad a enfermedades, sobretodo pasteurelosis, 

vibriosis, mixobacteriosis y enfermedades virales. Ambos problemas han 

sido en parte solventados a lo largo del tiempo mediante la mejora de las 

dietas y el estudio del stress debido a las grandes densidades de cultivo, aun-

que sigue siendo necesario y urgente el desarrollo de vacunas y medios pro-

filácticos contra sus patógenos típicos. 

Actualmente, los alevines de lenguado muestran un crecimiento y 

engorde muy optimizado bajo condiciones de cultivo intensivo. Asimismo, 

esta producción goza de un buen precio de mercado. Sin embargo, el factor 

limitante en la acuicultura del lenguado sigue siendo la ausencia de métodos 

para el control de la reproducción en cautividad, lo cual se ha conseguido 

con éxito en otras especies como la dorada o la lubina. En algunas zonas del 

sur de España y Portugal se han conseguido puestas viables a partir de re-

productores salvajes de lenguado senegalés estabulados durante varios años 

Fig. 1.5. Distribución geográfica de S. senegalensis (tomado de Porta, 2006) 
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en cautividad, aunque estas ocurren de manera espontánea y poco predecible 

(Dinis et al., 1999; Anguis y Cañavate, 2005). Sin embargo, los tratamientos 

hormonales para la inducción de la puesta generalmente no funcionan, o 

producen gametos de baja viabilidad (Dinis et al., 1986, citado en Dinis et 

al., 1999). 

En España, la producción de lenguado se concentra en las comuni-

dades de Andalucía y Cataluña, aunque también se realizan experiencias en 

instalaciones ubicadas en Galicia y Santander.  

1.3.1. Taxonomía y distribución geográfica de S. senegalensis (Kaup, 

1858)

El lenguado senegalés pertenece al Tipo Vertebrata, Subtipo Gnato-

somata, Superclase Pisces, Clase Osteichthyes, Orden Heterosomata, Subor-

den Soleoidei, Familia Soleidae, Subfamilia Soleinae, Género Solea, y Espe-

cie senegalensis. Esta especie se distribuye por todo el Mediterráneo Occi-

dental y por el Atlántico Este desde el Senegal hasta la región de La Roche-

lle, en Francia (Fig. 1.5.).  

Es mencionado como Solea melanochira (Borja, 1920) y recupera su 

identidad como S. senegalensis en posteriores trabajos: en la costa Norte de 

Túnez (Goucha y Ktari, 1981), en el lago de Ichkeul (Chaouachi y Hassine, 

1998),  en el Golfo de Lyon (Quignard et al.,1986) y en el Mediterráneo 

(Rodríguez y Rodríguez, 1980), referencias tomadas de CIESM (The Medi-

terrnean Science Comission). Es confundido con Solea solea, Linneo 1758 

(=S. vulgaris), especie más común en aguas del Atlántico Norte, aunque 

coexiste con S. senegalensis en el Atlántico Este y en el Mediterráneo. Am-

bas guardan un gran parecido. Externamente se diferencian en la membrana 

interradial de la aleta pectoral del lado ocular, de color negro en S. senega-
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lensis en su mitad posterior. Ambas especies son gonocóricas (sexos separa-

dos), las hembras maduran a partir del tercer año de vida para S. Senegalen-

sis, o en el cuarto para S. solea (Dinis et al., 1999), cuando las longitudes son 

32 y 27-30 cm, respectivamente (Ramos, 1982). Incluso las larvas de ambos 

son planctónicas y muy difíciles de distinguir. Las tasas de fecundidad tam-

bién son muy similares, 509 oocitos/ g para S. senegalensis y 530 oocitos/ g 

para S. solea (Dinis et al., 1999) aunque las épocas de reproducción no coin-

ciden temporalmente: invierno para S. solea (enero-marzo) y primavera para 

S. senegalensis (marzo/abril-junio) (Ramos, 1982; Anguis y Cañavate, 

2005). 

1.3.2. Morfología externa y biología en el medio natural  

El lenguado senegalés es un pez plano de cuerpo ovalado y asimétri-

co con ambos ojos sobre el costado derecho. Hocico redondo y boca pequeña 

de forma semicircular que alcanza el borde inferior del ojo derecho. Aletas 

dorsal y anal de base muy amplia claramente separadas de la aleta caudal. 

Final de las aletas dorsal y anal unidas por una fina membrana en la base de 

la aleta caudal. La aleta pectoral en el lado ocular y presenta una pigmenta-

ción de color negro en la parte media y distal de su membrana. Línea lateral 

recta formando un pequeño arco en la zona supratemporal. Abundante mu-

cosidad corporal presentando varias tonalidades de pigmentación de marrón 

muy claro a más oscuro pudiendo presentar pequeñas manchas concéntricas 

de diferente tonalidad. Los ejemplares adultos suelen medir 30-35 cm en el 

Mediterráneo y hasta 60 cm en el Atlántico. En la Fig. 1.6. se muestra repre-

sentado un ejemplar adulto. 

El lenguado es una especie marina bentónica, le gusta vivir sobre 

fondos arenosos y camuflarse en ellos, llegando a una profundidad de hasta 
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100 metros. Se alimenta de organismos invertebrados bentónicos como ané-

lidos, larvas de poliquetos y moluscos bivalvos (Braber y De Groot, 1973) y 

sobretodo se alimenta por la noche (De Groot, 1971). Se trata de un pez go-

nocórico, desprovisto de caracteres sexuales secundarios aunque en la época 

de reproducción las hembras experimentan un aumento considerable de los 

ovarios, y un cambio de color en la zona ventral visibles a simple vista.  

Presenta dos épocas de puesta: la más importante desde marzo hasta 

junio, y la segunda, de menor importancia, de septiembre/octubre hasta no-

viembre. Es en los meses de octubre a junio cuando las hembras experimen-

tan un desarrollo mayor de los ovarios, sufriendo una regresión parcial de las 

gónadas en los meses de verano. Los machos producen esperma durante todo 

el año, aunque la máxima proporción ocurre en primavera y disminuye en 

los meses de verano (García-López et al., 2006ab). 

La reproducción tiene lugar a temperaturas entre 13 y 23º C, aunque 

pueden darse altas fecundidades entre 15 y 21º C (Anguis y Cañavate, 2005). 

Los huevos son pelágicos, miden alrededor de un milímetro, y presentan 

Fig. 1.6. Ejemplar adulto hembra de lenguado senegalés durante la época de puesta 
en la primavera, de aproximadamente 4 años de edad, 45 cm de longitud y 1,8 kg de 
peso. 
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numerosos aglomerados de glóbulos lipídicos formando una espiral dentro 

del huevo. La duración de la incubación en el medio natural suele durar una 

semana aunque varía con la temperatura (Russel, 1976). Al eclosionar las 

larvas miden de 2,4 ± 0,1 mm (Dinis et al., 1999), son planctónicas y abun-

dan en los primeros metros de la superficie. Al final de la vida larvaria des-

cienden progresivamente a mayor profundidad comenzando la formación de 

la típica disimetría (proceso de metamorfosis). Los juveniles se encuentran 

cerca del litoral y comienzan a llevar una vida béntica, se reagrupan en zonas 

interdiales durante unos ocho meses y después se alejan de la costa hacia 

zonas más profundas. Durante este periodo, los juveniles se caracterizan por 

una elevada tasa de crecimiento. Adquieren la madurez sexual aproximada-

mente a los tres años y 30-35 cm de longitud (Person Le Ruyet et al.,1989). 

1.4. Cultivo en cautividad y control de la reproducción 

1.4.1. Cultivo en cautividad 

En el sur de España, la reproducción en cautividad de S. senegalen-

sis se viene estudiando desde principios de los 80 sobre ejemplares salvajes 

obtenidos en los esteros de Cádiz y adaptados a condiciones de cautividad 

(Rodríguez y Pascual 1982a; Dinis, 1992; Bedoui, 1995). Los individuos son 

preferiblemente pescados en las épocas de inter-puesta (julio a septiembre), 

para que las hembras no se estresen y sufran regresión gonadal. Los stocks 

de reproductores se mantienen a baja densidad (≤ 5 kg/m2) bajo semi-

oscuridad. La aclimatación de la dieta, desde invertebrados a dieta artificial 

(pienso), se realiza de forma paulatina, aunque se mantiene un suministro de 
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poliquetos ad libitum al menos un día por semana durante la época de madu-

ración final (Dinis et al., 1996).  

El periodo de puesta suele variar entre 4 y 6 meses, declinando la ta-

lla de los huevos a lo largo de dicho periodo (Dinis 1999). Las puestas son 

tanto mejores cuanto más bajas son las temperaturas durante el invierno (por 

debajo de 10ºC), y durante la época de puesta, éstas parecen ocurrir entre 17 

y 20ºC (según Dinis (1999), no hay puestas por debajo de 16ºC). La produc-

ción media de huevos es de 29.600±21.600 huevos día/Kg, y la mayoría de 

los huevos (65-73%) son producidos a los tres días después de un aumento 

de 2,5º C de la temperatura. La tasa de fertilización puede ser muy variable 

(45-63%), mientras que la tasa de eclosión, la cual ocurre aproximadamente 

a las 42 h desde la fertilización a 19º C, es del 70-57% (Anguis y Cañavate, 

2005). 

Las larvas eclosionan con una longitud media de 2,4±0,1 mm, con 

pequeñas variaciones según stock y tamaño del huevo (Dinis, 1986 citado en 

Dinis et al., 1999). La alimentación de las larvas del lenguado senegalés ha 

sido ampliamente documentada (Dinis et al., 1999). Inicialmente son alimen-

tadas con rotífero durante los primeros 3 a 9 días tras la eclosión (DTE), 

seguidos de Artemia nauplii, o directamente de Artemia desde el primer día. 

Estas dietas vivas son pobres en ácidos grasos esenciales, según documentó 

Sargent et al. (1999) por lo cual son enriquecidas con algas, aceites, o otras 

emulsiones ricas en nutrientes esenciales. La metamorfosis suele comenzar 

sobre el día 11 DTE, con la migración del ojo, y suele estar completada so-

bre el día 19 DTE, con una longitud media de 7,3±0,8 mm (Dinis et al., 

1999). El momento del destete, o aclimatación a piensos comerciales de 

pequeño tamaño, varía entre autores, a partir del día 31 DTE (Dinis et al., 

1992); a partir del día 43 DTE (Cañavate y Fernandez-Díaz, 1999); o incluso 
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a partir de los 6 m
eses (Flos et al., 1995), dependiendo del balance deseado 

entre coste y supervivencia. Sin em
bargo, una alim

entación inadecuada du-

rante el estado larvario y/o a lo largo de la m
etam

orfosis, provoca graves 

problem
as de m

ortalidades, m
alform

aciones, m
alpigm

entaciones y patologí-

as (Soares et al., 2001; Padrós et al., 2003; Zarza et al., 2003), y aún hoy en 

día, este problem
a es una grave lim

itación para el cultivo larvario a gran 

escala. 

1.4.2.
Inducción a la puesta y control de la reproducción 

En el lenguado senegalés todavía no se han desarrollado m
étodos pa-

ra el control de la puesta en cautividad, hecho sin em
bargo esencial para el 

futuro desarrollo del cultivo de esta especie. M
ediante la m

anipulación del 

term
operiodo se han conseguido puestas (A

nguis y C
añavate, 2005; Á

lvarez 

et al., 2003), pero el m
étodo no está suficientem

ente optim
izado. La induc-

ción a la puesta en cautividad con análogos del neuropéptido liberador de 

LH
 (LH

R
H

a; G
uzm

an et al., 2005) o con hC
G

 (G
uzm

an et al., datos no pu-

blicados), no han producido puestas viables, o éstas han sido viables pero no 

repetibles. A
sim

ism
o, el m

asaje abdom
inal de las hem

bras para obtener hue-

vos y posterior fertilización in vitro con esperm
a tam

poco ha sido estudiado, 

a diferencia de otros peces planos com
o el rodaballo (Im

sland et al., 2003). 

Estos datos confieren a los protocolos de inducción a la puesta una im
por-

tancia m
áxim

a para el control horm
onal de la reproducción en cautividad y 

para abastecer la necesidad de diversificación del m
ercado, que no pueden 

satisfacer los protocolos tradicionales de variación de la tem
peratura y foto-

periodo. 



Fig. S, 1.1. Esquema general del proceso de crecimiento ovocitario, maduración y ovulación en teleósteos. 
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Fig. S, 1.2. Esquema general del proceso de espermatogénesis, espermiación y maduración del esperma en teleósteos. 
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OBJETIVOS 

El lenguado senegalés es una nueva especie en la acuicultura mediterránea 

cuyos mecanismos reproductores son sin embargo todavía muy desconoci-

dos. En el presente estudio se han investigado algunos de los mecanismos 

moleculares y endocrinos implicados en el crecimiento del oocito (vitelogé-

nesis), maduración y ovulación. Asimismo, se han establecido protocolos 

para la inducción de la ovulación en hembras y la estimulación de la esper-

matogenesis en machos en condiciones de cautividad. 

Los principales objetivos han sido: 

1. Identificar y caracterizar potenciales marcadores moleculares que con-

tribuyan a entender los mecanismos fisiológicos que regulan el balance entre 

el desarrollo folicular y atresia ovárica. 

2. Desarrollar un ELISA para cuantificar los niveles plasmáticos de vitelo-

genina en el lenguado y así poder estudiar de un modo global el proceso de 

vitelogénesis en esta especie. 

3. Estudiar la eficiencia de diferentes vías de administración de GnRHa, 

inyección intramuscular o implantes de liberación sostenida, para inducir a la 

puesta y la espermiación en hembras y machos de lenguado senegalés gene-

ración F1, respectivamente. 

4. Desarrollar protocolos adicionales para estimular la espermatogénesis 

y/o la calidad del esperma durante la estimulación de machos de lenguado 

con GnRHa. 





2. 

Caracterización molecular del receptor de 

vitelogenina (VtgR) y de la proteína de 

unión a ácidos grasos 11 (FABP11) en el 

lenguado senegalés (Solea senegalensis)  
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2.1. Introducción 

La atresia, proceso folicular degenerativo y reabsortivo, es un meca-

nismo fisiológico normal de la morfogénesis de vertebrados. En peces te-

leósteos, la atresia está relacionada con el crecimiento ovárico normal y la 

regresión post-ovulatoria, y ocurre de forma elevada en hembras que no ovu-

lan tras la vitelogénesis y/o la maduración del oocito. La presencia de folícu-

los atrésicos también está frecuentemente asociada a estrés medioambiental 

o a cambios en los niveles hormonales durante la vitelogénesis (Saidapur, 

1978; Nagahama, 1983, 1994). Por ejemplo, la atresia ovárica puede ser 

causada por hipofisectomía (Guraya, 1986; Saidapur, 1978), o por exposi-

ción a contaminantes químicos ambientales (Kling, 1981; Van Den Belt et 

al., 2002). Es bien sabido, que en mamíferos la degeneración ovárica folicu-

lar es un proceso apoptótico hormonalmente controlado y un suceso de 

muerte celular programada (Kaipia y Hsueh, 1997; Morita et al., 1999; Ma-

tova y Cooley, 2001; Hussein, 2005). Aunque el proceso de apoptosis ha 

sido demostrado en ovario de varias especies de teleósteos (Janz y Van Der 

Kraak, 1997; Wood y Van Der Kraak, 2001), y en presencia de disruptores 

endocrinos (Janz et al., 1997, Uchida et al., 2004), todavía no se ha estable-

Abreviaturas: AG, ácidos grasos; apo, apolipoproteína; BI, inferencia Bayesiana; Ct, umbral de ciclo; 

FABP, proteína de unión a ácidos grasos; IGS, índice gonadosomático; LDL, lipoproteínas de baja densi-

dad; LDLR, receptor de LDL; LDLR(R8), LDLR relativo con 8 repeticiones de unión a ligando; ML, 

�maximum likelihood�; NJ, �neighbor-joining�; PCR, reacción en cadena de la polimerasa; q-PCR, PCR 

cuantificativa en tiempo real; RT-PCR, PCR de la transcriptasa inversa; VLDL, lipoproteínas de muy baja 

densidad  ; VLDLR, receptor de VLDL; Vtg, vitelogenina; VtgR, receptor de Vtg; VtgR+, variante de 

VtgR más larga y con dominio de unión a azúcares; VtgR-, variante de VtgR más corta y sin dominio de 

unión a azúcares. 
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cido una relación firme entre muerte celular programada y atresia. Además, 

la proteólisis inducida por proteínas del vitelo podría llevar a la atresia foli-

cular (Wood y Van Der Kraak, 2003). Factores hormonales producidos en 

las gónadas de peces parecen jugar un papel central en el crecimiento de los 

folículos ováricos, el mantenimiento del sincronismo ovárico y en el proceso 

de la atresia folicular (Andreu-Vieyra y Habibi, 2000; Habibi et al. 2001).  

En teleósteos, como en otros vertebrados ovíparos, las células ger-

minales femeninas acumulan durante la vitelogénesis las reservas de compo-

nentes nutricionales e informacionales necesarios para el posterior desarrollo 

del embrión (Wallace, 1985; Mommsen y Walsh, 1988; Tyler y Sumpter, 

1996; Wiegand, 1996). El crecimiento oocitario ocurre a través de la absor-

ción de las proteínas precursoras del vitelo circulantes en plasma, predomi-

nantemente la vitelogenina (Vtg). Esta glicolipofosfoproteína es sintetizada 

en el hígado bajo control estrogénico, y es incorporada al oocito por endoci-

tosis mediada por receptor específico, el receptor de Vtg (VtgR), y poste-

riormente es fragmentada y procesada en las proteínas del vitelo. El gen que 

codifica el VtgR, vtgr, pertenece a la superfamilia de receptores de lipopro-

teínas de baja densidad (LDLR; Jeon y Blacklow, 2005). Estos receptores de 

membrana parece que han evolucionado en animales ovíparos para mediar el 

transporte de ligando al interior celular y sustentar el esfuerzo reproductivo 

realizado por las especies ovíparas (Schneider et al., 1999; Schneider y J. 

Nimpf, 2003). Las proteínas de unión a ácidos grasos (AG), las FABPs, son 

pequeñas proteínas citoplasmáticas muy conservadas que se unen a los AG 

de larga cadena y otros ligandos hidrofóbicos. Se piensa que las FABPs son 

responsables también de la internalización de los AG, su transporte y meta-

bolismo, aunque podrían también ser responsables de la modulación del 

crecimiento y de la proliferación celular (Zimmerman y Veerkamp 2002; 
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Haunerland y Spener, 2004). Se han detectado diferentes tipos de FABPs en 

ovarios de roedores en diferentes estadios fisiológicos (Watanabe et al., 

1991; Iseki et al., 1995; Nourani et al., 2005ab). También se ha demostrado 

que la expresión de algunos genes codificantes para proteínas relacionadas 

con el metabolismo lipídico y lipoproteico, incluyendo FABPs y LDLRs, 

son los más regulados en el ovario de rata tras la administración de hormona 

coriónica humana (Leo et al., 2001). Los oocitos previtelogénicos de peces 

expresan grandes cantidades de los transcritos vtgr y fabp3 (Perazzolo et al., 

1999; Liu et al., 2003), y la reabsorción del material lipídico en los folículos 

atrésicos produce la aparición de proteínas del vitelo asociadas a lipoproteí-

nas plasmáticas de alta densidad (Babin, 1987). Estos datos sugieren la im-

portancia del metabolismo lipídico y de los genes relacionados con el creci-

miento y la degeneración folicular durante el desarrollo ovocitario. 

El análisis histológico de las gónadas de peces teleósteos se emplea 

rutinariamente para describir y cuantificar los distintos estadios morfológi-

cos de desarrollo folicular, incluyendo el número de folículos vitelogénicos y 

atrésicos (Saidapur, 1978; Nagahama, 1983; Blazer, 2002). Sin embargo, 

actualmente no existen marcadores disponibles para el estudio de los meca-

nismos moleculares que regulan el balance entre desarrollo folicular y la 

atresia en teleósteos. En este capítulo, se describe la caracterización molecu-

lar de los ADNc de vtgr, incluyendo dos variantes transcripcionales, y de un 

nuevo subtipo de FABP, denominado fabp11, en el lenguado senegalés (So-

lea senegalensis). Los resultados indican que ambos transcritos se expresan 

en oocitos previtelogénicos, aunque el ARN de fabp11 aparece muy acumu-

lado en las células somáticas asociadas con oocitos en proceso de atresia. De 

este modo, se aportan datos que indican la existencia de una correlación 
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positiva entre la presencia de transcritos de vtgr y fabp11 en el ovario y el 

porcentaje de folículos en previtelogénesis y atresia, respectivamente. 

2.2. Material y métodos 

2.2.1. Animales 

Se obtuvieron individuos adultos de lenguado senegalés (Solea se-

negalensis) generación F1, de aproximadamente 2-3 años de edad, produci-

dos a partir de diferentes stocks de individuos salvajes aclimatados a cautivi-

dad en las instalaciones del CIFPA �El Toruño� (Puerto de Santa María, 

Cádiz). Los animales se mantuvieron en el Centro de Acuicultura-IRTA 

durante aproximadamente un año antes de comenzar los experimentos. Du-

rante el proceso de adaptación, los peces fueron alimentados ad libitum una 

vez al día con pellets comerciales (Proaqua, España) y dos veces por semana 

con calamares y mejillones frescos, y fueron estabulados bajo condiciones 

naturales de temperatura y fotoperiodo en tanques rectangulares de 12.000 L. 

Los animales fueron sexados y marcados.  

Durante tres años consecutivos, 3-5 hembras fueron sacrificadas 

aproximadamente cada mes; correspondiendo a diferentes estadios foliculo-

génicos; anestesiadas con 500 ppm de 2-fenoxietanol (Acros Organics, 

USA) y los índices gonadosomáticos (IGS; peso gonadal/peso corporal x 

100) fueron registrados. Se recogieron pequeñas piezas de diferentes tejidos 

en condiciones libres de ribonucleasas, las cuales se procesaron para la pos-

terior extracción de ARN e hibridación in situ. Una pieza de gónada adya-

cente a estas muestras se fijó en solución de Bouin modificada (75% ácido 
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pícrico, 25% formalina). Durante el primer mes, se sacrificaron cuatro ma-

chos y se extrajo una muestra de testículo de cada uno. 

2.2.2. Análisis histológico

Las piezas de ovario se fijaron con Bouin durante 3-4 horas, se des-

hidrataron, y fueron incluidas en parafina (Paraplast, Sigma-Aldrich). Se 

realizaron secciones de 5 μm y se tiñeron con eosina/hematoxilina. El perfil 

de la frecuencia de los diferentes estadios de los folículos ováricos se deter-

minó sobre secciones histológicas bajo microscopio óptico. La cantidad de 

oocitos previtelogénicos, en vitelogénesis temprana, vitelogénicos y atrési-

cos se expresó en porcentaje (n= 100-150 folículos) en al menos 3 secciones 

histológicas diferentes por hembra. 

2.2.3. Aislamiento de los ADNc de vtgr y fabp11 a partir de  ovario de 

Solea senegalensis

El ARN total de ovario fue extraído a partir de una hembra vitelogé-

nica de lenguado senegalés usando el RNeasy Maxi Kit (Qiagen, Francia), 

con el cual se construyó una genoteca de ADNc en el vector Uni-ZAP® XR 

(Stratagene, Holanda) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. El título 

de la libreria resultante fue de 1,5X107 pfu/ml y el tamaño medio de los in-

sertos de 1.200 pb.  

Para clonar la secuencia completa del vtgr, membranas de nitrocelu-

losa (Hybond-N, GE Healthcare, Francia) que contenían aproximadamente 

2,5x105 pfu por duplicado fueron hibridadas con un fragmento de ADNc de 

vtgr de trucha marcado radioactivamente con 32P-ATP. Este ADNc (794 pb) 

se generó tras digerir el ADNc completo de vtgr de trucha (Oncorhynchus 

mykiss, GenBank™ No. OMY417877, Davail et al.,1998) con los enzimas de 
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restricción SmaI y XbaI, en las posiciones 1063- y 1857-pb respectivamente. 

El correspondiente fragmento fue analizado por electroforesis en gel de aga-

rosa, purificado por columna (NucleoSpin® Extract kit, Macherey-Nagel, 

Francia) y marcado por �random priming� con α-32P-dATP (MP Biomedi-

cals Europe, Francia). El ADN marcado se purificó de nuevo empleando las 

columnas del NonaPrimer  Kit (Quantum Appligene, Francia). La sonda 

radioactiva fue cuantificada en 1,2X105 cpm/μL. Las membranas fueron pre-

hibridadas en 50% formamida, 5x tampón de Dehnardt, 5x SSC (0,75 M 

NaCl, 0,0075 M Na3citrato-2H2O), 50 mM sodio fosfato, pH 6,5, con 0,1% 

SDS y 200 µg/ml de ARN de levadura (precalentado 10 min a 96ºC) durante 

2h a 42ºC. Tras desnaturalizar la sonda de trucha marcada con 32P-ATP (5 

min a 95ºC), ésta fue añadida a la solución de prehibridación (concentración 

final 7,5 x 105 cpm/ml), incubando toda la noche a 42ºC. Al día siguiente se 

realizaron los baños con 2x SSC+0,1% SDS a temperatura ambiente (2 x 10 

min) y a 42ºC durante 5 min. Las membranas fueron reveladas por exposi-

ción de intensidad lumínica en pantallas de fósforo a -80ºC durante 48h. A 

partir de los clones que mostraron señales fuertes sobre los filmes revelados 

se realizó un segundo cribado bajo las mismas condiciones. Los clones posi-

tivos se aislaron mediante escisión en vivo del fagémido pBluescript SK (-) a 

partir del vector Uni-ZAP® XR usando el sistema ExAssist® Helper Phage  

(Stratagene, Amsterdam, Holanda).  

Se identificaron tres clones positivos: uno correspondiente a la se-

cuencia completa de vtgr (clon S9A5), otro a una segunda secuencia del vtgr

no completa (S5A) y un tercer clon quimérico (S8A2) el cual contenía un 

fragmento de la secuencia de vtgr y los 5�-579-pb de una proteína posterior-

mente denominada FABP11  (incluyendo los 402-pb de la región codificante 

completa). Los extremos 3� correspondientes a la región no traducida del 
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ADNc de fabp11 del clon S8A2 se consiguieron con el cebador específico 

SHF3-S1 (5�-ACGACAGGAAGACCAAGACCG) y un cebador universal 

para transcripción reversa (5�-GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T) 15 ). El 

ADN fue amplificado mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

empleando el cebador SHF3-S1 y el cebador 3� RACE (5�-GGCCACGCGT 

CGACTAGTAC-3�), tal y como se indica André et al., 2000, en un volumen 

final de 50 l, conteniendo 1μl de ADNc de ovario, 2,5 U de Platinum® Taq 

DNA polymerase (Invitrogen, USA), 2,5 mM de dNTPs, 50 mM de MgCl2 y 

0,6 M de SHF3-S. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo a 94ºC durante 

3 min; 5 ciclos a 94ºC durante 20 seg, 68ºC durante 15 seg y 72ºC durante 1 

min. Un paso de extensión final de 2 min a 72ºC en el cual se añadió el ce-

bador 3� RACE (4 ng/l de concentración final), seguido de 5 ciclos a 94ºC 

durante 20 seg, 70ºC durante 15 seg, 72ºC durante 1 min; 25 ciclos a 94ºC 

durante 20 seg, 68ºC durante 15 seg, 72ºC durante 1 min; y una extensión 

final de 72ºC durante 5 min. Los productos de PCR fueron separados me-

diante electroforesis en gel de agarosa, purificados por columna (NucleoS-

pin® Extract kit, Macherey-Nagel), subclonados en el sitio EcoRI del vector 

pGEMT-Easy (Promega, Francia) y secuenciados (Eurogentec, Bélgica). 

Tres clones resultaron contener la misma región 3� de FABP11, incluyendo 

la cola poli-A. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos del VtgR deducida a par-

tir del clon S9A5 reveló que esta secuencia carecía del dominio de unión a 

azúcares, y fue clasificada como isoforma VtgR -. El ADNc codificante de 

este dominio, presente en la isoforma VtgR+, fue amplificado con los ceba-

dores específicos S-og-S1 (5�-AGCTCATCCAGCTGTCAG) y S-og-AS1 

(5�-TCCACATGAGGAAACCAC), localizados 169 pb arriba y 122 pb aba-

jo, respectivamente, de la zona correspondiente al dominio de unión a azúca-
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res. La reacción de PCR se realizó a partir de 1 μl de ADNc de ovario vite-

logénico en un volumen final de 100 l, con 5 U de Taq DNA polymerase 

(Promega), 0,25 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl2 y 0,76 M de cada ceba-

dor. La secuencia de la reacción fue: una desnaturalización inicial de 94ºC 

durante 3 min, seguida de 30 ciclos de amplificación de 94ºC durante 30 seg, 

59ºC durante 30 seg, 72ºC durante 30 seg y una elongación final de 72ºC 

durante 3 min. Las dos bandas resultantes fueron separadas en gel de agarosa 

al 2,5% y subclonadas en el sitio EcoRI del vector pGEMT-Easy (Promega), 

y secuenciadas. 

2.2.4. Secuencias utilizadas 

Las secuencias proteicas deducidas fueron obtenidas de Gen-

Bank/EBI (gb; www.ncbi.nlm.nih.gov/) o UniProt (up; www.ebi.uni 

prot.org/index.shtml), o en algunos casos deducidas a partir de Ensembl 

Takifugu rubripes (www.ensembl.org/Takifugu_rubripes/index.html) o Te-

traodon Genome Browser (www.genoscope.cns.fr/externe/ tetranew/). Los 

números de acceso (el número en paréntesis tras el número de acceso corres-

ponde al código usado para designar la secuencia) para las FABP de verte-

brados fueron: UniProt:P07148 (1) para FABP1, UniProt:P12104 (2) para 

FABP2, UniProt:P05413 (3) para FABP3, UniProt:P15090 (4) para FABP4, 

UniProt:Q01469 (5) para FABP5, UniProt:P51161 (6) para FABP6, Uni-

Prot:O15540 (7) para FABP7, y UniProt:P02689 (8) para FABP8 de huma-

nos (Homo sapiens); UniProt:P12710 (9) para FABP1, UniProt:P55050 (10) 

para FABP2, UniProt:P11404 (11) para FABP3, UniProt:P15090 (12) para 

FABP4, UniProt:Q05816 (13) para FABP5, UniProt:P51162 (14) para 

FABP6, UniProt:P51880 (15) para FABP7, UniProt:P24526 (16) para 

FABP8, y UniProt:O08716 (17) para FABP9 de ratón (Mus musculus); Uni-
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Prot:P02693 (18) para FABP2, UniProt:P07483 (19) para FABP3, Uni-

Prot:P70623 (20) para FABP4, UniProt:P55053 (21) para FABP5, Uni-

Prot:P80020 (22) para FABP6, UniProt:P55051 (23) para FABP7, y Uni-

Prot:P55054 (24) para FABP9 de rata (Rattus norvegicus); UniProt:P49924 

(25) para FABP1, UniProt:Q45KW7 (26) para FABP2, UniProt:O02772 

(27) para FABP3, UniProt:O97788 (28) para FABP4, UniProt:Q2EN74 (29) 

para FABP5, y UniProt:P10289 (30) para FABP6 de cerdo (Sus scrofa); 

UniProt:Q90WA9 (31) para FABP1, UniProt:Q7ZZZ5 (32) para FABP2, 

UniProt:Q6DRR5 (33) para una proteína denominada aquí FABP3, Uni-

Prot:Q90X55 (34) para FABP4, UniProt:Q5ZIR7 (35) para una proteína 

denominada aquí FABP5, UniProt:Q05423 (36) para una proteína denomi-

nada aquí FABP7, GenBank:XP_418309 (37) para FABP8, y Uni-

Prot:P80226 (38) para FABP10 de pollo (Gallus gallus); deducida a partir 

del clon GenBank:CN098757 (39) para una proteína denominada aquí 

FABP2, y UniProt:Q28CE2 (40) para FABP7 de Xenopus tropicalis; Uni-

Prot:Q6PGR8 (41) para una proteína denominada aquí FABP3a, Uni-

Prot:Q6GPY9 (42) para una proteína denominada aquí FABP3b, Uni-

Prot:Q5PPW3 (43) para una proteína denominada aquí FABP7, y Uni-

Prot:Q6GPT0 (44), UniProt:Q5FWM7 (45), UniProt:Q66L00 (46), y Uni-

Prot:Q6P705 (47) para FABPs no clasificadas de Xenopus laevis; Gen-

Bank:BC095259 (48) para FABP1a, GenBank:XM_680590 (49) para 

FABP1b, UniProt:Q9PRH9 (50) para FABP2, UniProt:Q8UVG7 (51) para 

FABP3, GenBank:NP_001002076 (52) para FABP6, UniProt:Q9I8N9 (53) 

para FABP7a, UniProt:Q6U1J7 (54) para FABP7b, UniProt:Q9I8L5 (55) 

para FABP10, UniProt:Q66I80 (56) para una proteína denominada aquí 

FABP11a, y UniProt:Q503X5 (57) para una proteína denominada aquí 

FABP11b del pez cebra (Danio rerio); UniProt:Q90W92 (58) para FABP3, 
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UniProt:Q645P9 (59) para una proteína denominada aquí FABP10, y dedu-

cida a partir del clon GenBank:CN985071 (60) para una proteína denomina-

da aquí FABP11 de Fundulus heteroclitus; deducida a partir del clon Gen-

Bank:CA845456 (61) para una proteína denominada aquí FABP2a, 

ETR:NEWSINFRUT00000154534 (62) para una proteína denominada aquí 

FABP2b, ETR:NEWSINFRUT00000161229 (63) para una proteína deno-

minada aquí FABP10, y deducida a partir del clon GenBank:CA847283 (64) 

para una proteína denominada aquí FABP11 del pez fugu (Takifugu rubri-

pes); GenBank:AAM22208 (65) para una proteína denominada aquí FABP1 

del mero de pintas anaranjadas (Epinephelus coioides); deducida a partir del 

clon GenBank:CK890396 (66) para una proteína denominada aquí FABP1, y 

UniProt:Q6R758 (67) para una proteína denominada aquí FABP3 de salmón 

(Salmo salar); deducida a partir del clon GenBank:BX866673 (68) para una 

proteína denominada aquí FABP2, UniProt:O13008 (69) para FABP3, dedu-

cida a partir del clon GenBank:CX251727 (70) para una proteína denomina-

da aquí FABP10, deducida del clon GenBank:CA357251 (71) para una pro-

teína denominada aquí FABP11a, y deducida a partir del clon Gen-

Bank:CF752694 (72) para una proteína denominada aquí FABP11b de tru-

cha arco iris (Oncorhynchus mykiss); UniProt:Q4S6K4 (73) para una proteí-

na denominada aquí FABP2, UniProt:Q4RMM1 (74) para una proteína de-

nominada aquí FABP7a, UniProt:Q4T8P8 (75) para una proteína denomina-

da aquí FABP7b, TGB:GSTENT00003005001 (76) para una proteína deno-

minada aquí FABP10, y GenBank:CR733066 (77) para una proteína deno-

minada aquí FABP11 del pez globo (Tetraodon nigroviridis); deducida a 

partir del clon GenBank:AM144272 (78) para una proteína denominada aquí 

FABP3, UniProt:Q2PHF0 (79) para FABP7, deducida a partir del clon Gen-

Bank:BJ910672 (80) para una proteína denominada aquí FABP10, y deduci-
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da a partir del clon GenBank: BJ875298 (81) para una proteína denominada 

aquí FABP11 de medaka (Oryzias latipes); UniProt:O57668 (82) para 

FABP3, y UniProt:O57691 (H6-FABP) (83) para una proteína denominada 

aquí FABP11 del pez hielo (Cryodraco antarcticus); UniProt:O57669 (84) 

para FABP3, y UniProt:O57663 (H6-FABP) (85) para una proteína denomi-

nada aquí FABP11 de bacalao antártico (Notothenia coriiceps); Uni-

Prot:O57670 (86) para FABP3, y UniProt:O57665 (H6-FABP) (87) para una 

proteína denominada aquí FABP11 de Gobionotothen gibberifrons; UniProt: 

O57666 (H6-FABP) (88) para una proteína denominada aquí FABP11 del 

pez dragón antártico (Parachaenichthys charcoti); GenBank:BAA92355 

(89) para FABP3 de anguila japonesa (Anguilla japonica); deducida a partir 

del clon GenBank:BM028330 (90) para una proteína denominada aquí 

FABP3, deducida a partir del clon GenBank:BE574176 (91) para una proteí-

na denominada aquí FABP7, y deducida a partir del clon Gen-

Bank:BM438483 (92) para una proteína denominada aquí FABP10 del bagre 

de canal (Ictalurus punctatus); deducida a partir del clon Gen-

Bank:BJ696441 (93) para una proteína denominada aquí FABP3 del salmón 

�Hippo Point� (Ptyochromis sp.); deducida a partir del clon GenBank: 

CF661735 (94) para una proteína denominada aquí FABP11 de carpa (Cy-

prinus carpio); GenBank:AM501530 (95) para una proteína denominada 

aquí FABP11 de lenguado senegalés (Solea senegalensis).  

Los números de acceso para las secuencias VLDLR/VtgR de verte-

brados fueron: UniProt:P98155 de humanos (Homo sapiens), Uni-

Prot:P98156 de ratón (Mus musculus), UniProt:P98165 de pollo (Gallus 

gallus), UniProt:Q90W12 y UniProt:O73921 de la trucha arco iris (Oncor-

hynchus mykiss), UniProt:Q6NS01 de Xenopus laevis, UniProt:Q7ZTG7 de 

tilapia (Oreochromis aureus), UniProt:Q6Y857 de perca blanca (Morone 
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americana), y UniProt: Q2L4C1 de lenguado senegalés (Solea senegalen-

sis).  

Los número de acceso para las secuencias de ARNm de βactina del 

lenguado senegalés (Solea senegalensis) fueron GenBank:DQ485686 y 

GenBank:501529. 

2.2.5. Análisis de las secuencias 

Las secuencias nucleicas o protéicas fueron alineadas usando Clus-

talW (www.ebi.ac.uk/clustalw/). El péptido señal de la proteína deducida se 

predijo usando el software SignalP 3.0 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

usando �Hidden Markov models� sobre eucariotas. Los sitios putativos de 

O-glicosilación GalNAc se obtuvieron con el programa NetOGlyc 3.1 

(www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). El árbol filogenético y los índices de 

significación fueron estimados usando tres metodologías diferentes de re-

construcción filogenética: métodos de �neighbor-joining� (NJ), �maximum 

likelihood� (ML), e inferencia Bayesiana (BI), según describe Avarre et al., 

2007. El algoritmo NJ se basó en el número de substituciones de aminoáci-

dos con el método de corrección de distancias de Poisson y la opción �pair-

wise delection� para los sitios vacíos; los valores �bootstrap� se obtuvieron 

con 5.000 pseudoreplicados. El análisis ML se llevó a cabo con PHYML 

v2.4.4 empezando por el árbol BIONJ, la distribución gamma para el rango 

de heterogeneidad entre sitios () fue modelada con una distribución  de 4 

categorías y un parámetro de forma igual a 2. El modelo de substitución 

WAG fue seleccionado por PrtTest v1.3. (Abascal et al., 2005), siguiendo el 

criterio de información Akaike, como el modelo que mejor se acoplaba de 

entre todos los modelos testados que se podían utilizar con PHYML. Los 

valores �bootstrap� se basaron en 500 pseudoreplicados para estimar el apo-
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yo de los  nodos del árbol ML. En los árboles no-paramétricos, los valores 

�bootstrap� de confianza ≥80 fueron aceptados como significantes. IB se 

llevó a cabo usando MrBayes v3.1.2 (Ronquist et al., 2003) con el modelo 

WAG de sustitución de amino-ácidos incluido en el paquete. Dos �runs� 

simultáneos, cada uno con cuatro Cadenas Markov Monte Carlo (CMMC), 

corrieron inicialmente con 1.600.000 generaciones, tras las cuales, la desvia-

ción estándar de las frecuencias fue de 0,009795. Se usaron los parámetros 

por defecto y en las CMMC obtenidas se investigó la convergencia de todos 

los parámetros, usando los comandos �sump y sump� de MrBayes. Los pri-

meros 4.000 árboles anteriores al �log likelihood� se descartaron, y los si-

guientes 12.001 fueron usados para estimar la topología y los parámetros del 

árbol. El porcentaje de veces que un nodo ocurría dentro de esos 12.001 

árboles era interpretado posteriormente como la probabilidad del nodo. Una 

representación gráfica del árbol consenso más probable fue representada y 

las ramas aceptadas como significativamente diferentes cuando la probabili-

dad era ≥0,9. 

2.2.6. Análisis �Northern blot� 

Se extrajo el ARN total de ovario previtelogénico (IGS: 1,5%, por-

centaje de oocitos previtelogénicos: 99%, porcentaje de oocitos atrésicos: 

1%), y vitelogénico (IGS: 11.3%, porcentaje de oocitos previtelogénicos: 

10%, porcentaje de oocitos atrésicos: 5%) mediante el reactivo WIZTM RNA 

isolation reagent (Ambion, Reino Unido) de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. La integridad del ARN total extraído fue verificada mediante 

tinción con bromuro de etidio y electroforesis en gel de agarosa-borax. Cada 

muestra de ARN total (10 µg) fue desnaturalizada durante 15 min a 70ºC en 

50% formamida, 10% formaldehido, 5% tampón borax 10x, 50 ng/µl de 
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bromuro de etidio y 5% de azul de bromofenol, separados por electroforesis 

en un gel de formaldehído/MOPS al 1,2% de agarosa conteniendo 16,8% de 

formaldehído y 10% de tampón borax 10x durante varias horas a 50V y 4ºC 

para evitar la desnaturalización del ARN, y transferido entonces a membrana 

de nylon (Hybond-N, GE Healthcare). 

Los ADNc utilizados para sintetizar la sonda se obtuvieron por PCR 

con los siguientes cebadores: VTGR-S2 (5�-TGGCWCTGGATGCA) y 

VTGR-AS2 (5�-CACATGTAGSNACAGCCTCC) para vtgr; y SHF3-S4 

(5�-ATGGTTGAGAGTTTTGTTGGGAC) y SHF3-AS1 (5�-GTACGTCC 

TCACTGCGAC) para fabp11; los clones positivos aislados a partir del cri-

bado de la genoteca se emplearon como plantilla. La temperatura de amplifi-

cación fue 55º y 56ºC respectivamente. Los productos de PCR de 748-bp 

para el vtgr, desde los nucleótidos +1415 a +2162 (numerados desde el co-

dón de inicio de la traducción), y de 390-pb para fabp11, desde los nucleóti-

dos -30 a +360, fueron purificados por columna (NucleoSpin® Extract kit, 

Macherey-Nagel) y subclonados en el vector pGEMT-easy para producir los 

clones So-VTGR y So-FABP11. Las sondas fueron marcadas de manera 

idéntica a como se ha descrito arriba, así como la prehibridación e hibrida-

ción de las membranas. En este caso, no obstante, las membranas fueron 

lavadas con SSC 2x + 0,1% SDS a temperatura ambiente (2 x 10 min) y a 

42ºC durante 30 min. Las membranas hibridadas fueron expuestas a panta-

llas de fósforo durante 9 días a �80ºC y reveladas con PhosphorImager (GE 

Heathcare). 

2.2.7. Análisis RT-PCR  

Una reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa inversa (RT-

PCR) se llevó a cabo a partir de 1 g de ARN total aislado a partir de dife-
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rentes tejidos en un volumen final de 20 μl usando el enzima transcriptasa 

inversa M-MLV Superscript II RNase H Minus (Promega), 500 ng/l del 

cebador universal Pt RACE (GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T) 15) y 500 

ng/l de cebadores hexaméricos aleatorios (�random primers�, Promega). 

Las hembras utilizadas, y por lo tanto el porcentaje de frecuencia de los dife-

rentes estadios oocitarios en secciones histológicas, son las mismas que las 

usadas en el análisis �Northern blot�. El ADNc resultante fue utilizado para 

amplificar vtgr, fabp11 y βactina por PCR en un volumen final 25 l, conte-

niendo 1,25 U de Taq DNA polymerase (Promega), 0,25 mM de dNTPs y 

2,5 mM de MgCl2 y 0,76 M de cada cebador específico para vtgr y βactina. 

Los cebadores usados para amplificar vtgr fueron los mismos que aquellos 

utilizados para amplificar la isoforma vtgr+ (S-og-S1 y S-og-AS1), y SHF3-

S4 y SHF3-AS1 para amplificar fabp11. Para diseñar cebadores específicos 

para βactina de S. senegalensis, se amplificó un fragmento mediante PCR 

estándar usando ADNc de ovario como plantilla y generando los cebadores 

FishBA1 (5�-ACATGGAGAAGATCTGGC) y FishBA2 (5�-GCRTA 

CAGRTCCTTACGGA), determinados tras alinear secuencias de βactina de 

varios teleósteos disponibles en GenBank (datos no mostrados). Tras puri-

ficar el producto de PCR, subclonarlo en el sitio EcoRI del vector pGEMT-

easy (Promega) y secuenciarlo, se diseñaron los cebadores específicos S-

BAC-S (5�-GACCTTCAACACTCCTGC) y S-BAC-AS (5�-GTCACA 

CTTCATGATGCTG). Se llevó a cabo entonces una RT-PCR que incluyó 

una desnaturalización inicial de 94ºC durante 3min, seguida de 30 ciclos (34 

para vtgr) de amplificación a 94ºC durante 30 seg, 57ºC (βactina), 59ºC 

(vtgr) ó 62ºC (fabp11) durante 30 seg; 72ºC durante 30 seg y una elongación 
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final de 72ºC durante 3 min. Finalmente, los productos de PCR fueron sepa-

rados en gel de agarosa al 1,5% (2,5% para vtgr). 

2.2.8. Hibridación In Situ 

Para elaborar las sondas de vtgr y fabp11, se siguió el protocolo de 

marcaje descrito en Morais et al. (2006) a partir de los clones So-VTGR y 

So-FABP11 también utilizados en el análisis �Northern blot�. El marcaje se 

realizó con digoxigenina usando T7 o SP6 RNA polymerase (Promega), y la 

solución digoxigenin labeling mix (Roche Diagnostics, Francia), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La sondas se purificaron mediante columnas 

(ProbeQuant G50, GE Healthcare) y su pureza y concentración fueron veri-

ficadas por electroforesis en gel de agarosa. 

Los tejidos fijados en paraformaldehido (PFA) al 4% durante toda la 

noche (~ 16h) a 4ºC y lavados dos veces con tampón fosfato salino (PBS: 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM y PO4 0,02 M), fueron transferidos a metanol 

100% y guardados a �20ºC hasta el momento de su utilización. Para la hibri-

dación in situ, los tejidos fueron lavados en etanol 100% (2 x 15 min.), to-

lueno (2 x 1h a 58ºC), paraplast (2 x 1h a 58ºC) y finalmente embebidos en 

paraplast y seccionados a 7 m con un microtomo Leica RM 2125RT. Las 

secciones resultantes fueron precalentadas a 60ºC, y desparafinadas por in-

mersión en tolueno (3 x 3 min), etanol 100%  (2 x 3 min), etanol 95% (2 x 3 

min), etanol 70% (2 x 3 min), etanol 50% (3 min), etanol 30% (3 min), NaCl 

9/1000 (5 min); fijadas en PFA 4% en PBS 1x durante 20 min; lavadas en 

PBS 1x (2 x 5 min) y digeridas con 1 µg/ml de proteinasa K en tampón 

Tris/CaCl2 (Tris/HCl 20 mM a pH 7,4 y  CaCl2 2 mM) a 37ºC durante 7 min; 

lavadas en PBS 1x; post-fijadas en PFA 4% (15 min) y lavadas durante 3 x 5 

min en PBS 1x. La prehibridación se llevó a cabo por inmersión en la si-
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guiente solución a pH 6,5: 50% formamida, citrato sódico 5x (SSC: NaCl 

0,75 M y Na3citrato-2H2O 0,0075 M), 0,1% Tween 20, 50 µg/ml heparina, 

500 µg/ml ARN de levadura (precalentado 5 min a 100ºC) durante 15 min a 

60ºC. Tras desnaturalizar las sondas (40-50 ng/ml) durante 10 min a 70ºC, y 

añadirlas a nueva solución, las secciones fueron incubadas a 60ºC toda la 

noche y lavadas en SSC 2x a 60°C (5-10 min), SSC 2x -50% formamida a 

60°C (30 min), SSC 2x a 37°C (2 x 15 min), SSC 0.2x a 37°C (2 x 15 min), 

SSC 0.2x  a temperatura ambiente (5 min), 50%  SSC 0.2x+ 50%  PBS 1x a 

temperatura ambiente (5-10 min), y lavadas dos veces en PBS 1x a tempera-

tura ambiente. Las secciones fueron entonces bloqueadas en una solución de 

PBS-0,1% Tween 20, 2% plasma de oveja y 2 mg/ml de albúmina de suero 

bovino (BSA, Sigma-Aldrich) durante 1h e incubadas durante 2,5 h en dicha 

solución tras añadir fragmentos preabsorbidos de antidigoxigenina-AP Fab 

fragments de oveja (Roche Diagnostics) a la dilución final 1:5000. Después 

fueron lavadas en PBS 1x durante 5 min, seguido de PBS 1x  (3 x 15 min) y 

mantenidas toda la noche en PBS 1x a 4ºC. A la mañana siguiente fueron 

lavadas 2 x 10 min en tampón cromogénico (TrisHCl 100 mM  pH =9,5, 

NaCl 100 mM y  MgCl2 50 mM). BM purple (Roche Diagnostics) suplemen-

tado con 1 mM de levamisol fue utilizado como substrato. La reacción colo-

rimétrica se llevó a cabo en condiciones de oscuridad hasta que el color azul-

púrpura, correspondiente la localización de los transcritos, fue visible en 

cada sección. Entonces, la reacción fue parada durante 10 min en Tris/HCl

10 mM pH= 7.5 y EDTA 10 mM, refijadas en PFA 4% en PBS 1x durante 

20 min, lavadas en PBS 1x (2 x 15 min) y montadas en glicerol 95% antes de 

ser observadas bajo microscopio Eclipse E1000 (Nikon, Francia) y fotogra-

fiadas con cámara digital DMX1200. 
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2.2.9. RT-PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN total fue extraído del ovario de 18 hembras muestreadas en 

diferentes épocas del año, correspondiendo a diferentes IGS y porcentajes de 

atresia, mediante Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen), seguido 

de tratamiento con DNasaI. El ARN fue cuantificado mediante un espectro-

fotómetro NanoDrop ND-1000 (Nyxor Biotech, Francia), con valores de 

A260/A280 entre 2,00 y 2,06, y su integridad verificada por tinción con bromu-

ro de etidio en gel de borax-agarosa. Transcripciones reversas (RT-PCRs) 

fueron llevadas a cabo con 0,1 μg de ARN total usando el StrataScript® 

QPCR cDNA Synthesis Kit (Stratagene) según las instrucciones del fabri-

cante. La mezcla de reacción (20 μl) fue incubada a 25ºC durante 5 min, 

seguida de 1 hora a 42ºC y inactivada a 95ºC durante 5 min. Una RT control 

negativo (sin transcriptasa inversa) se llevó a cabo para cada muestra.  

Las amplificaciones de RT-PCR cuantificativa en tiempo real 

(qPCR) se realizaron en un volumen final de 20 μl con 10 μl de Brilliant®

SYBR® Green QPCR master mix (Stratagene), 2 μl del ADNc diluido 

(1/300), y cebadores específicos a 0,5 μM (vtgr y βactina) ó 0,3 μM 

(fabp11). Los cebadores diseñados para amplificar la secuencia de vtgr de 

169-pb y la secuencia de la fabp11 de 219-pb fueron VTGR-So-S1 (5�-

CTGTGTTTGAGGACCGAGTGTT) y VTGR-So-AS1  (5�-GAGCACCAG 

TTAGTTCCTGACA) y FABP11-So-S4 (5�-ATTTGAT CCTGAGCGT 

GGAC) y FABP11-So-AS3 (5�-CGTCTGAGATCTCCCTCTCG), respecti-

vamente. Se diseñaron cebadores específicos para la βactina de S. senega-

lensis: Bact-So-S3 (5�-ACTGCTGCCTCCTCCTCCT) y Bact-So-AS3 (5�-

ATGCTGTTGTAGGTTGTCTCGTG), a partir de una secuencia publicada 

(Fernandez-Trujillo et al., 2006), generando un fragmento de 161-pb. Las 
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amplificaciones se llevaron a cabo usando el termociclador MX 3000P 

QPCR (Stratagene). El ciclo de PCR constó de una desnaturalización de 

95ºC durante 10 min, seguida de 35 ciclos (30 para βactina) de amplifica-

ción a 95ºC durante 30 seg; 61ºC (βactina y fabp11) ó 63ºC (vtgr) durante 

30 seg; 72ºC durante 30 seg y un ciclo final de 95ºC durante 60 seg, 55ºC 

durante 30 seg y una rampa final hasta 95ºC, a 0,01ºC/seg, donde los datos 

fueron recogidos en continuo para obtener una curva de disociación. El ta-

maño de los productos de qPCR fueron verificados por gel de agarosa al 2%, 

purificados y secuenciados. Las determinaciones de qPCR fueron llevadas a 

cabo por triplicado para cada muestra. No se observó amplificación en las 

RT negativas realizadas sin enzima y no se formó ningún tipo de dímero 

entre los cebadores en los controles sin muestra. 

Para ensayar la reproducibilidad inter-ensayo, tres curvas estándar 

independientes fueron generadas, una de ellas en la misma placa que las 

muestras determinadas, usando 9 diluciones seriadas (de 4,0 a 0,016 ng) de 

un pool formado a partir del ADNc de primera cadena de todas las muestras. 

Las curvas estándar representan el valor de Ct en función del número de 

copias generadas, atribuidas de forma arbitraria como 1 copia para el están-

dar más diluido. La eficiencia de la qPCR fue siempre mayor que 97,6%, y 

el coeficiente de correlación (R2) ≥ 0,992 para cada gen estudiado. Además, 

se realizó un control de calidad para qPCR, tal y como sugiere Yuan et al. 

(2006), con el fin de determinar si las diferencias en las concentraciones de 

los diferentes transcritos entre muestras se debía a diferentes eficiencias de 

amplificación. Para ello, nueve muestras, representativas de todos los esta-

dios gonadales de desarrollo, fueron amplificadas por duplicado en tres dife-

rentes diluciones seriadas para cada gen (1/31, 1/310 y 1/3100), y se exami-
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nó la correlación entre el umbral de ciclo (Ct) y el logaritmo (base 2) trans-

formado de la concentración de muestra. 

Para normalizar los resultados de qPCR, el ADN genómico y el 

ARN total se determinó a partir de 2 μl de la dilución 1/100 del homogenei-

zado de ARN total generado en el Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 

(Qiagen). El ADN genómico y el ARN total fueron cuantificados mediante 

los kits de ensayo Quant-iTTM dsDNA HS y Quant-iTTM (Invitrogen, Eugen, 

Oregon, USA), respectivamente, usando un fluorímetro QubitTM (Invitro-

gen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados de qPCR 

fueron normalizados por el ratio ARN/ADN y expresados como copias de 

transcrito por ng de ADN genómico. La cantidad de transcrito βactina tam-

bién fue utilizada para expresar los resultados como el número de copias de 

cada gen estudiado dividido por el número de copias del mismo gen norma-

lizado. 

2.2.10. Análisis estadístico 

Para analizar la calidad de los datos obtenidos por q-PCR, se utilizó 

el modelo de correlación y el programa SAS desarrollado por Yuan et al. 

(2006), disponible en www.biomedcentral.com/content/supplementary/ 

1471-2105-7-85-S1.sas, con el programa estadístico SAS (SAS Institute, 

USA). Las variaciones en los niveles de transcritos normalizados fueron 

analizadas en busca de significancia estadística por regresión lineal y corre-

lación (test de Spearman Rank Order), usando el software SigmaStat 3.1 

(Systat Software GmbH, Alemania). El nivel de significancia se estableció 

en 0,05. 
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2.3. Resultados 

2.3.1. Caracterización molecular de las dos variantes de �splicing� del vtgr

de Solea senegalensis

La secuencia completa ADNc del vtgr, deducida a partir del clon 

S9A5  procedente del cribado de la genoteca de ovario, incluyendo ambas 

variantes de �splicing�, se ha depositado en GenBank/EBI Data Bank bajo 

el número de acceso AJ879619. El ADNc de 3968-pb está formado por 173-

pb en la región 5� no codificante, seguidos de 2547-pb de región codificante 

correspondiente a la forma no-glicosilada  (VtgR-), y 1248-pb correspon-

dientes al extremo 3� no codificante incluyendo la cola poli A en la posición 

3951. La secuencia de la proteína deducida consta de 848 aminoácidos de 

longitud. Se predice un péptido señal de 27 aminoácidos, que da lugar a una 

proteína madura de 821 aminoácidos, con una masa molecular de 90.595 Da. 

La PCR llevada a cabo con los cebadores flanqueantes al dominio de unión a 

azúcares, permitió encontrar una región de 60-pb en la región codificante 

(correspondiente a la forma VtgR+), y que da lugar a un ADNc de 4.028-pb. 

La proteína resultante de este ADNc está formada por 841 aminoácidos con 

una masa molecular de 92.612 Da (Fig. 2.1.). Cinco sitios potenciales de 

glicosilación GalNAc se predijeron en el putativo sitio de unión a azúcares. 

El VLDLR/VtgR muestra un elevado grado de homología respecto 

al de otras especies. La comparación de la secuencia de aminoácidos deduci-

da del ADNc de VtgR+ de lenguado con el VLDLR humano y el 

VLDLR/VtgR de pollo y Xenopus, reveló un 69,5%, 69,8%, y 67% de iden-

tidad respectivamente, mientras que la identidad fue del 83,4% al 89,8% 

cuando se comparó con las secuencias de VtgR- homólogas de la trucha arco 

iris (Oncorhynchus mykiss), tilapia (Oreochromis aureus), y perca blanca 
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(Morone americana). La comparación entre dominios específicos reveló 

elevada homología dentro del linaje de los vertebrados entre los diferentes 

dominios de unión a ligando tipo A, los cuales contienen ocho repeticiones 

con seis cisteínas cada uno, que presumiblemente median la fusión del do-

minio en una estructura rígida con clusters de residuos cargados negativa-

mente sobre su superficie (concretamente el tripéptido Ser-Asp-Glu, SDE). 

También se encontró un elevado grado de conservación entre las regiones A, 

B y C del precursor del factor de crecimiento epidérmico (FCE), contenien-

do su región B: repeticiones YWTD en tándem, que supuestamente crean 

estructuras de hoja-β; el dominio de unión a azúcares; y un muy conservado 

dominio citoplasmático que incluye el putativo dominio FDNPVY posible-

mente responsable de la endocitosis del ligando tras su unión a receptor (Fig. 

2.1.). 

Fig. 2.1. Alineamiento de la secuencia  VtgR+ de Solea senegalensis con las se-
cuencias homologas de Gallus gallus (Gg) y Homo sapiens (Hs). Los aminoácidos 
se numeran a partir de la metionina de inicio. Residuos idénticos a la secuencia del 
lenguado senegalés se indican coloreados en gris. Los huecos insertados para opti-
mizar los alineamientos están indicados por guiones. El receptor consta de los domi-
nios indicados sobre el alineamiento múltiple. Las ocho repeticiones ricas en resi-
duos de cisteína, también denominados clusters de repeticiones LA, numerados de I-
VIII forman el dominio de unión a ligando. Los asteriscos bajo la secuencia humana 
indican residuos de cisteína conservados en LA y en las repeticiones de tipo A, B, y 
C del FCE. Las repeticiones de seis residuos de cisteína que presumiblemente me-
dian la fusión del dominio en una estructura rígida con clusters de residuos cargados 
negativamente en su superficie, con la secuencia SDE, están subrayados bajo la 
secuencia humana. La repetición YW(T)D encontrada en repeticiones en tandem, y 
que se supone forma estructuras de hoja-β, está marcada con doble subrayado. Las 
cinco flechas sobre el alineamiento indican cinco sitios potenciales de glicosilación 
GalNAc en la secuencia de lenguado. El motivo FDNPVY del putativo dominio 
citoplasmático está muy conservado, que participa en la endocitosis del ligando tras 
su unión al receptor, está subrayado bajo la secuencia humana. 
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 Ss  MVQSTVTILVLVHVLVLLGPQQTNVHG-------------------TKTECEASQFQCGNGRCIPSVWQCDGDEDCSDGSDESS  65 
 Gg  MRSSRQRGDRSAATGGGCGARRWALPRCGALCLLLALGCLRTATDGAKAKCEESQFQCSNGRCIPLLWKCDGDEDCSDGSDESA  84 
 Hs  MGTSALWALWLLLALCWAPRESGATGT------------------GRKAKCEPSQFQCTNGRCITLLWKCDGDEDCVDGSDEKN  66 

 Ss  CVKKTCAELDFVCHNGQCVPKRWQCDGEPDCEDGSDESPQICHMRTCRVNEFSCGAGTTQCIPVFWKCDGEKDCDSGEDEFNCG 149 
 Gg  CVKKTCAESDFVCNSGQCVPNRWQCDGDPDCEDGSDESAELCHMRTCRVNEISCGPQSTQCIPVSWKCDGEKDCDSGEDEENCG 168 
 Hs  CVKKTCAESDFVCNNGQCVPSRWKCDGDPDCEDGSDESPEQCHMRTCRIHEISCGAHSTQCIPVSWRCDGENDCDSGEDEENCG 150 

 Ss  NITCAPHEFTCSSGRCISRNFVCNGEDDCGDASDEVDCSPSSCGPSQFRCGNSTSCIPVSWVCDDDVDCQDQSDESPSRCGRPP 233 
 Gg  NVTCSAAEFTCSSGQCISKSFVCNGQDDCSDGSDELECAPPTCGVHEFQCK-SSTCIPISWVCDDDADCSDHSDESLEQCGRQP 251 
 Hs  NITCSPDEFTCSSGRCISRNFVCNGQDDCSDGSDELDCAPPTCGAHEFQCS-TSSCIPISWVCDDDADCSDQSDESLEQCGRQP 233

 Ss  TPPTKCSSTEMQCRSGECIHRKWRCDGDPDCRDGSDETNCPTRTCGPEQFKCDDGKCIVGSRQCNSVRDCADGSDEVNCKNMTQ 317 
 Gg  APPVKCSTSEVQCGSGECIHKKWRCDGDPDCKDGSDEINCPSRTCRPDQFRCEDGNCIHGSRQCNGVRDCLDGTDEANCNNVIQ 335 
 Hs  VIHTKCPASEIQCGSGECIHKKWRCDGDPDCKDGSDEVNCPSRTCRPDQFECEDGSCIHGSRQCNGIRDCVDGSDEVNCKNVNQ 317

 Ss  CHGPDKFKCRSGECIEMNKVCNKVRDCPDWSDEPINECNVNECLLNNGGCSHICKDMVIGFVCDCTPGLQLIDHKTCGDINECL 401 
 Gg  CSGPGKFKCRSGECIDINKVCNHHGDCKDWSDEPLKECNINECLVNNGGCSHICRDLVIGYECDCPAGFELVDRRTCGDIDECQ 419 
 Hs  CLGPGKFKCRSGECIDISKVCNQEQDCRDWSDEPLKECHINECLVNNGGCSHICKDLVIGYECDCAAGFELIDRKTCGDIDECQ 401

 Ss  NPGICSQICINLKGGYKCECHNGYQMDPTTGVCKAVGKEPCLIFTNRRDIRRLGLERKEYTQIVEQQRNAVALDADFDQQMIFW 485 
 Gg  NPGICSQICINLKGGYKCECSRGYQMDLATGVCKAVGKEPCLIFTNRRDIRKIGLERKEYIQLVEQLRNTVALDADIAEQKLYW 503 
 Hs  NPGICSQICINLKGGYKCECSRGYQMDLATGVCKAVGKEPSLIFTNRRDIRKIGLERKEYIQLVEQLRNTVALDADIAAQKLFW 485 

 Ss  ADLTQRTIYSTVLDKRGDVGAHKKVMDNIQTPVGVAVDWIYKNLYWSDLGTKTISVTNFNGTKQKVLFNRGLKEPASIAVDPLS 569 
 Gg  ADFSQKAIFSASIDTRDKVGTHTRILDNIHSPAGIAVDWIYKNIYWTDSSAKTISVASLNGKKRKVLFLSELREPASIAVDPLS 587 
 Hs  ADLSQKAIFSASIDD--KVGRHVKMIDNVYNPAAIAVDWVYKTIYWTDAASKTISVATLDGTKRKFLFNSDLREPASIAVDPLS 567 

 Ss  GFVYWSDWGEPAKIEKAGMNGVDRQVLVATDIQWPNGITLDLIKGRLYWVDSKLHMLCSVDLNGDNRKKVLQSSDYLAHPFALT 653 
 Gg  GFMYWSDWGEPAKIEKAGMNGFDRQQLVTTEIQWPNGIALDLVKSRLYWLDSKLHMLSSVDLNGQDRRLVLKSHMFLPHPLALT 671 
 Hs  GFVYWSDWGEPAKIEKAGMNGFDRRPLVTADIQWPNGITLDLIKSRLYWLDSKLHMLSSVDLNGQDRRIVLKSLEFLAHPLALT 651

 Ss  VFEDRVFWTDGETKAIFGANKFSGADVVTLASKLNDPQDIIVYHELIQLSGTNWCSEKGENGGCSYMCLPAPQINKHSPKYTCV 737 
 Gg  IFEDRVFWIDGENEAVYGANKFTGAELVTLVNNLNDAQDIIVYHELVQPSGRNWCEENMVNGGCSYLCLPAPQINEHSPKYTCT 755 
 Hs  IFEDRVYWIDGENEAVYGANKFTGSELATLVNNLNDAQDIIVYHELVQPSGKNWCEEDMENGGCEYLCLPAPQINDHSPKYTCS 735

 Ss  CPEGQEVADDGLRCRPDTPTTAPSKDDGKSLNPP-------PPEANVSSSIQFNSTSRGSAAAAWAVLPVLLLALAASGGFLMW 814 
 Gg  CPAGYFLQEDGLRC----------------------------GGFNISSVVSEVAAR--GAAGAWAVLPILLLVTAALAGYFMW 809 
 Hs  CPSGYNVEENGRDCQSTATTVTYSETKDTNTTEISATSGLVPGGINVTTAVSEVSVPPKGTSAAWAILPLLLLVMAAVGGYLMW 819

 Ss  RNWQLKNQKSMNFDNPVYLKTTEDDLNIDITRHGANVGHTYPAISIVSTEDDLS 868 
 Gg  RNWQHKNMKSMNFDNPVYLKTTEEDLTIDIGRHSGSVGHTYPAISVVSTDDDML 863 
 Hs  RNWQHKNMKSMNFDNPVYLKTTEEDLSIDIGRHSASVGHTYPAISVVSTDDDLA 873 

Péptido Señal I

II III

IV V
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VIII FEC A

FEC B

FEC C
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∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗

∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗ ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗ ∗∗∗∗
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2.3.2. Caracterización molecular y relaciones filogenéticas de FABP11 de 

Solea senegalensis

La secuencia completa de ADNc de fabp11 fue deducida a partir del 

clon quimérico S8A2 aislado durante el cribado de la genoteca de ovario, fue 

depositado en GenBank™/EBI Data Bank bajo el número de acceso Gen-

Bank:AM501530. Los 839-pb de su secuencia completa, consistieron en 47-

pb en la región 5� no-codificante, seguido de 405-pb correspondiente a la 

pauta de lectura abierta, y 370-pb pertenecientes a la región 3� no-

codificante. La secuencia de la proteína deducida constó de 134 aminoácidos 

con una masa molecular teórica de 15.044 Da (Fig. 2.2.). 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de FABP11 de So-

lea con otras secuencias de FABPs humanas (Fig. 2.2.) y de otros peces te-

leósteos previamente caracterizadas o extraídas de bases de datos, reveló una 

homología del 75,6% al 85,1% con FABPs de otros peces teleósteos, mien-

tras que la homología hallada con formas duplicadas de FABP11 encontra-

das en el pez cebra fue del 63,4% y 82,1%. Un grado de homología mucho 

menor se encontró con diferentes secuencias de FABP4/FABP5/FABP8/ 

FABP9 de tetrápodos (p.e. 54.5% y 52.2% con FABP4 y FABP8 humanas 

respectivamente) y todavía menos con los tipos FABP1/FABP6/FABP10 de 

tetrápodos, (p.e. 27.1% y 23 % con FABP1 y FABP6 humanas respectiva-

mente). 

La relación evolutiva entre los genes de la familia FABP en verte-

brados fue evaluada tras alinear la secuencia de determinadas proteínas de 

cada subfamilia. El análisis filogenético se llevó a cabo usando los métodos 

NJ, ML e IB (Fig. 2.3.). El árbol filogenético separó con confianza varios 

clusters: FABP1/FABP6/FABP10 (grupo Nº1), FABP2 (grupo Nº2), y 

FABP3/FABP4/FABP5/FABP7/FABP8/FABP9/FABP11 (grupo Nº3) (NJ: 
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> 100; ML: > 100; IB: 1,00). Las ramas significativas internas de FABP del 

grupo Nº3 definieron tres subgrupos de secuencias FABP. El primero fue la 

subfamilia FABP3 (NJ: 80; ML: 82; BI: 1,00), el segundo fue la subfamilia 

FABP7 (NJ: 99; ML: 92; BI: 0,97), y el tercer subgrupo formó una rama 

monofilética, sugiriendo que estas tres proteínas derivan de un mismo ances-

tro común, el cual abarca las subfamilias FABP4/FABP5/FABP8/FABP9/ 

FABP11. FABP11 constituyó una nueva subfamilia FABP, la cual parece ser 

específica de peces teleósteos (NJ: 97; ML: 97; BI: 1,00). Esta afirmación 

también está reforzada por la presencia de una inserción aminoacídica en la 

posición 46 de FABP11 de lenguado senegalés, encontrada en todas las se-

cuencias FABP11 actualmente disponibles en las bases de datos y no identi-

ficada en la secuencia de otras subfamilias del grupo Nº3, p.e. 

 Ss FABP11 M--VESFVGTWKMLQSENFDDYMKAIGVGFATRQVGNRTKPNLILSVDEQGIICMKSQSAFKSTEIKF  66 
 Hs FABP4  M--CDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISV-NGDVITIKSESTFKNTEISF  65 
 Hs FABP5  MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITC-DGKNLTIKTESTLKTTQFSC  67 
 Hs FABP8  M--SNKFLGTWKLVSSENFDDYMKALGVGLATRKLGNLAKPTVIISK-KGDIITIRTESTFKNTEISF  66 
 Hs FABP3  M--VDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEK-NGDILTLKTHSTFKNTEISF  66 
 Hs FABP7  M--VEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQ-EGDKVVIRTLSTFKNTEISF  66 

 Ss FABP11 QLNEPFDETTADDRKTKTVVTLDNGKLVQKQTWDGKETSIEREISDGKLIAKCIIGDVVAVRTYVKEA 134 
 Hs FABP4  ILGQEFDEVTADDRKVKSTITLDGGVLVHVQKWDGKSTTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA- 132 
 Hs FABP5  TLGEKFEETTADGRKTQTVCNFTDGALVQHQEWDGKESTITRKLKDGKLVVECVMNNVTCTRIYEKVE 135 
 Hs FABP8  KLGQEFEETTADNRKTKSIVTLQRGSLNQVQRWDGKETTIKRKLVNGKMVAECKMKGVVCTRIYEKV- 132 
 Hs FABP3  KLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA 133 
 Hs FABP7  QLGEEFDETTADDRNCKSVVSLDGDKLVHIQKWDGKETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA- 132 

∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗∗∗∗∗ ∗∗∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗∗∗∗ ∗∗∗∗

∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗

∗∗∗∗

∗∗ ∗∗∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗

Fig. 2.2. Comparación de las secuencias aminiacídicas de FABP11 de Solea sene-
galensis (Ss) con FABPs de Homo sapiens (Hs). Los aminoácidos se numeran a 
partir de la metionina de inicio. Residuos idénticos a la secuencia del lenguado 
senegalés se indican coloreados en gris. Los huecos insertados para optimizar los 
alineamientos están indicados por guiones. Sitios con aminoácidos idénticos en 
todas las secuencias están indicados por asteriscos bajo el alineamiento. La inser-
ción de aminoácidos, posición 46 en la FABP11 de lenguado senegalés, se ha en-
contrado en todas las secuencias de FABP de peces teleósteos actualmente disponi-
bles en las bases de datos y no identificadas en los clusters FABP3FABP4/FABP5/ 
FABP7/FABP8/ FABP9 y FABP2 de vertebrados.
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FABP3/FABP4/FABP5/FABP7/FABP8/FABP9. Deberíamos resaltar que 

una única inserción estaba presente en las secuencias del grupo Nº1, pero no 

del grupo Nº2. El método IB apoyó con significancia que la subfamilia 

FABP11 sea una rama hermana del cluster FABP4/FABP5/FABP8/FABP9 

de tetrápodos (IB: 0,97). Este cluster contiene sólo secuencias de tetrápodos 

y ha sido dividido significativamente (IB: 1,00) en dos ramas internas, co-

rrespondientes a la subfamilia FABP5 (NJ: 99; ML: 100; IB: 1,00) por una 

parte y FABP4/FABP8/FABP9 (IB: 0,93) por otra. También debemos subra-

yar que las secuencias identificadas como isoformas duplicadas del pez ce-

bra; p.e. FABP1, FABP7, y FABP11, resultantes de una amplia duplicación 

genómica en peces teleósteos, fueron agrupadas con sus respectivas subfami-

lias.  

Fig. 2.3. Reconstrucción filogenética por Inferencia Bayesiana (BI) de la familia 

FABP en vertebrados. El árbol se basa en el alineamiento de las secuencias aminoa-

cídicas de todas las secuencias FABP de teleósteos disponibles actualmente en las 

bases de datos y de una selección de secuencias de tetrápodos. Las secuencias están 

indicadas por números de acuerdo al código ofrecido al designar la secuencia, tal y 

como se detalla en la sección de material y métodos. Los números de las secuencias 

de FABP de peces teleósteos y del lenguado senegalés están remarcadas en verde y 

rojo respectivamente. La longitud de las ramas es proporcional a las estimaciones BI 

de las substituciones de aminoácidos ocurridas, y los números de cada nodo indican 

la probabilidad de MrBayes, estimada por el modelo, sobre la suma de 12.001 árbo-

les. Se muestran las probabilidades ≥0,90. Debido a la limitación de espacio, un 

asterisco indica que la probabilidad dentro de subfamilias es 1,00. Los números en el 

interior de círculos indican diferentes grupos de FABPs.
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2.3.3. Expresión diferencial de vtgr y fabp11 en tejidos de Solea senega-

lensis adulto  

El análisis �Northern blot� del ARN extraído de un ovario previtelo-

génico reveló una única e intensa banda del transcrito vtgr de aproximada-

mente 4,0-kb, correspondiente al tamaño de VtgR+ y VtgR- (Fig. 2.4.A). La 

misma metodología aplicada al ARN extraído de un ovario vitelogénico  

reveló un transcrito de fabp11 de 0,8-Kb correspondiente al tamaño del 

transcrito clonado. 

El análisis de la expresión de vtgr por RT-PCR usando cebadores 

específicos flanqueantes al dominio de unión a azúcares, detectaron ambas 

variantes de �splicing� en ovario, tanto previtelogénico como vitelogénico. 

Sin embargo,  se pudo amplificar en mayor proporción la banda de menor 

tamaño (291 pb), correspondiente a la isoforma VtgR-, que la banda más 

pesada (351 pb), la cual contiene los 60 pb adicionales codificantes del do-

minio de unión a azúcares, isoforma VtgR+ (Fig. 2.4.B). La expresión de 

ambas isoformas se detectó levemente en corazón y tejido adiposo, y ya muy 

tenuemente en hígado, riñón, músculo y testículo. La expresión tisular de los 

transcritos de fabp11 y βactina también fue investigada por RT-PCR y se 

demostró amplificación de los productos específicos a partir de ARN total en 

todos los tejidos examinados (Fig. 2.4.B). Los niveles de transcripción de 

fabp11 fueron claramente mayores en hígado, tejido adiposo y ovario vitelo-

génico, mientras que poca o muy poca cantidad fue amplificada en ovario 

previtelogénico, corazón, riñón, músculo y testículo. En las condiciones 

utilizadas, la βactina fue muy amplificada en ovario, riñón, testículo y cora-

zón, y menos amplificada en hígado, tejido adiposo y músculo.
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Fig. 2.4. Expresión de vtgr, fabp11, y βactina en tejidos adultos de Solea senegalen-

sis. (A): Hibridación �Northern blot� del ARN total aislado de un ovario de hembra 

vitelogénica (V) o previtelogénica (P). Las muestras de ARN purificado (10 μg) 

fueron separadas por electroforesis en gel de agarosa-formaldehido, y las membranas 

hibridadas con sondas de fabp11 o vtgr marcadas radioactivamente con P32. El tama-

ño mostrado por las bandas de hibridación es relativo a la movilidad del estándar de 

ARN. (B): Transcritos de vtgr, fabp11, y βactina detectados por RT-PCR a partir de 

ARNs extraídos de tejidos adultos. Los productos de PCR fueron generados a partir 

de ARN total extraído de hembra previtelogénica (P) o vitelogénica (V) y a partir de 

macho, usando cebadores de ADNc específicos. Los diferentes tejidos adultos utili-

zados fueron: hígado (H), riñón (R), tejido adiposo (A), músculo (M), testículo (T), 

corazón (C), y ovario (O). Un control negativo (C-), al cual no se añadió transcriptasa 

inversa, no generó productos de RT-PCR. Las dos variantes de �splicing� alternati-

vas, transcritos con (O+) o sin (O-) dominio de unión a azúcares, están indicados a la 

derecha.
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2.3.4. Localización celular de los transcritos vtgr y fabp11 en ovario 

El desarrollo ovárico del lenguado es grupo síncrono, observándose 

dos grupos de oocitos, uno desarrollándose, y otro en estadio previtelogéni-

co. Las hibridaciones in situ se llevaron a cabo sobre secciones de ovario en 

diferentes estadios de desarrollo, usando una sonda antisentido capaz de 

detectar ambas variantes VtgR- y VtgR+. Una fuerte señal de hibridación de 

vtgr se localizó en el citoplasma y los nucleolos de los oocitos previtelogéni-

cos con la sonda antisentido, (Fig. 2.5.A, C, E),  mientras que la hibridación 

con la sonda en sentido no produjo ninguna señal (Fig. 2.5.B, D, F). La señal 

de tinción también fue ausente en oocitos vitelogénicos, así como en las 

células somáticas de la teca y granulosa (Fig.  2.5.E). 

Fig. 2.5.  Localización celular de los transcritos de vtgr en ovario de Solea senega-

lensis. La Hibridación in situ sobre secciones histológicas de una hembra previtelo-

génica (A-D) (IGS: 1,5%, porcentaje de oocitos previtelogénicos: 99%, porcentaje 

de oocitos atrésicos: 1%) y otra vitelogénica (E-F) (IGS: 11,3%, porcentaje de ooci-

tos vitelogénicos: 10%, porcentaje de oocitos atrésicos: 5%). Las secciones tratadas 

con sondas marcadas con digoxigenina en anti-sentido (A, C, E), o en sentido, (B, D 

y F). La señal de hibridación se muestra en color azul oscuro a violeta. No se detecta 

señal de hibridación en las secciones tratadas con la sonda en sentido. Los transcri-

tos están localizados en grandes concentraciones en el citoplasma (c) y los nucleolos 

(n) de oocitos previtelogénicos (p). a, oocito atrésico; nu, núcleo; (v) oocito vitelo-

génico; (t) oocito en vitelogénesis temprana. La escala utilizada es 100 μm en (A, B, 

E, F), y 16 μm en (C, D). 
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La distribución del ARNm de fabp11 en ovario reveló señal de 

hibridación en el citoplasma de oocitos en previtelogénesis (Fig. 2.6.A, C, 

E). Una señal muy fuerte se observó en las células somáticas de los folículos 

atrésicos tanto en ovario previtelogénico (Fig. 2.6.A) como vitelogénico 

(Fig. 2.6.C, E, G, I). Los folículos atrésicos se caracterizan por la desintegra-

ción del núcleo (Fig. 2.6.E), la rotura de la zona radiata y la modificación de 

la apariencia de los gránulos de vitelo, así como por un incremento en el 

número y tamaño de las células foliculares externas al oocito (Fig. 2.6.G), 

dando folículos atrésicos que expresaban fuertemente los transcritos de 

fabp11 (Fig. 2.6.A, C, E, G, I). No se detectó señal ni en el citoplasma de los 

oocitos vitelogénicos (Fig. 2.6.C, E, G, I) ni en las secciones tratadas con la 

sonda en sentido (Fig. 2.6.B, D, F, H, J). 

Fig. 2.6. Localización celular de los transcritos de fabp11 en ovario de Solea sene-

galensis. La Hibridación in situ sobre secciones histológicas de una hembra previte-

logénica (A-B) (misma hembra que en la Fig. 2.5.) y otra vitelogénica (C-J) (IGS: 

4%, porcentaje de oocitos vitelogénicos: 6%, porcentaje de oocitos atrésicos: 5%). 

Las secciones tratadas con sondas marcadas con digoxigenina en anti-sentido (A, C,

E, G, I), o en sentido, (B, D, F, H, J). La señal de hibridación se muestra en color 

azul oscuro a violeta. No se detecta señal de hibridación en las secciones tratadas 

con la sonda en sentido. Se localiza una señal moderada en el citoplasma (c) de 

oocitos previtelogénicos (p). Elevados niveles de expresión del transcrito fabp11 se 

detectan en las células somáticas (cs) que envuelven los oocitos atrésicos (a). t, ooci-

to en vitelogénesis temprana; nu, núcleo; v, oocito vitelogénico; zr, zona radiata. La 

escala utilizada es 250 μm en (C, D), 100 μm en (A, B, E, F), 50 μm en (I, J), y 25 

μm en (G, H). 
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2.4. Expresión diferencial de vtgr, βactina y fabp11 durante la oogénesis 

evaluada por qPCR 

El modelo de correlación empleado para realizar el análisis de cali-

dad sobre 9 nuestras representativas reveló, primero, una relación lineal sim-

ple para cada combinación entre genes y muestras, con pendientes no signi-

ficativamente diferentes de �1 y, segundo, pendientes muy similares para las 

tres combinaciones de genes y muestras, no significativamente diferentes 

unas de otras (datos no mostrados). Este test por tanto confirmó la aceptabi-

lidad de los datos obtenidos por qPCR y la inexistencia de algún efecto debi-

do a la dilución de las muestras (Yuan et al., 2006). 

Los niveles de expresión de los transcritos βactina, vtgr y fabp11 se 

determinó por qPCR en muestras de ovario obtenidas a partir de 16 hembras 

en diferentes estadios de desarrollo gonadal. El nivel del transcrito βactina 

fue inicialmente determinado con la intención de usarlo como gen de refe-

rencia y normalizar los datos. Sin embargo, se observó que la cantidad del 

transcrito βactina fluctuaba dependiendo del estadio de vitelogénesis. La 

expresión de βactina mostró una correlación significativamente positiva con 

el porcentaje de oocitos previtelogénicos (datos no mostrados) y negativa 

con el porcentage de oocitos vitelogénicos (datos no mostrados), imposibili-

tando así su uso como gen de referencia en nuestro estudio. Otros autores ya 

han puesto de manifiesto que los genes constitutivos no son siempre buenos 

genes de referencia (Lee et al., 2006) y han propuesto nuevos métodos para 

normalizar datos provenientes de qPCR o microarrays (Hill et al., 2001; van 

de Peppel et al., 2003; Kanno et al., 2006). Consecuentemente, nuestros da-

tos de qPCR, p.e. Ct�s de las diluciones seriadas de la curva estándar conver-

tidas a número de copias, fueron normalizadas por el ratio ARN/ADN 
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genómico. Tal y como vimos a nivel visual sobre las secciones histológicas, 

los datos de qPCR demuestran una correlación significativamente positiva 

entre los niveles de expresión de vtgr y el porcentaje de oocitos previtelogé-

nicos (Fig. 2.7.A), y negativa con respecto al porcentaje de oocitos vitelogé-

nicos (datos no mostrados). Por el contrario, los niveles del transcrito fabp11

% de oocitos previtelogénicos

% de oocitos previtelogénicos

40               60               80             100

40               60               80             100

vtgr

fabp11

A

B

125

100

75

50

25

0

125

100

75

50

25

0

nº
 d

e 
co

pi
as

 d
e 

tr
an

sc
ri

to
 p

or
 n

g 
de

 A
D

N
 g

en
óm

ic
o

Fig. 2.7. Correlación entre el número de copias de los transcritos estudiados y el 
porcentaje de oocitos previtelogénicos en ovario de Solea senegalensis. (A): vtgr
(B): fabp11. El porcentaje de folículos ováricos en previtelogénesis contados a 
partir de secciones histológicas de ovario y la cantidad de transcritos vtgr o fabp11
fue cuantificada por qPCR a partir de 16 hembras. El nivel de transcrito fue norma-
lizado por el ratio ARN/ADN genómico en la muestra y el número de copias del 
transcrito seleccionado se expresó como número de copias de trasnscrito por ng de 
ADN genómico. La regresión lineal en (A) fue: y = -67,54+1,47x, r2= 0,586; la 
pendiente fue significativamente diferente de cero a P = 0,0005, r (no-paramétrica, 
Spearman) = 0,521, P (dos-colas) = 0,039. 
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no fueron significativamente afectados por el porcentaje de oocitos previte-

logénicos (Fig.  2.7.B) en secciones de ovario.  

Probablemente debido a la gran cantidad de células somáticas alre-

dedor de los oocitos atrésicos (Fig. 2.6.E, G, I), no se obtuvo una fuerte co-

rrelación entre los niveles de los transcritos vtgr, βactina y fabp11, normali-
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Fig. 2.8. Correlación entre el número de copias de los transcritos estudiados y el 
porcentaje de oocitos atrésicos en ovario de Solea senegalensis. (A): vtgr (B): 
fabp11. El porcentaje de folículos atrésicos contados a partir de secciones histológi-
cas de ovario y la cantidad de transcritos vtgr o fabp11 fue cuantificada por RT-PCR 
cuantitativa (qPCR) a partir de 16 hembras. La cantidad del trasncrito βactina tam-
bién fue cuantificada y los resultados mostrados corresponden al número de copias 
de vtgr o fabp11 divididos por el número de copias del transcrito βactina usado 
como gen normalizador. La regresión lineal en (A) fue: y = 0,63+0,08x, r2= 0,334; 
la pendiente fue significativamente diferente de cero a P = 0,0019, r (no-
paramétrica, Spearman)= 0,755, P (dos-colas) = 0,0007.
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zados por del ratio ARN/ADN genómico, y el porcentaje de folículos atrési-

cos en secciones histológicas. Sin embargo, sí es posible el uso de βactina

como gen de referencia para la atresia, ya que no se observa ningún tipo de 

correlación entre los niveles del transcrito βactina y el porcentaje de folícu-

los atrésicos (datos no mostrados). No se detectaron cambios en la expresión 

de vtgr en relación al porcentaje de folículos atrésicos (Fig. 2.8.A). En cam-

bio, los niveles del transcrito fabp11 sí fueron correlacionados significativa-

mente con el número de folículos atrésicos en secciones histológicas de ova-

rio (Fig. 2.8.B). Deberíamos destacar, que en lenguado senegalés en condi-

ciones de cautividad, la atresia parece darse en todos los estadios de desarro-

llo folicular pero su prevalencia está significativamente correlacionada con 

el número de oocitos vitelogénicos (datos no mostrados). 

2.4. Discusión 

El crecimiento oocitario, especialmente en especies ovíparas, se ca-

racteriza por un intenso almacenamiento de productos (p.e. ARNs, proteínas, 

lípidos, vitaminas y hormonas) que posibilitan el posterior desarrollo de un 

embrión viable. En aves, el receptor de lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDLR), también denominado LDLR relativo con 8 repeticiones de unión a 

ligando (LR8) o VtgR, es un receptor de VLDL y también de Vtg, tal y como 

se ha demostrado en pollo tanto por pruebas bioquímicas como genéticas 

(Bujo et al., 1994, 1995). Estas lipoproteínas son selectivamente secuestradas 

por los oocitos en crecimiento a través de endocitosis mediada por receptor 

(Bujo et al., 1995; Perry y Gilbert, 1979). En mamíferos, la estructura de los 

VLDLR es prácticamente idéntica a los LDLR, excepto que su dominio de 
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unión a ligando posee 8 repeticiones LA en lugar de 7 (Takahashi et al., 

1992). En vertebrados, dependiendo del �splicing� diferencial tenemos va-

riantes de VLDLR. La variante más larga y predominante en tejidos mamífe-

ros posee un exón adicional correspondiente al dominio de unión de azúca-

res, similar al que está presente siempre en los LDLR (con 28-30 aa). Por 

otra parte, los oocitos de pollo expresan una variante más corta llamada LR8-

que codifica un receptor sin el dominio de unión a azúcares, mientras que las 

células somáticas y los tejidos, en particular las células de la granulosa que 

envuelven a los oocitos, expresan predominantemente LR8+ (Bujo et al., 

1995ab; Nimpf et al., 1998). La función del dominio de unión a azúcares no 

está muy clara, pero se le sugiere responsable del control del reciclaje y de-

gradación del receptor (Iijima et al., 1998; Magrané et al., 1999). 

El VtgR de algunas especies de teleósteos fue inicialmente caracteri-

zado y mostrado como un receptor con elevado grado de identidad entre 

aminoácidos con el VtgR de Xenopus (Okabayashi et al., 1996) y de pollo 

(Bujo et al., 1994). El VtgR de salmón (Oncorhynchus kisutch) fue identifi-

cado por hibridación a ligando y demostró poseer reacción cruzada con los 

sistemas de Xenopus y pollo, en términos de reconocimiento y inmunoreac-

tividad. Además, su capacidad de unión a ligando es inhibida por la droga 

poli-aniónica suramina (Stifani et al., 1990). La clonación molecular del 

ADNc del VtgR de trucha arco iris resultó en la caracterización de una pro-

teína de 97-kDa que contenía un dominio de unión a ligando con 8 repeticio-

nes LA, a la que le faltaba el dominio de unión a azúcares y supuestamente 

activa endocíticamente a través del motivo FDNPVY en el dominio cito-

plasmático (Davail et al., 1998). La caracterización molecular del receptor 

homólogo en la perca blanca (Tao et al., 1996; Hiramatsu et al., 2004) y en 

tilapia (Li et al., 2003) demostró, al igual que en la trucha arco iris, la pre-
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sencia de un receptor de lipoproteínas ovárico con 8 repeticiones LA, al que 

faltaba el dominio de unión a azúcares, y que se expresaba fuertemente en 

ovario, tal y como se demostró primero en pollo. Un segundo ADNc, dife-

rente en 105 nucleótidos que se añaden y que codifican el dominio de unión 

a azúcares, ha sido identificado en trucha arco iris y su expresión encontrada 

en ovario, músculo, hígado, bazo, corazón e intestino (Prat et al., 1998). En 

tilapia se ha demostrado por PCR la expresión de dos variantes de �splicing� 

que se diferencian en la falta o presencia de 20 residuos en la región corres-

pondiente al dominio de unión a azúcares (Li et al., 2003). Consistentemente 

a estos descubrimientos, nuestros datos demuestran la presencia en ovarios 

de lenguado de dos isoformas de vtgr con gran similitud de secuencia a los 

VLDLR humanos y al VtgR/LR8 de pollo, una que contiene el dominio de 

unión a azúcares y la otra que no. En ovarios, encontramos mayor propor-

ción de la forma más corta, detectándose también en hígado, riñón, músculo 

y testículo, mientras que la variante más larga se encontró de manera signifi-

cativa en corazón y tejido adiposo. Los bajos niveles de ambas variantes de 

�splicing� en tejidos extra-ováricos contribuiría a la acción de las VLDL, 

una clase de lipoproteínas que incluyen las apolipoproteínas (apo) B en pe-

ces teleósteos, de manera similar a lo que ocurre en tetrápodos (Babin, 1987; 

Babin y Vernier, 1989), y presentes en elevadas concentraciones en plasma 

de trucha arco iris durante los estadios de previtelogénesis y vitelogénesis 

(Wallaert y Babin, 1994). Las propiedades de unión de las repeticiones LA 

del VtgR de tilapia fueron testadas por un sistema semicuantitativo de dos 

híbridos de levadura por interacción proteína-proteína, que reveló las pro-

piedades críticas de las tres primeras repeticiones LA del dominio de unión a 

Vtg, las cuales contienen motivos de unión homólogos a los motivos de 

unión de las apoB-100 y apoE de mamíferos (Li et al., 2003). Se supone que 



Capítulo 2. 

86

estos clusters LA participan en la unión de lipoproteína(s) vía residuos de 

carga positiva sobre apoB-100 o apoE (Jeon y Blacklow, 2005). La falta del 

dominio de unión a azúcares no parece afectar a la unión entre este receptor 

y sus ligandos (Li et al., 2003). Este dominio de unión a azúcares también ha 

sido encontrado por homología de secuencia en apoB de peces teleósteos 

(Babin et al., 1995) y en apoE (Babin et al., 1999; Durliat et al., 2000; Pou-

pard et al., 2000), esta última apoliproteína no encontrada en pájaros  

(Schneider et al., 1999). 

Los estudios de hibridación in situ realizados sobre secciones de 

ovario de lenguado senegalés mostraron un elevado nivel de transcripción de 

vtgr durante la previtelogénesis y los resultados obtenidos por qPCR demos-

traron una correlación positiva con el porcentaje de oocitos previtelogénicos. 

La expresión de βactina también mostró una correlación significativamente 

positiva con el porcentaje de oocitos previtelogéncos, imposibilitando así su 

uso como gen de referencia bajo estas condiciones. El almacenamiento de 

ARNm del vtgr en los nucleolos durante la previtelogénesis, la desaparición 

de la señal de hibridación en oocitos vitelogénicos y la correlación significa-

tivamente negativa entre los niveles de transcrito vtgr y el porcentaje de oo-

citos vitelogénicos indica, como previamente ya se sugirió en trucha arco iris 

(Perazzolo et al., 1999) y pollo (Shen et al., 1993), que el VtgR es traducido 

prioritariamente en los estadios tempranos del desarrollo oocitario y almace-

nado en el interior del citoplasma para ser gradualmente movilizado hacia la 

superficie tras la aparición de Vtg en plasma, p.e. durante la fase de creci-

miento vitelogénico. Los bajos niveles de ARNm de vtgr al final de la foli-

culogénesis fue verificada por los datos obtenidos por qPCR en la perca 

blanca (Hiramatsu et al., 2004) y por la falta de dicho transcrito en el trans-

criptoma de folículos ováricos en crecimiento finalizado del pez cebra 
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(Knoll-Gellida et al., 2006). Los datos obtenidos en el presente estudio tam-

bién revelaron que los transcritos de vtgr no fueron detectados por hibrida-

ción in situ en folículos atrésicos, y que sus niveles, cuantificados por qPCR, 

no se correlacionaron con el porcentaje de atresia. Estos resultados indican 

que el nivel de transcritos de vtgr puede ser utilizado como marcador mole-

cular del número de oocitos reclutados en vitelogénesis. 

Se ha demostrado, que la atresia folicular en diferentes especies de 

vertebrados es un resultado de la muerte celular programada, proceso deno-

minado apoptosis, iniciado entre la población de células de la granulosa 

(Kaipia y Hsueh,1997; Morita et al., 1999) o también como resultado de 

apoptosis iniciada en el propio oocito (Morita et al., 1999; Eppig, 2001). 

También se ha demostrado que los oocitos de peces producen factores que 

modulan las funciones foliculares y que la proteólisis dirigida por enzimas 

lisosomales presentes en las proteínas del vitelo puede dirigir hacia la atresia 

folicular (Wang y Ge, 2003; Wood y Van Der Kraak, 2003) sin necesidad de 

una apoptosis folicular general (Wood y Van Der Kraak, 2003). Tal y como 

la atresia avanza, el contenido del vitelo de los folículos atrésicos es gra-

dualmente digerido y re-absorbido, resultando en la formación de la corpora 

atretica y agregados primarios compuestos de pigmentos y lípidos oxidados 

(Saidapur, 1978; Guraya, 1986; Blazer, 2002). En la trucha arco iris (Babin, 

1987) y en pollo (Walzem et al., 1994), se ha demostrado que a lo largo de la 

atresia folicular existe una transferencia masiva de algunas proteínas del 

vitelo, y posiblemente también de lípidos combinados con lipoproteínas de 

elevada densidad, hacia el corriente sanguíneo. 

Las FABPs son un grupo de pequeñas proteínas citoplasmáticas(14-

15 kDa) que pertenecen a la conservada superfamilia multigénica de las pro-

teínas intracelulares de unión a lípidos (ILBPs). Junto con otras familias de 
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unión a proteínas, lipocalinas y avidinas, las FABPs forman parte de una 

superfamilia estructural: las calicinas (Flower, 1996). En vertebrados, al 

menos nueve FABPs diferentes han sido identificadas, con distribución es-

pecífica de tejido (Storch y Thumser, 2000; Zimmerman y Veerkamp 2002; 

Haunerland y Spener, 2004; Chmurzynska, 2006) y con distintos patrones de 

interacción entre ellas (Richieri et al., 2000, Hanhoff et al., 2002). General-

mente se las denomina como el tejido donde se las caracterizó por primera 

vez, sin embargo, su expresión no es exclusiva, y más de una FABP puede 

ser encontrada en un determinado tejido o tipo celular, con lo cual se ha es-

tablecido una nomenclatura numérica para distinguir los diferentes genes que 

codifican FABPs (Hertzel y Bernlohr, 2000). Últimamente se ha caracteriza-

do un miembro más (FABP10) en especies no mamíferas, incluyendo peces 

teleósteos (Haunerland y Spener, 2004; Sharma et al., 2006). Todas las sub-

familias de proteínas FABP encontradas en peces teleósteos corresponden a 

subfamilias humanas, con la excepción de una única subfamilia de FABP, 

agrupada en un grupo hermano de FABP4/FABP5/FABP8/FABP9 en tetrá-

podos, y se ha encontrado sólo en peces teleósteos, la hemos denominado 

FABP11. La proteína FABP11 de Solea senegalensis caracterizada en este 

trabajo es parte de esta nueva subfamilia definida como FABP11. 

Las FABPs se expresan en tejidos de vertebrados y en no vertebra-

dos, con diferentes patrones de expresión (Zimmerman y Veerkamp 2002; 

Esteves y Ehrlich 2006). La función principal de todos los miembros FABP, 

es regular la toma y el transporte intracelular de AG. Otras de las funciones 

conocidas son: señalar los AG para sus respectivas rutas metabólicas y regu-

lar la expresión génica y el crecimiento celular (Zimmerman y  Veerkamp 

2002; Haunerland y Spener, 2004). Los ovarios de rata expresan FABP3 y 

FABP2, tal y como se ha demostrado por localización inmunohistoquímica 
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en células intersticiales de la teca interna (Watanabe et al., 1991), en células 

somáticas durante el desarrollo post-natal y en ovarios inmaduros tratados 

con gonadotropinas (Iseki et al., 1995). En estas especies, la expresión de 

fabp3 resultó regulada negativamente y la expresión de fabp5 regulada posi-

tivamente en las células de la teca de ovario de rata tras la administración de 

la goandotropina coriónica humana (Leo et al., 2001). Estudios de inmuno-

detección llevados a cabo en ovarios de ratón revelaron la presencia de 

FABP3 en glándulas intersticiales y en células de la teca (Nourani et al., 

2005a), FABP4 en las células de la granulosa de folículos atrésicos (Nourani 

et al., 2005b) y FABP5 en una población específica de macrófagos ováricos 

en folículos en avanzado estado de atresia (Nourani et al., 2005a). 

Se ha demostrado que el ARNm de fabp3 del pez cebra es abundante 

y exclusivo del ooplasma de oocitos previtelogénicos (Liu et al., 2003), 

mientras que bajos niveles de este transcrito fueron detectados en el trans-

criptoma de folículos ováricos ya totalmente crecidos (Knoll-Gellida et al., 

2006).  El transcrito fabp11 de lenguado se expresó mucho en ovario, hígado 

y tejido adiposo, y en menor grado en corazón, músculo, riñón y testículos. 

El análisis de hibridación in situ demostró que el transcrito fabp11 de len-

guado se expresaba en oocitos previtelogénicos, mientras que no se encontró 

señal de hibridación en los oocitos vitelogénicos de mayor tamaño. Sin em-

bargo, contrariamente a la expresión del ARNm de vtgr, una fuerte expresión 

del transcrito fabp11 se detectó en las capas somáticas de los folículos atré-

sicos. Más aún, se demostró por qPCR una correlación significativamente 

positiva entre el nivel de transcripción de fabp11 y el porcentaje de atresia en 

muestras de ovario. Este elevado nivel de expresión ha sido identificado en 

células de la granulosa y/o de la teca hipertrofiadas durante la fragmentación 

oocitaria, la invasión folicular del espacio ocupado por el oocito, la elimina-
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ción de orgánulos celulares y la degeneración de los folículos atrésicos. Es-

tas células deben poseer también elevado contenido de proteínas celulares de 

unión al ácido nucleico, tal y como se ha demostrado en folículos degenera-

dos y atrésicos de ovario de pez cebra (Liu y Giu, 2005). Durante el proceso 

de la atresia folicular en ratón, las células invasivas de la granulosa encon-

tradas entre la zona pellucida y el oocito, parecen tener función fagocítica 

(Kamo et al., 2004). Más estudios son necesarios para determinar la natura-

leza y origen de la invasión y proliferación de las células que expresan 

fabp11 en los folículos atrésicos de lenguado. En el ovario de vertebrados, 

parecen existir distintas funciones para los diferentes subtipos de FABP rela-

cionados con los cambios en la toma eficiente, transporte intra-celular y uti-

lización de los AG acompañando la foliculogénesis, el proceso de atresia y la 

síntesis de hormonas. 

En conclusión, en este trabajo mostramos que la cuantificación de 

los transcritos de vtgr y fabp11 por qPCR puede permitir, a través de un 

análisis de regresión lineal, determinar el porcentaje de oocitos reclutados 

para la vitelogénesis y de aquellos camino de la atresia respectivamente. 

Estos marcadores pueden sin duda alguna, ayudar a identificar los factores 

envueltos en la regulación del crecimiento folicular y la degeneración del 

ovario de peces teleósteos, ayudando a mejorar las condiciones en cautividad 

para reducir al mínimo el stress que lleva a las hembras a la atresia, así como 

mejorar el conocimiento de la biología de la reproducción de los stocks de 

reproductores en cautividad. 



3. 

Estudio del proceso de vitelogénesis en el 

lenguado senegalés (Solea senegalensis) 

durante el ciclo reproductor 
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3.1. Introducción 

La vitelogenina (Vtg) de teleósteos y anfibios es una glicolipofosfo-

proteína de elevado peso molecular (250-600 kDa) que es sintetizada en el 

hígado en respuesta a 17β-estradiol (E2) (revisado por Specker y Sullivan, 

1994). La Vtg es secretada al corriente sanguíneo, de donde es captada por 

los oocitos en crecimiento mediante un proceso de endocitosis mediada por 

el receptor de la vitelogenina (VtgR), del que ya se ha hablado en el Capítulo 

2. Tras ser procesada en el oocito por la acción de diversas proteasas, entre 

las cuales se encuentra la catepsina D, la Vtg da lugar a las proteínas del 

vitelo que son almacenadas en el oocito como fuente energética y nutritiva 

para el posterior desarrollo embrionario (Tyler et al., 2000). Este proceso, 

conocido como vitelogénesis, es el principal causante del crecimiento del 

oocito. 

La Vtg está codificada por una pequeña familia multigénica que 

comprende entre uno y seis genes distintos (Wahli, 1988). Al menos tres de 

estos genes se transcriben y traducen fisiológicamente dando lugar a tres 

moléculas distintas (Vtg1, Vtg2 y Vtg3) las cuales son secretadas al torrente 

sanguíneo y son incorporadas por el oocito. La estructura primaria de Vtg1 y 

Vtg2 es idéntica y puede dividirse en una serie de dominios localizados de 

forma lineal en la secuencia: NH2-cadena pesada de lipovitelina (LvH)-

Abreviaturas: ANOVA, análisis de varianza; BSA, albúmina de suero bovino; CV, coeficiente de varia-

ción; DO, densidad óptica; DTT, ditiotreitol; E2, 17β-estradiol; ELISA, “Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay”; FSH, hormona estimulante del folículo ovárico; IGS: índice gonadosomático; kDa, Kilo Dalton; 

PBS, solución fosfato; q-PCR, reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real; SDS-PAGE, electrofo-

resis en gel de sodio dodecil sulfato-poliacrilamida; SEM, error estándar de la media; T, testosterona; TIU, 

unidades inhibidoras de tripsina; Vtg, vitelogenina; VtgR, receptor de Vtg.
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fosvitina (dominio poliserina)-cadena ligera de lipovitelina (LvL)-

componente b’-COOH (Mosconi et al., 1998). La Vtg3 posee los mismos 

dominios, excepto el dominio poliserina. La región aminoacídica cercana al 

C terminal de la Vtg, el componente b’, recibió este nombre a partir de los 

primeros estudios cromatográficos que se realizaron en teleósteos. Cada uno 

de los dominios de Vtg corresponde a las diferentes proteínas del vitelo, 

lipovitelinas (lipoproteínas), fosvitinas y fosvetas (proteínas muy fosforila-

das) y el componente b’ (Matsubara et al., 1999; Hiramatsu et al., 2002ab). 

En especies de teleósteos marinos, las proteínas del vitelo son procesadas de 

forma distinta durante la maduración del oocito, lo que incrementa la con-

centración en aminoácidos libres en el oocito facilitando de este modo la 

hidratación de este. 

Aunque Vtg es una proteína específica de hembras, los machos tam-

bién poseen el gen(es) vtg, aunque este no se expresa normalmente debido a 

la falta de niveles circulantes adecuados de E2 (Harries et al., 1997). Sin 

embargo, en respuesta al tratamiento con estrógenos (Yao y Crim, 1996), o 

debido a la presencia de compuestos con actividad estrogénica en el medio 

acuático (Harries et al., 1997; Metcalfe et al., 2001), Vtg puede ser produci-

da por machos y acumulada en el plasma incluso en concentraciones muy 

elevadas.  

En general, el E2 es considerado el estrógeno endógeno más potente. 

Bajo la influencia de las hormonas gonadotropinas, muy probablemente la 

hormona estimulante del folículo (FSH), las células somáticas asociadas con 

el oocito sintetizan testosterona (T), que es  convertida a E2 por la acción de 

la enzima aromatasa (Nagahama et al., 1995). El E2 pasa al corriente sanguí-

neo estimulando la síntesis y secreción de Vtg en el hígado. Por tanto, los 
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niveles plasmáticos de E2 se observan a menudo correlacionados con los 

niveles plasmáticos de Vtg.  

Actualmente, se conoce muy poco sobre el control endocrino de la 

reproducción en cautividad del género Solea, especialmente sobre el proceso 

de vitelogénesis. Las variaciones estacionales de los niveles plasmáticos de 

E2 a lo largo del ciclo reproductivo del lenguado senegalés han sido recien-

temente descritas en individuos en cautividad y salvajes (García et al., 

2006ac). Sin embargo, no se ha establecido la posible relación entre los nive-

les circulantes de E2, Vtg y su receptor específico (VtgR) a lo largo del desa-

rrollo gonadal. Por ello, en este capítulo se ha investigado de una forma glo-

bal los principales mecanismos fisiológicos implicados en la vitelogénesis 

del lenguado. Los objetivos específicos han sido: 1) determinar los niveles 

plasmáticos de E2 y Vtg en hembras de lenguado a lo largo del ciclo repro-

ductor en cautividad; y 2) estudiar los cambios en los niveles de expresión de 

VtgR a lo largo de los diferentes estadios de vitelogénesis. 

3.2. Material y métodos 

3.2.1. Animales 

El presente estudio se realizó a partir de los mismos individuos adul-

tos de lenguado senegalés (Solea senegalensis) generación F1 utilizados en 

el Capítulo 2, de aproximadamente 2-3 años de edad, muestreados durante 

tres años consecutivos. De tres a cinco hembras fueron anestesiadas aproxi-

madamente cada mes con 500ppm de 2-fenoxietanol (Acros Organics, USA) 

y una muestra de sangre (1 ml) extraída. Esta muestra se mezcló con un in-

hibidor de proteasas (2 mM de fenilmetilsulfonil fluoride, PMSF, Sigma-
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Aldrich, España), se centrifugó, y el plasma fue congelado a –80ºC hasta el 

momento de su análisis. Las hembras fueron seguidamente sacrificadas y los 

índices gonadosomáticos (IGS: peso gonadal/peso corporal x 100) registra-

dos. Se recogieron pequeñas piezas de ovario en condiciones libres de ribo-

nucleasas, se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a –80ºC 

hasta la extracción de ARN. Finalmente, se fijó una pieza de gónada adya-

cente a las piezas tomadas para  la extracción de ARN en solución modifica-

da de Bouin (75% ácido pícrico, 25% formalina). Estas muestras se procesa-

ron y se realizó el análisis histológico tal y como se describe en el Capítulo 

2. 

3.2.2. Obtención y purificación de Vtg de lenguado 

Para la producción de cantidades elevadas de Vtg, machos de len-

guado fueron inyectados con 50 mg/ml E2 siguiendo el protocolo descrito 

por Scott et al. (2006). Brevemente, el E2 en polvo fue derretido en mante-

quilla de coco (Sigma-Aldrich) a 40ºC por ultrasonificación, y 20 mg/kg de 

pez fueron inyectados intramuscularmente en 2-3 machos previa anestesia 

con 500 ppm de 2-fenoxietanol. Los machos fueron tratados una vez por 

semana durante dos semanas consecutivas y sangrados durante la tercera 

semana por la vena caudal. Para evitar cualquier degradación de la Vtg, las 

jeringas de 1 ml utilizadas para el sangrado fueron lavadas en una solución 

salina conteniendo aprotinina, 8 unidades inhibidoras de tripsina (TIU)/ml 

(Sigma-Aldrich), y 500 unidades internacionales (UI)/ml de heparina sodio 

(para evitar la coagulación). La sangre fue transferida a tubos eppendorf en 

hielo, los cuales contenían 100 µl a una concentración 10x de la solución 

Complete, Mini, EDTA-free Proteasa Inhibitor Cocktail (Roche, Alemania), 

por cada 900 µl de sangre. Tras centrifugar a 12.000 rpm y 4ºC durante 15 
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min, el plasma fue transferido a nuevos tubos, congelado en nitrógeno líqui-

do y almacenado a –80ºC hasta el momento de su utilización. 

La Vtg fue purificada por cromatografía en columna Sephadex 

200HR (GE Healthcare, España) asociada a un sistema FPLC (GE Healthca-

re) basándonos en el protocolo descrito por Scott y Hylland (2002) para la 

Vtg del lenguado inglés. Antes de añadir la muestra, la columna fue equili-

brada con 50 mM Tris-HCl a pH 7,6 conteniendo 0,01% de azida de sodio. 

El plasma fue descongelado en hielo, centrifugado a 13.000 rpm durante 4 

min a 4ºC, y 650 µl del sobrenadante traspasado a un tubo de vidrio de 10 ml 

al que después se añadió 97 µl de 0,5 M MgCl2, 1.950 µl de 20 mM EDTA a 

pH 7,6, y 9.750 µl de agua muy fría. Después de centrifugar el tubo  a 3.000 

rpm durante 12 min a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el 

pellet en 390 µl de solución de equilibrado + 1 mM de NaCl y 0,2 TIU/ml de 

aprotinina, y se añadieron lentamente 13 ml de solución de equilibrado + 0,2 

TIU/ml de aprotinina (esta vez sin NaCl), siendo todo este volumen inyecta-

do en la columna a una velocidad de 2,5 ml/min y 2,5 ml/fracción. El proto-

colo se llevó a cabo a temperatura ambiente. Aparecieron varios picos pe-

queños y uno muy dominante. Se recogieron sólo las fracciones correspon-

dientes a este pico. El procedimiento se repitió de nuevo, y las fracciones 

finales combinadas se desalaron en columna PD-10 (GE Healthcare) con 

agua destilada y se liofilizaron.  

El peso molecular y la pureza de la Vtg fueron verificados por elec-

troforesis en gel de sodio dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE). Fi-

nalmente, la Vtg purificada fue liofilizada y almacenada a –20ºC. 
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3.2.3. Desarrollo de un ELISA homólogo para la detección de Vtg plasmá-

tica en el lenguado  

3.2.3.1. SDS-PAGE

El peso y la pureza de la Vtg purificada fueron verificados por SDS-

PAGE. Para ello, plasma de hembras vitelogénicas y de machos tratados con 

mantequilla de coco con o sin E2, así como diluciones seriadas de la Vtg 

purificada (desde 0,1 a 20 µg), fueron separadas por electroforesis, las mues-

tras de plasma centrifugadas a 13.000 rpm a 4ºC durante 1 min, y 1 µl de 

plasma, en el caso de la hembra y el macho control, ó 1 µl de la dilución 

1/10, en el caso de los machos tratados con E2, fueron mezcladas con solu-

ción Laemmli 2x (Laemmli, 1970) y 0,1 M del agente reductor ditiotreitol 

(DTT). La Vtg liofilizada fue reconstituida en solución fosfato (PBS) + in-

hibidores de proteasas (Mini, EDTA-free Proteasa Inhibitor Cocktail, Roche) 

y mezclada con solución Laemmli 2x y DTT. Tras desnaturalizar las proteí-

nas durante 3 min a 95ºC las muestras fueron separadas a 180 v en geles al 

7,5% y teñidos con Coomassie blue R-350 (GE Healthcare) durante toda la 

noche a temperatura ambiente. 

3.2.3.2. Procedimiento de ELISA 

El procedimiento de ELISA empleado para determinar los niveles 

plasmáticos de Vtg en el lenguado senegalés se inspiró en el protocolo des-

crito anteriormente por Katsiadaki et al. (2002), con algunas modificaciones. 

El “coating” se realizó en placas de alta unión a proteínas de 96 pocillos de 

poliestireno (Costar® EIA/Corning, España) en 100 µl de solución 0,05 M 

de sodio carbonato-bicarbonato a pH 9,6 (Sigma) conteniendo 0,5 µg/ml de 

Vtg de lenguado (50 ng/pocillo). Los valores para el blanco y los sitios de 
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unión no específica (N) se obtuvieron realizando el “coating” de algunos 

pocillos con la misma concentración de albúmina de suero bovino (BSA, 

Sigma-Aldrich) en lugar de Vtg. Las placas se cubrieron y se incubaron a 

4ºC durante 16 h.  

El mismo día y por separado, en placas de baja unión a proteínas de 

96 pocillos de polipropileno (Costar® EIA/Corning), se añadieron 135 µl de 

solución de ensayo (sodio-fosfato 0,1 M; 0,15 M de NaCl; 27 mM de KCl; 

0,05% Tween 20; 0,1% de BSA y 0,15 mM de azida de sodio, a pH 7,8) en 

todos los pocillos, y se añadió 15 µl de cada muestra y de cada estándar 

(desde 1 mg/ml a 124 ng/ml) por duplicado. En los pocillos correspondientes 

a los valores del blanco, los sitios de unión no específica (N) y el máximo de 

unión (Bo) se añadieron 15 µl de solución de ensayo. Se añadió entonces a 

todos los pocillos, 65 µl del anticuerpo comercial específico anti-Vtg de 

lenguado senegalés (Agrisera, Suecia) diluido 1/25.000 en solución de ensa-

yo (dilución final por pocillo de 1/75.000), excepto a los pocillos correspon-

dientes al blanco, a los cuales se añadió el mismo volumen de solución de 

ensayo. Las placas fueron incubadas durante 16 h a 4ºC.  

En la mañana del segundo día, el contenido de las placas de alta 

unión a proteínas fue eliminado por inversión y éstas fueron lavadas tres 

veces con solución sodio-fosfato 0,1 M a pH 7,8, 0,15 M de NaCl, 27 mM 

de KCl, 0,05% Tween 20 (PBS-T). La saturación de los sitios de unión no 

específicos se llevó a cabo incubando las placas en PBS-T + 2% BSA duran-

te treinta minutos a 37ºC, y lavadas de nuevo tres veces con PBS-T. Segui-

damente, 150 µl del contenido de cada pocillo de la placa de baja unión a 

proteínas fue traspasado a su correspondiente pocillo en la placa de alta 

unión a proteínas, y se incubó durante 16h a 4ºC en agitación.  
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Durante la mañana del tercer día, las placas se lavaron de nuevo tres 

veces con PBS-T, se añadió a cada pocillo 150 µl del anticuerpo secundario 

(HRP-labelled Goat anti-rabbit IgG, BioRad Laboratories, CA) a una dilu-

ción 1/2.000 en solución de ensayo (excepto a los pocillos correspondientes 

al blanco a los cuales se añadió el mismo volumen pero sólo de solución de 

ensayo), y se dejó incubar durante 1h a 37ºC. Las placas se lavaron de nue-

vo, esta vez con agua, y se añadieron 100 µl/por pocillo de substrato TMB 

(TMB peroxidase substrate kit, BioRad Laboratories), preparado según ins-

trucciones del fabricante, a temperatura ambiente hasta que la reacción fue 

completada (aprox. 25 min) y entonces fue parada con 100 µl de H2SO4 a 

concentración 1M. La densidad óptica (DO) fue medida en un espectrofotó-

metro (SynergyHT-I, España) a 450 nm. 

Los resultados de las absorbancias obtenidas fueron transformados 

para obtener una ecuación lineal según: y = a + bx, donde y = ln ((Bi – N)/    

( B0 – Bi));  donde Bi representa la unión de cada punto, B0 el máximo núme-

ro de uniones específicas y N el número de uniones no específicas; siendo a 

y b constantes. La linealidad de las curvas estándar fue estudiada mediante 

análisis de covarianza usando test-F. La sensibilidad del ELISA fue determi-

nada mediante 10 diluciones seriadas de plasma de macho tratado con E2, 

plasma de macho no tratado con E2 (macho control) y Vtg purificada (desde 

10,5 a 2,4 ng/pocillo).  

3.2.4. Análisis de esteroides 

Los niveles plasmáticos de E2 fueron cuantificados por la técnica de 

ELISA siguiendo el método descrito en Rodríguez et al. (2000). Los esteroi-

des libres fueron extraídos a partir de 3,5 �l de plasma en 1 ml de metanol. 

Los estándares para E2, el anticuerpo específico de conejo contra E2, el anti-
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cuerpo monoclonal IgG de ratón anti-conejo y el trazador enzimático E2

acetilcolinesterasa conjugado (E2-AChE) fueron obtenidos de Cayman Che-

mical Company (Michigan, USA). Las placas de 96 pocillos (MaxiSorpTM) 

fueron obtenidas de Nalgene Nunc Internacional (Rochester, USA). Se esta-

bleció una curva estándar de 6,1×10-4 a 2,5 ng/ml para cada ensayo. Estánda-

res y muestras fueron medidos por duplicado. 

3.2.5. RT-PCR cuantitativa en tiempo real 

La expresión del vtgr en ovarios en distinto estado de vitelogénesis 

fue evaluado por la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

(qPCR). Se extrajo el ARN total del ovario de 16 hembras en diferentes épo-

cas del año con diferentes IGS y porcentajes de vitelogénesis. Los métodos 

empleados fueron los mismos a los descritos en el Capítulo 2.  

3.2.6. Análisis estadístico 

Los datos se presentan como la media ± error estándar de la media 

(SEM). Los niveles plasmáticos de E2, Vtg, así como los IGS fueron estadís-

ticamente analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) de un factor, 

seguido por el test  de comparación de medias de Tukey. Los datos obteni-

dos por qPCR fueron analizados por regresión lineal y correlacionados por el 

test de Spearman Rank Order. Se utilizó los software SigmaPlot 9.0 y Sig-

maStat 3.1 (Systat Software, USA). El nivel de significancia se estableció en 

P < 0,05. 
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3.3. Resultados 

3.3.1. Validación de un ELISA para la detección de la Vtg del lenguado 

senegalés 

El peso y la pureza de la Vtg purificada fue investigada mediante 

SDS-PAGE (Fig. 3.1.). En la Figura 3.1.A se muestra plasma de dos hem-

bras en estado vitelogénico, dos machos controles tratados con mantequilla 

de coco sin E2, y dos machos tratados con mantequilla de coco con E2. La 

tinción Coomassie reveló la presencia de numerosas bandas correspondien-

tes a distintas proteínas plasmáticas de masa molecular (en kDa) variable. El 

análisis por SDS-PAGE de diluciones seriadas de Vtg desde 0,1µg hasta 20 

µg, (Fig. 3.1.B) reveló la presencia de tres polipéptidos con distinta masa 

molecular, que fueron visibles a partir de la concentración de 1 µg, posible-

mente debido a la fragmentación de la Vtg purificada durante el proceso de 

purificación.  

Para el ensayo, la concentración de Vtg fijada para realizar el “coa-

ting” fue establecida en 50 ng/pocillo, y la dilución final del anticuerpo es-

pecífico en 1/75.000, valores aconsejados por el fabricante. Estas condicio-

nes de trabajo ofrecían un máximo valor de absorbancia próximo a 1,7 tras 

finalizar la reacción (datos no mostrados); rango en el cual nuestro lector de 

placas ofrece respuestas lineales de DO. 

El límite de detección al 90 % de unión, ED90, fue aproximadamen-

te  1,72 ng/pocillo (171,69 ng/ml),  el coeficiente de variación (CV) inter-

ensayo al 50 % de unión fue de 1,44±0,69  % (n= 2),  y el CV intra-ensayo 

(calculado a partir del duplicado de las muestras) fue 4,27±1,88 % (n = 2). 
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El paralelismo entre ambas curvas estándar fue analizado por análi-

sis de covarianza usando el test F, no detectándose diferencias estadísticas 

entre las curvas de regresión (Pobs= 0,146 << P0.05= 0,885, con 22 grados de 

libertad). 

Los datos correspondientes a las curvas de regresión de varios antí-

genos, se pueden observar en la Fig. 3.2, donde se muestra 10 diluciones 

seriadas de nuestra Vtg purificada de lenguado (desde 10,5 a 2,4 ng/pocillo); 

macho tratado con E2 y macho no tratado. El paralelismo entre estas curvas 

fue de nuevo estudiado por análisis de covarianza usando el test-F, no encon-

trándose diferencias estadísticas significativas entre las diferentes regresio-

nes lineales (Fobs= -3,60 << F0,05= 0,002, con 23 grados de libertad). 

������������	
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Fig. 3.1. A. Separación de proteínas plasmáticas por SDS-PAGE seguida de tinción 

Coomassie blue. Se indican hembras en estado vitelogénico, machos control y ma-

chos inyectados con E2. B. Análisis por SDS-PAGE de diluciones seriadas de Vtg 

de lenguado purificada por cromatografía en columna. Los marcadores de masa 

molecular, de mayor a menor, son: 205, 116, 97, 66 y 45 kDa. 
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3.3.2. Perfil estacional de estrógenos y vitelogenina en plasma 

Para determinar las variaciones en las concentraciones de E2 y Vtg 

plasmáticas durante la vitelogénesis del lenguado se analizaron muestras de 

plasma de 44 hembras en diferentes estadios de desarrollo gonadal durante 3 

ciclos reproductivos consecutivos. Estos análisis indicaron que los niveles de 

E2 son bajos desde agosto hasta enero (Fig. 3.3.A), siendo noviembre el mes 

con niveles más bajos (0,44±0,15 ng/ml). En los meses de febrero y marzo 

los niveles de E2 son los más elevados de todo el año, observándose el pico 

(6,19±1,50 ng/ml) en febrero (P < 0,05). 

ln dosis

-15 -10 -5 0 5 10

lo
gi

tB
i/B

o

-6

-4

-2

0

2

4 purified vtg 
E2 injected male 

control male

��������	�
���
�
�����������
�����
�
���
������

Fig. 3.2. Curvas de regresión (log(dosis)= ln ((Bi – N)/( B0 – Bi)) obtenidas a partir 

de los siguientes antígenos: macho tratado con E2 (�): y= -5,42- 0,55x; R2= 0,9834; 

macho control ( ): y= 1,91- 0,00x; R2= 0,9813; y Vtg de lenguado senegalés purifi-

cada por cromatografía en columna y liofilizada (�): : y= -0,07- 0,73x; R2= 0,9970. 
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La concentración de Vtg plasmática alcanzó su máximo nivel duran-

te el mes de febrero (438,58±82,27 µg/ml), y se mantuvo elevada hasta ma-

yo, bajando su concentración drásticamente en el mes de julio (31,21±4,38 

µg/ml), y manteniéndose relativamente baja hasta el mes de enero (Fig. 

3.3.B). 

Los niveles de IGS (Fig. 3.3.C), resultaron elevados (P < 0,05; entre 

8,8 y 10,4) de marzo a mayo, coincidiendo con los meses de mayor concen-

tración de Vtg plasmática, y manteniéndose relativamente bajos (< 2,5) du-

rante el resto del año. 

El análisis histológico reveló (Fig. 3.3.D) que en el ovario de len-

guado senegalés existen oocitos previtelogénicos durante todo el año (siendo 

el 100% de los oocitos estrictamente previtelogénicos durante los meses de 

julio y agosto). En el resto de meses, siempre encontramos un cierto porcen-

taje de oocitos en vitelogénesis temprana, mientras que el porcentaje de oo-

citos vitelogénicos y atrésicos en el ovario resultó variable durante los meses 

de enero a mayo, y desde septiembre a noviembre. 

Fig. 3.3. Concentraciones de E2 (A), y Vtg (B) en plasma, así como variaciones del 

IGS (C) y porcentaje de oocitos en diferentes estadios de desarrollo en el ovario (D), 

durante el ciclo reproductor de hembras de lenguado senegalés. Oocitos previtelogé-

nicos (p), oocitos en vitelogénesis temprana (t), oocitos vitelogénicos (v), y oocitos 

en atresia (a). 
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3.3.3. Expresión de vtgr durante la vitelogénesis evaluada por qPCR 

El análisis de los resultados obtenidos por qPCR a partir de 16 

muestras de ovario en diferentes estados de vitelogénesis mostró elevados 

niveles del transcrito vtgr en ovarios previtelogéncios con un 0% de oocitos 

vitelogénicos. La acumulación de vtgr decreció significativamente a medida 

que aumentaba el porcentaje de folículos vitelogénicos (Fig. 3.4.). Estos 

resultados por tanto indican que la expresión del ARN de vtgr en el oocito 

disminuye a medida que este avanza en su crecimiento. 
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Fig. 3.4. Regresión lineal simple entre el número de copias de los transcritos de vtgr

normalizados por ADN genómico (eje Y) y el porcentaje de folículos ováricos vite-

logénicos en secciones histológicas de ovario de 16 hembras sacrificadas en 3 ciclos 

reproductivos consecutivos (eje X). Coeficiente de correlación (r) y P valor (P) 

determinados por Spearman Rank Order usando el software SigmaStat y SigmaPlot: 

y= 25,00-0,27x R2= 0,7246; P= 0,000; r= -0,847.  
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3.4. Discusión 

El ELISA llevado a cabo en este trabajo permite determinar la con-

centración de Vtg en el plasma del lenguado senegalés. El anticuerpo comer-

cial empleado no reacciona con ninguna otra proteína en el plasma del len-

guado. El paralelismo mostrado por las diluciones seriadas de plasma de 

macho tratado con E2 y de Vtg purificada, sugiere que el anticuerpo recono-

ce ambos antígenos de igual forma (Fig. 3.2.). Los CV intra e inter-ensayo 

son inferiores al 10%, concretamente 1,44±0,69% y 4,27±1,88% respecti-

vamente, así como el límite de sensibilidad al 90% (1,72 ng/pocillo, 171,69 

ng/ml), muestran valores un poco elevados, pero similares a los obtenidos 

por otros autores (Núñez et al., 1989; Mañanos et al., 1994; Kishida et al., 

1992; Lomax et al., 1998; Schafhauser y Benfey, 2002; Katsiadaki et al., 

2002; Scott et al., 2006). En Solea solea, la sensibilidad resultó de 2,5 ng/ml 

y los CV intra e inter-ensayo del 4,5 y 7,5 % respectivamente (Núñez et al., 

1989); en Morone saxatilis (Kishida et al., 1992) el límite de sensibilidad fue 

de 160 ng/ml y los CV intra e inter-ensayo de 13% y 14% respectivamente. 

En el lenguado inglés (Pleuronectes vetulus), la sensibilidad al 50% de unión 

fue de 80 ng/ml y los CV intra e inter-ensayo de 6,8% y 9,6% respectiva-

mente (Lomax et al., 1998). En la trucha (Salvelinus fontinalis), la sensibili-

dad al 85% y 15% fue de 12-375 ng/ml, con unos CV intra e inter-ensayo de 

3,9% y 14,7% respectivamente (Schafhauser y Benfey, 2002). En el bacalao 

(Gadus mordua), los CV intra-ensayo variaron desde 11,9% a 13,4% y los 

CV inter-ensayo de 11,5% a 37,2% (Scott et al., 2006).  

Los niveles plasmáticos de Vtg se determinaron en hembras de len-

guado F1 en condiciones naturales de temperatura y fotoperiodo. Los datos 

indican que los niveles circulantes de Vtg se elevan significativamente unos 
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tres meses antes del periodo de puesta, concretamente en febrero cuando se 

observan los valores más altos de Vtg en plasma (438,58±82,27 µg/ml), y se 

mantienen elevados durante toda la temporada de puesta, disminuyendo sig-

nificativamente en el mes de julio (Fig. 3.3.B). Los datos obtenidos en el 

lenguado son similares a los observados en otras especies, como en Salmo 

salar (So et al., 1985), donde el nivel máximo fue observado tres meses an-

tes del periodo de puesta, o los 6 mg/ml observados Cynoscion nebulosus

(Copeland y Thomas, 1988) justo antes de la puesta. Sin embargo, son un 

poco inferiores a los descritos en S. solea (Núñez et al., 1989), donde el 

máximo nivel de Vtg encontrado en plasma fue de aproximadamente 3 

mg/ml al menos  tres meses antes de la primera puesta (con tres o más suce-

sivas ovulaciones por hembra). Probablemente, estas diferencias entre ambas 

especies de peces planos tan próximas entre sí se deban a diferentes estrate-

gias reproductivas, ya que como es sabido, el lenguado común realiza sus 

puestas en invierno (Ramos, 1982) mientras que la puesta del lenguado se-

negalés ocurre en primavera y otoño (Anguis y Cañavate, 2005). 

En cuanto a los niveles plasmáticos de E2, éstos fueron similares a 

los valores obtenidos en otros teleósteos en cautividad (p.e. Sol et al., 1998; 

Mandich et al., 2004), así como a los descritos anteriormente para el lengua-

do senegalés en stocks salvajes y F1 (García-López et al., 2006ac). La 

concentración máxima de E2 en plasma es de 6,56±2,52 ng/ml 

aproximadamente entre dos y tres meses antes del periodo de puesta. 

Durante el verano, periodo en el que los valores de IGS son los más bajos 

(Fig. 3.3.C) y en el ovario predominan los oocitos previtelogénicos (Fig. 

3.3.D), los niveles de E2 en plasma son bajos (Fig. 3.3.A). En septiembre hay 

un ligero incremento en la concentración plasmática de E2, coincidiendo con 

la activación del crecimiento del oocito, como demuestra un suave aumento 

del IGS y la aparición de oocitos en vitelogénesis temprana. Ello puede ser 
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de oocitos en vitelogénesis temprana. Ello puede ser debido a la aparición de 

algunas puestas esporádicas durante el otoño y el invierno. El pico en los 

valores plasmáticos de E2 corresponde a febrero, mes en que aumenta la 

concentración de Vtg en plasma y que precede al incremento del IGS y el 

máximo de oocitos en vitelogénesis que ocurre en el mes de abril (Fig. 

3.3.A-D), momento en que comienza la época natural de puesta del lenguado 

senegalés en el Mediterráneo (generalmente hasta junio; Arias y Drake, 

1990; Cabral y Costa, 1999; Cabral, 2000) y en cautividad bajo regímenes de 

temperatura naturales (Dinis et al., 1999; Anguis y Cañavate, 2005). 

Los niveles plasmáticos de Vtg son muy bajos desde julio hasta ene-

ro, coincidiendo con valores bajos de IGS y una reducida proporción de oo-

citos vitelogénicos en ovario (Fig. 3.3.B-D). Los valores de Vtg plasmática 

presentan un pico en el mes de febrero y se mantienen elevados hasta el mes 

de mayo (Fig. 3.3.B). Sin embargo, en el mes de julio disminuye drástica-

mente, al igual que los valores de IGS.  

Es conocido que el patrón de puesta en hembras de S. senegalensis

es de tipo grupo síncrono (Rodríguez, 1984). Según este modelo, en el inter-

ior del ovario existen oocitos que son continuamente reclutados para entrar 

en vitelogénesis, madurar y ovular a lo largo del periodo de puesta, con lo 

cual cada hembra es capaz de realizar un número elevado de pequeñas pues-

tas durante un largo periodo de tiempo (varios meses). Esta característica 

también ha sido descrita en otras especies del género Solea, como S. lascaris

(Risso; Deniel et al., 1989) y S. solea (Whitthames y Walker, 1995). Posi-

blemente por este hecho en este trabajo se ha encontrado un elevado porcen-

taje de oocitos en estado previtelogénico durante todo el año (Fig. 3.3.D). 

Durante la época de puesta se observan diferentes grados de desarrollo ooci-
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tario, desde oocitos muy inmaduros hasta atresia folicular debida a la ausen-

cia de maduración tras el proceso de vitelogénesis. 

Como se ha descrito en el Capítulo 2, el nivel de expresión del 

transcrito vtgr en el ovario del lenguado es elevado cuando éste es inmaduro, 

con un máximo de expresión cuando el 100% de los oocitos se encuentran en 

estado previtelogénico (Fig. 2.7.A; pg. 81). Los datos presentados aquí indi-

can que el nivel de expresión del vtgr en el ovario disminuye conforme au-

menta el número de oocitos reclutados en vitelogénesis (Fig. 3.4.). Por tanto, 

este modelo en el lenguado senegalés es similar al descrito en otros tetrápo-

dos y peces teleósteos (Bujo et al., 1995b; Davail et al., 1998; Perazzolo et 

al., 1999), donde la transcripción del gen vtgr parece ocurrir durante los es-

tadios iniciales de desarrollo ovárico. De este modo, la transcripción de vtgr

en el oocito ocurre antes de que el receptor sea necesario para la captación 

de la Vtg plasmática y el inicio del crecimiento ovocitario. 





4. 

Inducción a la puesta en cautividad del len-

guado senegalés (Solea senegalensis)  
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4.1. Introducción 

Durante las últimas décadas, la acuicultura de peces marinos en el 

sur de Europa se ha concentrado en la dorada (Sparus aurata) y en la lubina 

(Dicentrarchus labrax). Como resultado, el mercado se ha saturado y los 

precios han disminuido, lo que demanda más esfuerzos científicos y tecnoló-

gicos para el desarrollo de nuevas especies de cultivo comercial. Entre las 

especies de teleósteos más prometedoras, se encuentran los peces planos 

Soleideos, ya que existen métodos de cultivo para estas especies, y además 

pueden generar nuevas oportunidades de mercado. 

Los métodos de cultivo para los Soleideos, como por ejemplo el len-

guado senegalés (Solea senegalensis) o el lenguado común (Solea solea), 

han mejorado mucho en las últimas dos décadas (Howell, 1997; Dinis et al., 

1999; Rueda-Jasso et al., 2004). Varios estudios han demostrado que el len-

guado senegalés posee un mayor crecimiento en cautividad que el lenguado 

común (Olmedo et al., 2003; Rodriguez y Souto, 2003) y, por lo tanto, puede 

ser un mejor candidato para la comercialización a gran escala. Se han obte-

nido puestas naturales a partir de lenguados senegaleses aclimatados a con-

diciones de cautividad, y se han optimizado métodos para el cultivo de larvas 

y alevines (Dinis, 1992; Vázquez et al., 1994; Cañavate y Fernández-Díaz, 

1999; Aragão et al., 2004ab; Morais et al., 2005; Anguis y Cañavate, 2005). 

Por lo tanto, esta especie es de gran interés para la investigación acuícola en 

Abreviaturas: ANOVA, análisis de varianza; DE, densidad espermática; DME, duración de la motilidad 

de los espermatozoides; E2, 17β-estradiol; ELISA, �Enzyme-linked Immunosorbent Assay�; EVAc, etileno 

vinilo acetato; FSH, hormona estimulante del folículo ovárico; FOM, maduración final de los oocitos; 

GnRH, neuropéptido liberador de hormonas gonadotropinas; GnRHa, análogo de GnRH; IET, índice de 

espermatozoides en el testículo; IGS, índice gonadosomático; 11-KT, 11-ketotestosterona; PV, peso corpo-

ral vivo; Stc, espermatocrito; T, testosterona. 
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el sur de Europa, especialmente en España y Portugal. Sin embargo, varios 

aspectos  de su cultivo deben de ser resueltos y optimizados, concretamente 

los métodos para el control de la reproducción en cautividad, especialmente 

de la primera generación (F1).  

La puesta natural del lenguado senegalés en el Mediterráneo tiene 

lugar en primavera (de marzo a junio), con puestas ocasionales durante el 

otoño e invierno (Arias y Drake, 1990; Cabral y Costa, 1999; Cabral, 2000). 

Este patrón de reproducción también se observa en individuos salvajes en 

cautividad bajo regímenes naturales de temperatura y fotoperiodo (Dinis et 

al., 1999; Anguis y Cañavate, 2005). Sin embargo, las puestas naturales de 

individuos salvajes en cautividad son generalmente escasas, requieren largos 

periodos de adaptación a las condiciones de cautividad, y cuando ocurren 

son frecuentemente impredecibles y la calidad de los huevos producidos 

variable. Las fluctuaciones del régimen natural de temperatura entre 17 y 

20ºC puede aumentar la actividad de puesta (Anguis y Cañavate, 2005), 

aunque no es conocido como afecta la temperatura a dicho proceso. En los 

F1, la situación es todavía más complicada, ya que durante el periodo de 

puesta las hembras llegan a desarrollar vitelogénesis y maduración final de 

los oocitos (FOM), pero no son capaces de llevar a cabo la ovulación y la 

puesta. 

La aplicación de terapias hormonales basadas en la administración 

del análogo del neuropéptido liberador de hormonas gonadotropinas 

(GnRHa), que activa la síntesis y liberación de las hormonas gonadotropinas 

en la glándula pituitaria, es una estrategia común para resolver disfunciones 

reproductivas en peces de cultivo (Crim y Bettles, 1997; Mylonas y Zohar, 

2001; Zohar y Mylonas, 2001).  En la mayoría de casos, estos métodos son 

suficientes para inducir la ovulación y puesta en teleósteos que normalmente 
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no se reproducen en cautividad. También son capaces de sincronizar la pues-

ta, con lo cual se optimiza la recolección de huevos en aquellas especies de 

teleósteos que sí maduran espontáneamente en cautividad (salmónidos). En 

peces planos, los tratamientos de GnRHa promueven la ovulación y la puesta 

en hembras (Ramos, 1986ab; Harmin y Crim, 1992; Scott et al., 1999; Mug-

nier et al., 2000), aunque en la platija del Norte (Pleuronectes platessa), el 

fletan (Hippoglossus hippoglossus), la platija de verano (Paralichthys denta-

tus) y del Sureste (P. lethostigma), su administración en machos tiene un 

débil efecto a la hora de inducir o aumentar la producción de esperma (Ber-

linsky et al., 1996, 1997; Vermeirssen et al., 1998, 2000; Tvedt et al., 2001). 

En el lenguado senegalés, estudios preliminares que han empleado 

tratamientos con GnRHa no han sido eficaces para inducir la puesta, o la 

producción de huevos ha sido de baja calidad (Dinis, 1986; citado en Dinis 

et al., 1999). En este trabajo, se describen una serie de estudios llevados a 

cabo durante tres años consecutivos en los que se ha investigado la eficiencia 

de diferentes vías de administración de GnRHa, inyección intramuscular o 

implantes de liberación sostenida, para inducir a la puesta y la espermiación 

en hembras y machos, respectivamente. También se han determinado los 

cambios en los niveles plasmáticos de esteroides sexuales durante los dife-

rentes tratamientos.  

4.2. Material y Métodos

4.2.1. Manejo de reproductores 

Lenguados senegaleses adultos, generación F1, de aproximadamente 

1-2 años de edad, fueron criados a partir de diferentes stocks de individuos 
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salvajes aclimatados a las instalaciones del CIFPA El Toruño (Puerto de 

Santa María, Cádiz, España). Una selección de éstos animales fue transpor-

tada hasta el Centro de Acuicultura-IRTA y mantenida durante aproximada-

mente un año antes de empezar los experimentos. Durante el proceso de 

adaptación, los peces fueron alimentados ad libitum una vez al día con pe-

llets comerciales (Proaqua, España) y estabulados bajo condiciones naturales 

de temperatura y fotoperiodo en tanques rectangulares de 12.000 L. Aproxi-

madamente tres meses antes de empezar los experimentos, los peces fueron 

alimentados ad libitum con una dieta casera compuesta de 44% de harina 

para reproductores (Proaqua, España), 22% de calamares frescos, 22% de 

mejillones frescos, 11% de aceite para reproductores (Incromega, Croda, 

España), y 1,3% de vitaminas (Nutreco). 

Para los experimentos con individuos salvajes, los peces se obtuvie-

ron de lagunas costeras en la Bahía de Cádiz (España), siendo adaptados y 

mantenidos en cautividad en las instalaciones del CIFPA El Toruño tal y 

como es descrito por Anguis y Cañavate (2005). 

Los peces fueron sexados y marcados con tags para su posterior mo-

nitorización. Ya que las biopsias de ovario resultan muchas veces estresantes 

o traumáticas para las hembras, éstas fueron identificadas por tacto abdomi-

nal tal y como describen Anguis y Cañavate (2005). Según este sistema, el 

estadio 0 corresponde a gónadas externamente indetectables, el estadio I 

corresponde a ovarios que se pueden detectar por tacto sobre el área ventral 

de la hembra, estadios II y III corresponden a diferentes grados de desarro-

llo, en los cuales el ovario se detecta abultado a simple vista (grado inicial e 

intermedio respectivamente), y el estadio IV corresponde al máximo abulta-

miento visible del ovario como resultado de la hidratación de los oocitos 

durante la maduración. Los machos fueron sexados a partir de la palpación 
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de los testículos por suave presión en el abdomen y una suave presión sobre 

los testículos en busca de pequeñas cantidades de esperma. En aquellos ca-

sos que el sexo no pudo ser identificado, las hembras se sexaron mediante 

detección de vitelogenina plasmática empleando �Western blot� usando el 

anticuerpo comercial monoclonal anti-Vtg de Fundulus heteroclitus (ND-

5F8, Biosense), el cual muestra reacción cruzada con la Vtg del lenguado 

senegalés (datos no mostrados). 

4.2.2. Protocolos experimentales para los tratamientos con GnRHa 

Desde el año 2002 hasta el 2004, los peces fueron mantenidos bajo 

condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura antes de ser selecciona-

dos en primavera (abril-mayo) y otoño (octubre), los dos periodos de puesta 

anuales. Cada año se llevaron a cabo diferentes experimentos para testar la 

efectividad de diferentes métodos de administración de GnRHa. El análogo 

de GnRH utilizado fue [D-Ala6, Pro9, NEt] GnRHa (Bachem Bioscience, 

Alemania). En todos los casos, los peces fueron trasladados a tanques circu-

lares de 1.500 L (densidad de 0,6-0,8 kg/m2) conectados a un sistema de 

recircularización del agua para el control de la temperatura, y los tratamien-

tos hormonales fueron suministrados por duplicado (3-5 machos y hembras 

por tanque). El fotoperiodo se mantuvo a 13L:11O, y el ratio hembra:macho 

por tanque fue aproximadamente 1:1. Durante los experimentos, los peces 

fueron alimentados con la dieta descrita anteriormente. 

4.2.2.1. Inyecciones intramusculares de GnRHa 

Durante la primavera del 2002 se realizó un estudio preliminar, en 

el cual peces F1 (0,7-0,8 kg de peso) fueron inyectados intramuscularmente 

con GnRHa disuelto en NaCl al 0,6% (tampón salino) con dosis de 1, 5 ó 30 
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μg GnRHa/kg de peso corporal vivo (PV) bajo un régimen de temperatura 

natural. Los individuos control fueron tratados con salino. 

En siguientes experimentos realizados durante el año 2003 con indi-

viduos de 1,2-1,3 kg de peso, se investigó el efecto de la época del año (pri-

mavera o otoño) sobre el tratamiento con inyecciones intramusculares. Para 

estos experimentos se seleccionaron hembras con un desarrollo ovárico en 

los estadios II-III, y machos tanto espermiantes como no espermiantes. Du-

rante la primavera, los peces fueron inyectados una vez a la semana (s) o 

cada tres días (3d) durante 30 días consecutivos con una dosis de 5 μg 

GnRHa/kg. La temperatura en los tanques se mantuvo bajo fluctuaciones 

semanales de 16 a 21ºC, con el fin de optimizar la calidad de la puesta (An-

guis y Cañavate, 2005). En otoño, individuos salvajes adaptados a cautividad 

durante un periodo de dos años fueron inyectados semanalmente con 1 ó 5 

μg GnRHa/kg durante 30 días, fluctuando la temperatura de manera natural 

de 18 a 21ºC durante el periodo de tratamiento. En ambos experimentos, los 

individuos control fueron tratados con salino. 

4.2.2.2. Implantes de GnRHa 

Durante la primavera del 2004, el objetivo de los experimentos fue 

dirigido a comparar la eficiencia de implantes de GnRHa versus inyecciones 

repetitivas de GnRHa para inducir la puesta en un stock F1. Antes del trata-

miento, un grupo de machos y hembras (n= 4) del stock fueron selecciona-

dos al azar y sacrificados,  recogiendo su índice gonadosomático (IGS: peso 

gonadal/peso corporal x 100). Fragmentos de las gónadas fueron fijados en 

la solución 4F:1G de McDowell y Trump (1976) para su examen histológi-

co. Los machos seleccionados  para el tratamiento hormonal (0,8-0,9 kg de 

peso) mostraron signos de espermiación, mientras que las hembras (1,0-1,2 
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kg de peso) se encontraban en los estadios I-II de desarrollo ovárico, con un 

IGS de 6,7-11,3 (Fig. 4.1.). El posterior análisis histológico de las cuatro 

hembras indicó la presencia de oocitos en varios estadios de desarrollo: pre-

vitelogénicos, en vitelogénesis temprana y vitelogénicos, pero no se detecta-

ron oocitos en fase de maduración (Fig. 4.1.A). En los oocitos vitelogénicos 

la vesícula germinal todavía ocupaba una posición central, y en algunas 

Fig. 4.1.  Desarrollo ovárico de 

hembras F1 de lenguado senegalés. 

(A) micrografías representativas de 

secciones histológicas de ovario 

durante la primavera antes del 

tratamiento hormonal. Oocitos 

previtelogénicos (p), oocitos en 

vitelogénisis temprana (t), oocitos 

vitelogénicos (v).  Escala 200 μm. 

(B) Oocitos desarrollando atresia 

(a).  Escala 200 μm. (C) Perfiles 

ováricos de oocitos p, t, v y a en el 

ovario de cuatro hembras diferen-

tes antes de comenzar el tratamien-

to hormonal. La frecuencia de los 

oocitos p, t, v y a se calculó como 

porcentaje a partir de 3 secciones 

histológicas diferentes del mismo 

fragmento de ovario por hembra. 

Los IGS correspondientes están 

indicados.
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hembras, el ovario contenía oocitos comenzando el proceso de atresia, aun-

que todavía con una baja frecuencia (Fig. 4.1.B y 4.1.C). El testículo de los 

machos muestreados mostraba un pleno desarrollo de los túbulos seminíferos 

conteniendo todos los tipos de células germinales, incluyendo espermatozoi-

des (datos no mostrados). 

Machos y hembras fueron inyectados semanalmente con 5 μg 

GnRHa/kg o tratados con un único implante de etileno vinilo acetato (EVAc) 

cargado con GnRHa (Mylonas y Zohar, 2001). Las puestas se monitorizaron 

durante 20 días consecutivos. Los implantes cilíndricos de GnRHa (2 mm de 

diámetro y 3 mm de longitud) fueron insertados bajo la piel de la musculatu-

ra dorsal a través de una jeringa especial a dosis de 5, 25 ó 50 μg GnRHa/kg. 

Los individuos control fueron tratados con implantes sin GnRHa. En este 

experimento, la temperatura se mantuvo constante a 19-20ºC, ya que ni las 

largas ni las cortas fluctuaciones de temperatura realizadas en los experimen-

tos previos mostraron ningún efecto positivo para la inducción a la puesta 

(ver resultados). Al final de los tratamientos, algunos machos y hembras de 

cada grupo experimental (n= 3-4) fueron sacrificados, los IGS registrados y 

pequeñas piezas gonadales fijadas para su posterior análisis histológico. 

4.2.3. Análisis de esteroides 

Antes de suministrar cada tratamiento (tiempo cero), y una vez por 

semana a partir del inicio y hasta el final del tratamiento, los individuos eran 

sedados con 100 ppm de 2-fenoxietanol (Acros Organics, USA) y aproxima-

damente 0,5 ml de sangre era extraída de la vena caudal con una jeringa 

heparinizada, centrifugada y el plasma resultante congelado a �80ºC hasta el 

momento de su análisis. En el 2004, las muestras de sangre fueron tomadas 

antes y después de los 20 días de administración con GnRHa. 
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Los niveles plasmáticos de 17β-estradiol (E2, medido sólo en hem-

bras), testosterona (T) y 11-ketotestosterona (11-KT, determinada sólo en 

machos) fue cuantificada por ELISA (�Enzim-linked Immunosorbent As-

say�), siguiendo el método descrito por Rodríguez et al. (2000). Los esteroi-

des libres fueron extraídos a partir de 3,5 μl de plasma en 1 ml de metanol. 

Los estándares para el E2, T y 11-KT, los anticuerpos específicos de conejo 

contra estos esteroides, el anticuerpo monoclonal IgG de ratón anti-conejo y 

los trazadores enzimáticos esteroides acetilcolinesterasa conjugados (E2-

AChE, T-AChE, y 11-KT-AChE) fueron obtenidos de Cayman Chemical 

Company (Michigan, USA). Las placas de 96 pocillos (MaxiSorpTM) fueron 

obtenidas de Nalgene Nunc Internacional (Rochester, USA). Una curva es-

tándar de 6,1×10-4 a 2,5 ng/ml fue establecida en todos los ensayos. Estánda-

res y muestras fueron medidos por duplicado. Los límites mínimos de detec-

ción (al 80% de unión, ED80) fueron 1,7 ± 2,1 pg/ml para E2 (n = 11), 1,5 ± 

0,2 pg/ml para T (n = 17), y 0,9 ± 0,2 pg/ml para 11-KT (n = 8). Los coefi-

cientes de variación inter-ensayo al 50% de unión fueron del 28,7% para E2

(n = 11), 6,3% para T (n = 17), y 4,1% para 11-KT (n = 8). Los coeficientes 

de variación intra-ensayo (calculados a partir de los duplicados) fueron 4,6 ± 

0,7% para E2 (n = 11), 3,1 ± 0,3% para T (n = 17), y 5,7 ± 0,7% para 11-KT 

(n = 8).  El máximo valor de reacción cruzada entre los anticuerpos emplea-

dos fue: anti-E2, 4,0% con estrona; anti-T, 3,7% con androstenediona; y anti-

11-KT, 0,01% con 4-androsten-11β-17β-diol-3-ona (descrito por el fabrican-

te). 
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4.2.4. Recolección de huevos y evaluación de la calidad de los gametos 

Los huevos se recogieron tres veces al día mediante recogedores de 

huevos situados en la salida del agua de los tanques. Para determinar la cali-

dad de las puestas, se calculó el porcentaje de huevos no flotantes respecto a 

los flotantes mediante la separación de los huevos en una probeta calibrada 

durante aproximadamente 1h. Los huevos flotantes fueron inmediatamente 

incubados en diferentes tanques a 19ºC para determinar la eficiencia de eclo-

sión. La tasa de fertilización se realizaba en fracciones de 100 huevos bajo 

una lupa. La fecundidad fue expresada como producción total de huevos o 

como fecundidad relativa (huevos/kg de hembra). 

Durante los tratamientos con GnRHa, los machos espermiantes fue-

ron identificados por ligera presión abdominal aproximadamente cada sema-

na, y cuando era posible, el semen fue recogido. Si este se encontraba libre 

de orina, el volumen total era medido mediante una micropipeta. La densi-

dad espermática (DE) fue determinada en esperma diluído 1:100 ó 1:200, 

empleando una cámara de Neughbauer y un microscopio óptico Leica 

DMLB. Cuando el esperma estaba limpio, también se obtenía el espermato-

crito (Sct) usando un capilar, que era centrifugado a 13.000 rpm durante 10 

min. Para medir la motilidad de los espermatozoides, el esperma fue diluido 

1:100 en agua de mar filtrada, siendo rápidamente situado sobre portas y 

observado a 200x aumentos bajo el microscopio. La duración de la motilidad 

de los espermatozoides (DME) fue definida como el tiempo desde la activa-

ción de la motilidad espermatozoides hasta que cesaba completamente su 

movimiento (Lim et al., 2004). 
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4.2.5. Análisis histológico 

Las gónadas fijadas fueron incluídas en resina de glicol metacrilato 

(Technovit 7100, Heraeus Kultzer, Alemania). Se realizaron secciones de 3 

μm y se tiñieron con azul/azure II/fucsina básica (Bennett et al., 1976). El 

perfil de frecuencia de los diferentes estadios ovocitarios en el ovario se 

determinó a partir de las secciones histológicas bajo un microscopio óptico. 

El porcentaje de oocitos previtelogénicos, vitelogénicos tempranos, vitelo-

génicos avanzados y atrésicos (Fig. 2.1.a) eran expresados como porcentaje 

(n= 100-150 folículos) en al menos 3 secciones histológicas diferentes del 

mismo fragmento de ovario. 

En los experimentos con implantes de GnRHa, el índice de esperma-

tozoides en el testículo (IET) fue calculado como una estimación de la canti-

dad de espermatozoides presentes. El IET fue determinado tras el examen 

histológico de al menos 3 secciones histológicas de cada macho al finalizar 

el periodo experimental. El número de espermatozoides fue registrado a 

partir de al menos 3 diferentes túbulos seminíferos en cada sección, calcu-

lando así el número medio de espermatozoides por túbulo. 

4.2.6. Análisis estadístico 

Los datos fueron expresados como la media ± error estándar de la 

media (SEM). Los datos fueron estadísticamente analizados mediante análi-

sis de varianza (ANOVA) de uno o dos factores, seguido por el test  de com-

paración de medias de Tukey. Cuando fue necesario, y especialmente para 

los niveles de esteroides en plasma que mostraron grandes variaciones, los 

datos fueron transformados logarítmicamente para obtener varianzas homo-

géneas. El nivel de significancia para todos los test se fijó en P < 0,05. 
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4.3. Resultados 

4.3.1. Inducción a la puesta mediante inyección de GnRHa 

En un primer experimento, machos y hembras F1, fueron estimula-

dos durante la primavera del 2002 mediante inyección de GnRHa (Tabla 

4.1.). Las hembras control no mostraron ninguna puesta espontánea, mien-

tras que las hembras inyectadas con 1 ó 5 μg GnRHa/kg mostraron puestas 

después de 3-4 días desde la inyección. La dosis de 30 μg GnRHa/kg no fue 

efectiva. Las hembras inyectadas con 1 μg GnRHa/kg produjeron 55.000 

huevos en total con una fecundidad relativa de 25.688 huevos/kg, mientras la 

dosis de 5 μg GnRHa/kg indujo más ovulaciones por hembra con una pro-

ducción total de 165.000 huevos y una fecundidad relativa de 65.476 hue-

vos/kg. En ambos casos el porcentaje de huevos flotantes fue similar (36,1% 

y 48,7±14,1%). No obstante, en ningún caso los huevos producidos estaban 

fertilizados. 

En posteriores experimentos, llevados a cabo durante el año 2003, 

un stock de individuos más adultos fueron inyectados una vez a la semana o 

cada tres días con 5 μg GnRHa/kg a lo largo de 30 días. Los tratamientos 

resultaron en un mayor número de puestas por hembra con respecto a la ex-

periencia preliminar. Así, el número de puestas fue mayor en hembras inyec-

tadas con GnRHa cada 3 días (36 puestas) que en aquellas inyectadas con 

GnRHa una vez por semana (20 puestas), mientras que en las hembras con-

trol no se observó ninguna puesta (Tabla 4.1. y Fig. 4.2.). La producción de 

huevos de las hembras inyectadas con GnRHa una vez por semana aumentó 

aproximadamente a partir del tercer día tras la inyección. Tanto el número de 

huevos como la fecundidad relativa fueron mayores que en la experiencia 
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preliminar, y este aumento estuvo correlacionado positivamente con el nú-

mero de inyecciones de GnRHa aplicadas. Así, las hembras inyectadas se-

manalmente o cada 3 días produjeron 1.756.000 huevos y 151.684 hue-

Tabla 4.1. Efecto de la inyección de GnRHa para la inducción de la puesta de hem-

bras de lenguado senegalés F1 y salvajes durante la primavera y el otoño. 

Tratamiento 
(μg GnRHa/kg) 

n Peso 
medio 
(kg) 

Pu
es-
tas 
(n)

Huevos 
totales 

Fecundidad 
relativa 
(hue-

vos/kg) 

Flotabilidad 
(%)1

2002 (F1, primavera)       
Salino (1) 6 0,8±0,05 0 - - - 
1 (1) 3 0,7±0,07 2 55.000 25.688 36,1 
5 (1) 3 0,7±0,02 5 165.000 65.476 48,7±14,1 ab 

30 (1) 3 0,8±0,02 0 - - - 
2003 (F1, primavera)       

Salino (s) 8 1,3±0,09 0 - - - 
5 (s) 9 1,3±0,06 20 1.756.500 151.684 43,7±1,3 b
5 (3 d) 9 1,2±0,06 36 2.869.500 256.228 53,7±0,8 a

2003 (salvaje, otoño)       
Salino (s) 6 1,6±0,1 0 - - - 
1 (s) 6 1,9±0,2 14 399.000 35.820 29,1±4,0 c
5 (s) 6 1,9±0,2 5 80.000 7.148 4,2±1,4 d

Los datos corresponden a la media ± SEM. Como se indica para cada año, la GnRHa 

fue administrada en una única dosis (1), semanalmente (s) o cada tres días (3 d). Los 

tratamientos se efectuaron por duplicado durante un periodo de 30 días. Los datos de 

cada réplica se han combinado (para la producción de huevos, el sumatorio de la 

producción diaria de ambos tanques está indicado). 
1Calculado a partir del número de huevos flotantes y no flotantes en cada puesta. 

Diferentes superíndices indican diferencias significativas (ANOVA; P < 0,05) entre 

valores dentro de la misma columna.
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vos/kg; y 2.869.000 huevos y 256.228 huevos/kg, respectivamente (Tabla 

4.1.). No obstante, a pesar de que el número de huevos flotantes fue similar 

entre tratamientos (43,7±1,3% y 53,7±0,8%), y equivalente a lo observado 

en la experiencia preliminar, los huevos no fueron fecundados. 

El efecto de la inyección de GnRHa fue de nuevo investigado duran-

te el segundo periodo anual de puesta, en otoño, utilizando individuos salva-

jes adaptados a condiciones de cautividad. Machos y hembras fueron inyec-

tados semanalmente con 1 ó 5 μg GnRHa/kg durante aproximadamente un 

mes (Tabla 4.1.). Durante las primeras dos semanas la temperatura en los 

tanques se controló para inducir un descenso desde 20ºC a 18ºC, y aumentar 

de nuevo a 21ºC durante las dos últimas semanas (Fig. 4.2.). Tal y como se 

observó en las experiencias anteriores, las hembras inyectadas con salino no 

produjeron puestas. La inyección con GnRHa fue de nuevo eficaz para indu-

Tabla 4.2. Efecto de la inyección semanal de GnRHa durante el mes de otoño sobre 

la producción y la calidad del esperma de machos salvajes de lenguado senegalés. 

Tratamiento 
(μg 
GnRHa/kg) 

n Peso 
medio 
(kg) 

Machos 
espermian-
tes (n) 

Volumen de 
esperma (µl) 

Sct1 (%) DE2

(x109/ml) 
DME3

(seg) 

Salino 6 1,4±0,1 5 34 ±6 15,4±4,7 2,0±1,0 60±20 

1 6 1,2±0,1 5 30±5 22,2±7,2 3,1±1,0 132±49 

5 6 1,3±0,3 5 27±6 13,2±4,8 2,6±1,0 96±50 

1Stc, espermatocrito; 2DE, densidad del esperma; 3DME, duración de la motilidad 

de los espermatozoides. Estos parámetros no variaron significativamente durante 

los muestreos semanales, como indica la media ± SEM. Otros detalles como en la 

tabla 4.1. 
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cir la ovulación, pero en este caso la respuesta de las hembras a dosis mayo-

res fue diferente de la respuesta observada en primavera. Durante el otoño, la 

inyección con 1 μg GnRHa/kg indujo 14 puestas, mientras que la dosis de 5 

μg GnRHa/kg, que en primavera fue la más eficaz, sólo indujo 5 puestas 

(Tabla 4.1. y Fig. 4.2.). El número de huevos producidos y la fecundidad 

relativa fueron más bajos que los obtenidos en primavera (Tabla 4.1.). La 

flotabilidad de los huevos producidos con la dosis de 5 μg GnRHa/kg fue 

significativamente (P < 0,05) más baja que la observada con la dosis de 1 μg 

GnRHa/kg, pero en ambos casos fue significativamente (P < 0,05) más baja 

que la observada en primavera (Tabla 4.1.). 

Los machos examinados en otoño, tanto los tratados con salino como 

con GnRHa, mostraron aproximadamente el mismo número de machos es-

permiantes (Tabla 4.2.). Además, no se detectaron diferencias significativas 

en la media del volumen de esperma producido, el Sct, la SD o el SMD entre 

los tratados con GnRHa y los no tratados (Tabla 4.2.). 

4.3.2. Perfil de los niveles esteroides sexuales en  plasma tras la inyección 

con GnRHa 

Durante la primavera y el otoño, los niveles plasmáticos de E2 au-

mentaron a los siete días de tratamiento con GnRHa (Fig. 4.3.). En primave-

ra, el incremento de E2 en las hembras inyectadas cada 3 días con 5 μg 

GnRHa/kg fue mayor que en las inyectadas semanalmente con la misma 

dosis (Fig. 4.3.A). En ambos casos, el E2 descendió durante la segunda y 

tercera semana de tratamiento con GnRHa hasta ser similar al de los contro-

les. Un efecto similar sobre los niveles de E2 plasmático se observó en las 

hembras inyectadas con GnRHa en otoño, aunque en este caso los niveles 
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fueron muy inferiores a los detectados en primavera. En otoño, los mayores 

niveles de E2 se detectaron en hembras inyectadas con 1 μg GnRHa/kg, aun-

que no fueron estadísticamente significativos respecto a los valores del gru-

po control. Las hembras inyectadas con 5 μg GnRHa/kg no mostraron in-

cremento alguno de los valores plasmáticos de E2 (Fig. 4.3.B). Tanto en pri-

mavera como en otoño, los valores plasmáticos de T decrecieron tal como el 

E2 aumentaba, mostrando una relación inversa durante el periodo de trata-

miento con GnRHa. Durante la primavera, los niveles de T fueron significa-

tivamente menores en las hembras tratadas con 5 μg GnRHa/kg cada 3 días, 

y durante el otoño las hembras inyectadas con 1 μg GnRHa/kg mostraron los 

niveles más bajos de T (Fig. 4.3.C y 4.3.D). 

Los niveles plasmáticos de T y 11-KT se determinaron en los ma-

chos tratados con GnRHa y en los no tratados (Fig. 4.4.). Durante la prima-

vera, los niveles plasmáticos de T no variaron tras el tratamiento con GnRHa 

(Fig. 4.3.A), mientras que los valores de 11-KT fueron significativamente (P

< 0,05) mayores en machos tratados con 5 μg GnRHa/kg cada 3 días (Fig. 

4.4.C). Durante el otoño, los machos tenían en general niveles plasmáticos 

de 11-KT más bajos que en primavera, mientras que los niveles de T fueron 

similares. Sin embargo, durante esta época del año, el tratamiento con 

GnRHa pareció disminuir los niveles de ambos andrógenos, ya que tanto 

machos inyectados con 1 ó 5 μg GnRHa/kg mostraron niveles significativa-

mente (P < 0,05) más bajos de T y 11-KT que el grupo control (Fig. 4.4.B y 

4.4.C).
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Fig. 4.2.  Producción diaria de huevos de hembras de lenguado senegalés (n = 6-9 por 
tratamiento) seleccionadas en primavera o otoño y inyectadas con GnRHa bajo tempera-
tura controlada. En primavera, los animales fueron inyectados con 5 μg GnRHa/kg una 
vez a la semana o cada 3 días (paneles superior e inferior respectivamente). En otoño, los 
individuos fueron inyectados con 1 ó 5 μg GnRHa/kg (paneles superior e inferior respec-
tivamente). Los datos muestran la suma de los datos de ambas réplicas. En cada panel, 
los puntos indican los días de inyección, y los números sobre cada barra indican el núme-
ro diario de puestas observadas. Los peces control inyectados con salino no mostraron 
puestas (datos no indicados). Las barras azules indican la cantidad de huevos no flotan-
tes, mientras que las barras de color blanco muestran la cantidad de huevos flotantes. 
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4.3.3. Inducción a la puesta con implantes de GnRHa 

En estos experimentos se comparó la eficiencia del tratamiento con 

GnRHa, administrado en pellets de EVAc o por inyección, para inducir a la 

puesta de un stock F1 durante el periodo de primavera. Hembras F1 fueron 

implantadas una única vez durante un periodo de 20 días con pellets de 
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Fig. 4.3.  Cambios en los niveles plasmáticos de E2 y T en hembras inyectadas con 

GnRHa durante primavera (A y C) y otoño (B y D). En primavera, los individuos 

fueron inyectados con 5 μg GnRHa/kg semanalmente (s) o cada 3 días (3 d). Los 

individuos control fueron inyectados con salino cada 3 días. En otoño, los indivi-

duos fueron inyectados con salino, 1 ó 5 μg GnRHa/kg semanalmente. Los datos 

corresponden a la media ± SEM (n = 5-6 hembras). Los asteriscos denotan diferen-

cias significativas respecto a los valores control (ANOVA, P < 0,05).
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EVAc conteniendo salino, ó 5, 25 ó 50 μg GnRHa/kg, mientras que otros 

machos y hembras del mismo stock fueron inyectados semanalmente con 5 

μg GnRHa/kg (Tabla 4.3.). 

En el grupo control se observaron dos puestas espontáneas (Tabla 

4.3. y Fig. 4.5.A), mientras que las hembras inyectadas produjeron tres pues-

tas con un total de 174.000 huevos (Tabla 4.3. y Fig. 4.5.B). Las hembras 

implantadas con GnRHa tuvieron un número mayor de puestas que el resto 

de los grupos experimentales. Así, mientras que la dosis de implante con 5 

μg GnRHa/kg resultaron inefectivas, las dosis de 25 y 50 μg GnRHa/kg re-
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Fig. 4.4. Cambios en los niveles plasmáticos de T y 11-KT en machos inyectados 

con GnRHa durante primavera (A y C) y otoño (B y D). Detalles como en la Fig 4.3.
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sultaron en 8 y 14 puestas consecutivas, con una producción total de 48.000 

y 255.000 huevos respectivamente (Tabla 4.3. y Fig. 4.5.C y 4.5.E). Las 

hembras implantadas con 50 μg GnRHa/kg mostraron la primera puesta tres 

días tras la implantación, y diariamente durante 14 días consecutivos. El 

porcentaje de huevos flotantes producidos por las hembras implantadas con 

50 μg GnRHa/kg o inyectadas con 5 μg/kg de GnRHa fue significativamente 

(P < 0,05) mayor que el observado en hembras implantadas con 25 μg 

GnRHa/kg (Tabla 4.3.). Sin embargo, de nuevo, no se observó fecundación 

en ningún caso. 

Tabla 4.3. Efecto de implantes o inyecciones semanales de GnRHa en la inducción 
a la puesta de hembras F1 de lenguado senegalés durante la primavera.  

Tratamiento 
(μg 
GnRHa/kg) 

n Peso medio 
(kg) 

Pues
tas 
(n) 

Huevos 
totales 

Fecundididad 
relativa 
(Huevos/kg) 

Flotabilidad1

(%) 

Salino 9 1,2±0,1 2 86.000 11.582 93,4±4,5 
5  9 1,0±0,1 0 - - - 
25  12 1,1±0,1 8 48.000 6.138 26,2±9,5 b
50  5 1,2±0,1 14 255.000 41.116 61,5±10,3 a

5 (inyección) 5 1,2±0,1 3 174.000 29.082 51,0±2,6 a

Los implantes de GnRHa se administraron una única vez y los individuos fueron 

seguidos durante un periodo de 20 días. Para comparar, un grupo fue inyectado 

semanalmente con GnRHa. 
1Para los controles, implantados con salino, el porcentaje de flotabilidad para cada 

una de las dos puestas está indicado. Otros detalles como en la tabla 4.1.
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Fig. 4.5.  Producción diaria de huevos de hembras de lenguado senegalés (n= 5-12 

por tratamiento) tratadas con (A) implante salino, (B) inyección semanal intramus-

cular de 5 μg GnRHa/kg, o un único implante de 5 (C), 25 (D) ó 50 (E) μg 

GnRHa/kg. Los puntos en cada panel indican los días de inyección de GnRHa (B) o 

de la implantación (A, C, D, y E). Otros detalles como en la Figura 4.2. 
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Fig. 4.6. Niveles plasmáticos de E2 y T en hembras (A) y T y 11-KT en machos (B) 

inyectados semanalmente con 5 μg GnRHa/kg, o tratados con implante salino o 

implantes con 5, 25 ó 50 μg/kg de GnRHa. Los datos corresponden a la media ±

SEM. (n= 3-5 individuos) de la concentración de esteroides determinados antes (t= 

0) y 20 días después de iniciar el tratamiento hormonal. Los asteriscos denotan dife-

rencias significativas respecto a los valores control (ANOVA, P < 0,05). 
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4.3.4. Perfil de esteroides sexuales en plasma de machos y hembras im-
plantados con GnRHa 

Los niveles plasmáticos de los esteroides sexuales en machos y hem-

bras implantados se determinaron tras 20 días de tratamiento hormonal (Fig. 

4.6.). Los niveles plasmáticos de E2 fueron significativamente (P < 0,05) 

mayores en las hembras inyectadas con 5 μg GnRHa/kg o implantadas con 

25 μg GnRHa/kg que en las hembras implantadas con salino, mientras que 

las implantadas con 50 μg GnRHa/kg mostraron niveles de E2 similares a las 

hembras control (Fig. 4.6.A). Esta observación podría ser debida a que estas 

hembras tratadas con 50 μg GnRHa/kg tuvieron la mayoría de sus puestas los 

primeros 15 días tras la implantación, y la sangre fue extraída con posteriori-

dad a la producción de las puestas. Por el contrario, los niveles plasmáticos 

Tabla 4.4. Efecto de los implantes de GnRHa o la inyección semanal durante la 

primavera sobre la producción de esperma de machos F1 de lenguado senegalés 

después de 20 días de tratamiento 

Tratamiento 
(μg GnRHa/kg) n Peso medio 

(kg) IGS1 ITE2

Salino 6 0,8±0,1 0,08±0,01 388±45 
5 3 0,9±0,1 0,08±0,02 326±84 

25 3 0,8±0,1 0,09±0,02 310±78 
50 3 0,8±0,0 0,10±0,02 432±61 

5 (inyección) 3 0,8±0,1 0,11±0,02 238±90 

1IGS, índice gonadosomático; 2ITE, índice testicular de espermatozoides.  El ITE  

fue calculado a partir de secciones histológicas tal y como se describe en material y 

métodos. Este índice puede ser una estimación de la producción de esperma en cada 

grupo experimental. Otros detalles como en la tabla 4.3.
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de T no mostraron cambios en las hembras implantadas con respecto a los 

valores de las hembras control. En los machos, los niveles plasmáticos de T 

y 11-KT fueron significativamente (P < 0,05) mayores en los machos inyec-

tados con 5 μg GnRHa/kg o implantados con 25 μg GnRHa/kg (Fig. 4.6.B). 

Los machos implantados con 50 μg GnRHa/kg mostraron una gran variación 

en los niveles de T y 11-KT, y por tanto, los valores no resultaron significa-

tivamente diferentes con respecto a los valores control.  

4.3.5. Desarrollo testicular y producción de esperma de machos implanta-

dos con GnRHa 

Para evitar cualquier stress a los individuos durante el periodo de tra-

tamiento, los machos fueron muestreados sólo al finalizar los 20 días de la 

inyección o la implantación con GnRHa. Una vez los animales fueron sacri-

ficados, se determinó el IGS y el ITE (Tabla 4.4.). Los resultados indican 

que aunque el tratamiento con GnRHa incrementó los niveles plasmáticos de 

T y 11-KT, este no incrementó significativamente el IGS (Tabla 4.4.). El 

ITE calculado a partir de secciones histológicas de testículo en cada grupo 

experimental mostró que GnRHa aparentemente no aumentó la producción 

de espermatozoides (Tabla 4.4.), incluso cuando los datos fueron normaliza-

dos por el peso de los testículos (datos no mostrados). Estas observaciones 

fueron consistentes con el hecho de encontrar IGSs similares entre indivi-

duos tratados y no tratados (Tabla 4.4.), sugiriendo por tanto que la GnRHa 

es ineficaz a la hora aumentar o inducir la producción de espermatozoides. 
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4.4. Discusión

El éxito del lenguado senegalés como nueva especie para la acuicul-

tura requiere del establecimiento de protocolos para la inducción a la puesta 

con el fin de predecir dicho proceso y mejorar la calidad de los gametos. En 

el lenguado, tanto en la naturaleza como en cautividad, la puesta parece ser 

influenciada por el aumento de la temperatura durante la primavera (marzo-

junio), aunque algunas puestas ocurren en otoño e invierno (Arias y Drake, 

1990; Cabral y Costa, 1999; Cabral, 2000; Dinis et al., 1999; Anguis y Ca-

ñavate, 2004). Sin embargo, se ha observado que en cautividad las hembras 

F1 bajo condiciones de cultivo intensivo no ovulan de manera espontánea, a 

pesar de que el proceso de vitelogénesis  y FOM sí tienen lugar. En el pre-

sente trabajo, hembras controles, no tratadas hormonalmente, no ovularon de 

manera espontánea (Tablas 4.1. y 4.3.), o sólo lo hicieron en un par de oca-

siones, incluso bajo condiciones de temperatura fluctuante en un rango de 16 

a 20ºC (Fig. 4.2.). Se ha sugerido que fluctuaciones de temperatura similares 

podrían estimular la puesta de individuos salvajes de lenguado senegalés 

adaptados a condiciones de cautividad (Anguis y Cañavate, 2005). En cam-

bio, el tratamiento con GnRHa, en inyección o en implantes, en el momento 

adecuado, cuando las hembras se encuentran en estado avanzado de vitelo-

génesis, sí demuestra ser eficiente para inducir la ovulación y la puesta (Fig. 

4.1.). 

La liberación de análogos de GnRH ha sido capaz de inducir con 

éxito  la maduración y FOM en un gran número de especies de cultivo. My-

lonas y Zohar (2001) enumeran nueve especies de peces planos donde la 

ovulación y/o la puesta fue inducida usando diferentes sistemas de liberación 
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de GnRHa en un rango de dosis de 30 a 1.000 μg/kg, aunque la respuesta de 

cada hembra individual, en cuanto número de puestas y fecundidad, es va-

riable. El lenguado senegalés posee un desarrollo ovárico tipo grupo síncro-

no, esto significa que sucesivos conjuntos de oocitos vitelogénicos comien-

zan FOM y la ovulación durante el periodo de puesta, quedando siempre una 

población de oocitos previtelogénicos en reserva (Wallace y Selman, 1981; 

Fig. 4.1.). Este patrón de desarrollo ovárico, observado también en otras 

especies de peces planos, a menudo desemboca en múltiples ovulaciones tras 

la inducción con GnRHa (Mylonas y Zohar, 2001). De acuerdo con estas 

observaciones, repetidas inyecciones con 5 μg GnRHa/kg, al igual que la 

liberación sostenida de los implantes de EVAc con 25 ó 50 μg GnRHa/kg, 

son capaces de inducir sucesivas puestas, a menudo diarias, en las hembras 

del lenguado senegalés (Tablas 4.1. y 4.3.; Fig. 4.2. y Fig. 4.5.). La inyec-

ción intramuscular de 5 μg GnRHa/kg cada 3 días fue ligeramente más eficaz 

que el implante de 50 μg GnRHa/kg (3,8 y 2,8 puestas por hembra respecti-

vamente; Tablas 4.1. y 4.3.), aunque en este caso es difícil establecer compa-

raciones concluyentes, ya que las hembras utilizadas en cada experimento se 

encontraban en estadios de desarrollo ovocitario ligeramente diferentes. De 

todas formas, las inyecciones repetitivas requieren frecuente manejo de los 

individuos, con su consecuente stress, por lo cual probablemente el uso de 

implantes con 50 μg GnRHa/kg de durante la primavera (mayo) sea posible-

mente la mejor estrategia para inducir múltiples puestas en el lenguado sene-

galés. 

Los niveles plasmáticos de esteroides sexuales en hembras tratadas 

con GnRHa durante la primavera muestra que el E2 aumenta dentro de la 

primera semana desde el inicio del tratamiento hormonal y comienza a de-

crecer a partir de ese momento, mientras que la T decrece progresivamente 
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(Fig. 4.3.A y 4.3.B). Un patrón similar se observa también en otoño (Fig. 

4.3.B y 4.3.C). Un incremento inicial de los niveles de E2 plasmáticos tras 

las puestas naturales o inducidas ha sido observado en muchas especies ma-

rinas con ovario grupo síncrono como el lenguado senegalés, la platija del 

Norte (Scott et al., 1999), la platija amarilla (P. ferrugineus; Larsson et al., 

1997), la lubina europea (Prat et al., 2001), y la platija de lomo verde 

(Rhombosolea tapirina; Poortenaar y Pankhurst, 2000).  Durante la primave-

ra, el aumento de E2, y el consiguiente descenso de la T plasmática, preceden 

las puestas de mayor fecundidad relativa (Fig. 4.2. y Fig. 4.3.A), sugiriendo 

que GnRHa es capaz posiblemente de inducir al reclutamiento masivo de 

oocitos hacia la vitelogénesis con el consiguiente incremento de la actividad 

aromatasa que convierte T a E2. El posterior descenso en los niveles de E2

plasmáticos podría ser debido a la transformación de los estrógenos en pro-

gestágenos por el ovario, proceso asociado a la maduración y ovulación de 

los oocitos. No obstante, estas conclusiones son todavía preliminares, ya que 

para establecer conclusiones definitivas se requiere la cuantificación de los 

niveles endógenos de gonadotropinas plasmáticas tras el tratamiento con 

GnRHa, lo cual no ha podido ser determinado en este estudio. 

Al contrario que en hembras, el tratamiento con GnRHa en machos 

no aumentó la producción de espermatozoides, lo cual podría ser la conse-

cuencia de la ausencia de fertilización de los huevos producidos. La inefica-

cia de GnRHa para inducir la espermiación en el lenguado senegalés no es 

sorprendente, ya que resultados similares se han obtenido en otras especies 

de peces planos (Mylonas y Zohar, 2001). Por ejemplo, en la platija de vera-

no y en la platija del Sur, el tratamiento con GnRHa disuelto en pellets de 

colesterol no es eficaz para inducir o aumentar la producción de esperma 

(Berlinsky et al., 1996; Berlinsky et al., 1997). Una situación mejor se ob-
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serva en machos de fletan, donde el tratamieno con GnRHa en implantes de 

EVAc resulta en un aumento del volumen de esperma y una mejor motilidad 

de los espermatozoides, aunque con un descenso del espermatocrito (Ver-

meirssen et al., 2000, 2004). De manera similar, en la platija del Norte 

(Vermeirssen et al., 1998), la platija brillante (Platichthys stellatus; Moon et 

al., 2003) y la platija de lomo verde (Lim et al., 2004), GnRHa liberado por 

microesferas de p[Fad-sa] o en pelets de colesterol sólo mejora la fluidez del 

esperma. El potencial efecto estimulador sobre la motilidad o la fluidez del 

esperma del lenguado senegalés por GnRHa no ha sido investigado en este 

trabajo, y por tanto, las causas de la ineficacia del tratamiento con GnRHa 

para inducir o aumentar la producción de esperma en esta especie permane-

cen sin resolver. 

En este estudio se muestra que los niveles plasmáticos de andróge-

nos, T y 11-KT, aumentan significativamente tras la implantación con 

GnRHa durante la primavera (Fig. 4.6.), sugiriendo que esta hormona es 

capaz de estimular la biosíntesis de andrógenos, posiblemente a través de su 

acción inductora de la liberación de gonadotropinas. Sin embargo, este au-

mento de los niveles plasmáticos de andrógenos no fue acompañado de un 

aumento en el número de espermatozoides o de la producción de esperma en 

los machos tratados (Tabla 4.4.). El tratamiento con GnRHa es generalmente 

capaz de aumentar los niveles plasmáticos de andrógenos en gran variedad 

de teleósteos, incluyendo peces planos (Harmin y Crim, 1993; Moon et al., 

2003), y por tanto, parece razonable encontrar elevados niveles de T y 11-

KT en plasma de machos de lenguado senegalés tratados con GnRHa. En 

cambio, en peces planos, elevadas concentraciones de andrógenos en plasma 

no están siempre asociadas a un aumento en el volumen de esperma, ya que 

en algunas especies, GnRHa es capaz de estimular la producción de esperma 
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independientemente de los niveles plasmáticos de andrógenos (Clearwater y 

Crim, 1998; Vermeirssen et al., 2000; Moon et al., 2003; Lim et al., 2004). 

Este hecho observado en peces planos sería consistente con el modelo actual 

para muchos teleósteos según el cual la espermatogénesis parece estar regu-

lada por andrógenos, mientras que los progestágenos, como 17α,20β-

dihidroxi-4-pregnen-3-ona, son los principales esteroides relacionados con el 

proceso de espermiación e hidratación del semen (Borg, 1994; Moon et al., 

2003; Vermeirseen et al., 1998, 2004). En este trabajo no se han determinado 

los niveles plasmáticos de progestágenos, y por tanto, el efecto de GnRHa en 

la síntesis y/o conversión de progestágenos en el testículo, que explicaría la 

ineficacia de GnRHa para mejorar la producción de esperma en el lenguado 

senegalés, debe de ser investigado en el futuro. 

Una observación potencialmente interesante es la diferente respuesta 

de machos y hembras al tratamiento con GnRHa entre primavera y otoño. En 

mayo, mientras que la inyección de 5 μg GnRHa/kg fue efectiva para inducir 

la puesta, la misma dosis no fue adecuada durante el mes de octubre, si bien 

la dosis de 1 μg GnRHa/kg indujo unas pocas puestas (Tabla 4.1.). Los nive-

les plasmáticos de E2 aumentaron durante los siete días posteriores a la in-

yección con 5 μg GnRHa/kg, pero estos niveles fueron unas diez veces infe-

riores en otoño y no variaron durante el tratamiento con GnRHa (Fig. 4.3.A 

y 4.3.B). En los machos sucedió algo similar, ya que durante el otoño los 

niveles plasmáticos de T y 11-KT de los animales inyectados semanalmente 

con 1 ó 5 μg GnRHa/kg fueron inferiores que los niveles de los machos con-

trol, al contrario de lo observado en primavera (Fig. 4.4.). Estas observacio-

nes pueden ser debidas a cambios fisiológicos a lo largo del ciclo reproduc-

tivo de la sensibilidad de la pituitaria y/o las gónadas a GnRHa o a las gona-

dotropinas, respectivamente. La verdadera causa es desconocida, aunque 
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varios mecanismos, como por ejemplo la desensibilización de los receptores 

de GnRHa y/o de gonadotropinas, o una retroalimentación negativa de los 

mecanismos de liberación de las gonadotropinas a causa de la elevada con-

centración de esteroides en plasma, podrían estar relacionados (Cerdà et al., 

1997; Schultz et al., 2001; Amsterdam et al., 2002). Los procesos que regu-

lan la respuesta de la pituitaria y/o las gónadas a GnRHa durante el ciclo 

reproductivo del lenguado senegalés no han sido estudiados hasta el momen-

to y requieren de más investigación. 

En conclusión, el tratamiento con GnRHa en hembras de lenguado 

senegalés que no son capaces normalmente de llevar a cabo la puesta en 

cautividad, tanto mediante inyecciones sucesivas o implantes de liberación 

sostenida, es capaz de inducir la ovulación y la puesta. Sin embargo, el tra-

tamiento de machos con GnRHa es aparentemente inefectivo para estimular 

los procesos reproductivos (aumento de la espermiación o la producción de 

espermatozoides), lo cual puede producir la ausencia de fertilización de los 

huevos producidos por las hembras tratadas con GnRHa. Es claro por tanto 

que son necesarios más estudios para identificar los mecanismos sociales, 

medioambientales y endocrinos responsables en la regulación de la repro-

ducción de los machos de lenguado senegalés. El conocimiento de estos 

procesos es esencial para optimizar los protocolos de tratamiento con 

GnRHa en los machos para aumentar la producción de esperma y su calidad. 



5. 

Estimulación de la espermatogénesis y au-

mento de la motilidad espermática en ma-

chos de lenguado senegalés (Solea senega-

lensis) mediante tratamientos hormonales 
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5.1. Introducción 

El testículo de los vertebrados superiores realiza dos funciones prin-

cipales: la producción de testosterona (T) y la formación de células germina-

les haploides, en el proceso conocido como espermatogénesis. Durante la 

espermatogénesis, las espermatogónias (Sg) localizadas en los lóbulos semi-

níferos (LS) inician la meiosis, dando lugar a espermatocitos primarios 

(SpcI), después espermatocitos secundarios (SpcII) y finalmente espermáti-

das (Spd) haploides, las cuales se diferencian en espermatozoides (Spz) fla-

gelados durante el proceso denominado espermiogénesis. Tanto la produc-

ción de Spz como la espermatogénesis se consideran regulados por las gona-

dotropinas pituitarias: la hormona luteinizante (LH), que actúa sobre las 

células de Leydig (Lc) localizadas en el espacio intersticial y productoras de 

T, y  la hormona estimulante del folículo (FSH), que actúa sobre las células 

de Sertoli (Sc) en los LS (Holdcraft y Braun, 2004). No obstante, en mamífe-

ros, diferentes factores de crecimiento y citoquinas también juegan impor-

tantes funciones paracrinas para regular la función testicular (Peterson y 

Soder, 2006). 

Abreviaturas: 17,20αP, 17,20α-dihidroxi-4-pregnen-3-ona; 17α,20βP, 17α,20β-dihidroxi-4-pregnen-3-

ona; ANOVA, análisis de varianza ; 20βS, 17,20β,21-trihidroxipregn-4-en-3-ona; Lc, célula de Leydig; Sc, 

célula de Sertoli; DE, densidad espermática; DME, duración de la motilidad espermática; ELISA, �Enzy-

me-linked Immunosorbent Assay�; EVAc, etileno vinilo acetato; FSH, hormona estimulante del folículo; 

FOM, maduración final de los oocitos; GnRH, neuropéptido liberador de gonadotropinas; GnRHa, análogo 

de GnRH; IET, índice de espermatozoides en testículo; IGS, índice gonadosomático; 11-KT, 11-

ketotestosterona; LS, lóbulo seminífero; ME, motilidad espermática; MIS, esteroide inductor de la madura-

ción; OA, 11-ketoandrostenediona; RIA, radioinmunoensayo; 11-S (= 11-deoxicortisol), 17,21-dihidroxi-4-

pregnen-3, 20-diona; SEM, error estándar de la media; Spd, espermátida; Sg, espermatogónia; Spz, esper-

matozoide; Stc, espermatocrito; TS, túbulo seminífero; V, cantidad total de esperma producido. 
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En teleósteos, el control endocrino de la espermatogénesis es menos 

conocido, aunque existen pruebas de que este proceso también está regulado 

por FSH, LH y T, pero también por la 11-ketotestosterona (11-KT), conside-

rada el principal andrógeno en el testículo de teleósteos (Borg, 1994). La 11-

KT es producida por las células intersticiales de Leydig en respuesta a gona-

dotropinas (Miura y Miura, 2003). Durante el último estadio del proceso 

espermatogénico (espermiación) se produce el fluido seminal, que es necesa-

rio para la capacitación de los Spz y para ayudarlos en su tránsito a través de 

los conductos seminales. Este proceso parece que es dependiente de esteroi-

des C21 (progestágenos), secretados también por las Lc (Nagahama, 1994; 

Miura y Miura, 2001; Vermeirssen et al, 2004). Un esteroide en particular 

que está implicado en el control de la espermiación en teleósteos es 

17α,20β-dihidroxi-4-pregnan-3-ona (17,20βP), que también participa en la 

maduración final de los oocitos en las hembras. Las concentraciones plasmá-

ticas de este esteroide son elevadas durante el periodo de espermiación en la 

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss; Baynes y Scott, 1985), el arenque 

(Clupea harengus; Carolsfeld et al., 1996; Scott et al., 1991), la platija del 

Norte (Pleuronectes platessa, Vermeirssen et al., 1998), y el fletan (Hippo-

glossus hippoglossus, Vermeirssen et al., 2000). En las últimas tres especies, 

más que ser el 17,20βP el esteroide que aumenta en plasma durante el proce-

so de espermiación, son sus metabolitos  conjugados (sulfatados y glucuro-

nidados). Estos metabolitos son 5β-pregnan-3α,17,20-triol, 5β-pregnan-

3β,17,20-triol y 17,20β-dihidroxi-5β-pregnan-3-ona, y existe un ensayo 

capaz de cuantificar 17,20βP y sus metabolitos (combinando la concentra-

ción) en fluidos biológicos (Scott et al., 1997). 
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No obstante, en las gónadas de teleósteos también existen otros pro-

gestágenos. El más importante es 17,20β,21-trihidroxi-4-pregnan-3-ona 

(20βS), el cual actúa como esteroide inductor de la maduración (MIS) en 

algunos teleósteos (Trant y Thomas, 1989). Este esteroide también es capaz 

de inducir la espermiación en Acanthopagrus schlegeli (Yueh y Chang, 

1997), y parece unirse a un receptor específico de membrana estimulando la 

motilidad en Micropogonias undulatus (Thomas, 1999). Por otra parte, en el 

macho de Limanda limanda, es 17,20αP el esteroide sugerido como MIS 

(Canario y Scott, 1991). En el fletan, 17,20αP aumenta considerablemente 

en plasma tras el tratamiento con GnRHa (Vermeirssen et al., 2004). Final-

mente, se ha demostrado que el esteroide 17,21-dihidroxi-4-pregnan-3,20-

diona (deoxicortisol = 11S) es un producto mayoritario en ovarios de Solea 

solea (Canario, 1991). 

El lenguado senegalés presenta testículos bilobulados más pequeños 

que otros peces planos; su índice gonadosomático (IGS) es ≤ 0,1, y sólo 

muestra ligeros cambios remarcables a lo largo del ciclo reproductivo (Gar-

cía-López et al., 2005, 2006ab). En esta especie, la espermatogénesis parece 

ser de tipo semi-cístico: los Spc y las Spd son liberadas al lúmen del LS, 

donde se transformaran en Spz (García-López et al., 2005, 2006b). Este in-

usual modelo de espermatogénesis aparece asociado a la constante produc-

ción de pequeñas decenas de microlitros de esperma, con lo cual se observan 

machos espermiantes prácticamente durante todo el año (García-López et al., 

2005, 2006b; Cabrita et al., 2006). Sin embargo, la reproducción en cautivi-

dad del lenguado se encuentra asociada a menudo con tasas de fertilización 

relativamente bajas (45-63%; Anguis y Cañavate, 2005) o a una ausencia 
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completa de fertilización en stocks de generación F1 tal y como se describe 

en el Capítulo 4.  

En teleósteos, se ha descrito que la síntesis de 11-KT en testículos o 

en tejidos extra-testiculares, puede ocurrir a partir de pregnolona (P5) vía 

progesterona (P4), 17α-hidroxiprogesterona (17P4), androstenediona (A2), 

11β-hidroxiandrostenediona (OHA) y 11-ketoandrostenediona (OA) (Mayer 

et al., 1990a; Goos y Consten, 2002).  De acuerdo con esto, machos castra-

dos implantados con OA muestran elevados niveles plasmáticos de 11-KT 

(Mayer et al., 1990b; Borg et al., 1993), y el tratamiento en machos intactos 

con ambas OA y 11-KT puede promover el desarrollo testicular (Goos y 

Consten, 2002). En base a estos datos, en este capítulo se ha investigado si el 

tratamiento de machos de lenguado senegalés con GnRHa en combinación 

con OA es capaz de aumentar los niveles plasmáticos de esteroides sexuales, 

y estimular el desarrollo de las células germinales y la producción de esper-

ma. 

5.2. Material y Métodos 

5.2.1. Animales y tratamientos hormonales 

Individuos adultos, generación F1 (de 1-1,5 años de edad), fueron 

criados y estabulados en cautividad como se ha descrito en anteriores capítu-

los.  
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Aproximadamente cinco meses antes de comenzar los  tratamientos 

hormonales, individuos macho (0,79±0,03 kg de peso) fueron sometidos a un 

régimen de temperatura controlada (Fig. 5.1.). Este régimen consistió en una 

disminución progresiva de la temperatura desde 19,5ºC a 8,5ºC, seguido de 

un aumento progresivo hasta 19,5-20ºC. De este modo, los animales fueron 

mantenidos a temperaturas inferiores a 10ºC durante aproximadamente 3 

semanas. Tras este tratamiento, y cuando la temperatura de los tanques ya 

era estable a 19,5-20ºC (durante dos semanas en el mes de marzo), los ani-

males fueron tratados con un único implante de etileno vinilo acetato 

(EVAc; Mylonas y Zohar, 2001) conteniendo salino (control) ó 50 μg 

GnRHa/kg con o sin otro implante con 2 ó 7 mg OA/kg (Sigma-Aldrich, 

España). Los machos fueron distribuidos en ocho tanques (dos tanques por 

tratamiento; n = 3 machos por tanque). 
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Fig. 5.1. Temperatura media diaria del agua. Las barras gruesas en azul indican 
el periodo durante el cual se administraron los tratamientos hormonales. 
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5.2.2. Determinación de los niveles de esteroides sexuales en plasma y 

testículo 

Antes de administrar el tratamiento hormonal y semanalmente a par-

tir de ese momento, los machos fueron sedados con 500 ppm de 2-fenoxi-

etanol (Acros Organics, USA), y aproximadamente 0,5 ml de sangre fue 

extraída de la vena caudal con una jeringa heparinizada, centrifugada, y el 

plasma congelado a �80ºC hasta el momento de su utilización. 

Los niveles plasmáticos de T y 11-KT se determinaron mediante un 

kit comercial como se ha descrito anteriormente. Los coeficientes de varia-

ción (CV) inter-ensayo fueron 1,9% para T (n= 6), y 2,7% para 11-KT (n= 

6). Los CV intra-ensayo (calculados a partir de los duplicados de las mues-

tras) fueron 2,8±0,2% para T (n= 6), y de 10,0±1,5% para 11-KT (n= 6). La 

reacción cruzada del anticuerpo anti-11-KT con OA fue de 0,01% (según 

datos del fabricante). Los niveles plasmáticos de 11-KT determinados por 

ELISA (�Enzim-linked Immunosorbent Assay�) fueron confirmados por 

radioinmunoensayo (RIA) siguiendo el protocolo de Scott et al., (1984) (da-

tos no mostrados).  

Para la determinación de los niveles circulantes libres de esteroides 

C21, 17,20βP, 17,20αP, 20βS y 11-S, una alícuota de plasma (100 μl) fue 

mezclada con 400μl de agua destilada y 4 ml de dietil-eter. Los tubos se 

dejaron reposar y la fase acuosa fue separada por congelación en nitrógeno 

líquido. El dietil-eter fue vertido en tubos de vidrio nuevos y evaporado en 

baño maría a 45ºC. El residuo fue entonces reconstituido en 1 ml de solución 

de ensayo y su concentración determinada por RIA (Scott et al., 1984, 1991; 

Scott y Sorensen, 1994). Otra alícuota de plasma (20 μl) fue sometida a sol-

volísis ácida toda la noche a 45º C usando una mezcla de etil-acetato y ácido 
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trifluoroacético (100:1,4; v:v). Tras evaporar el solvente, el residuo fue redi-

suelto en 1 ml de solución de ensayo y la concentración conjunta de 17,20βP 

y sus metabolitos 5β-reducidos cuantificada usando como estándares 5β-

pregnane-3α,17,20β-triol (Scott et al., 1997).  

Las concentraciones de 17,20βP libre en las muestras de testículo re-

cogidas tras sacrificar los machos al final del experimento también fueron 

cuantificadas por RIA. Para este análisis, las piezas de testículo (102±6 mg) 

fueron homogenizadas en 400 μl de tampón RIA, incubadas a 60ºC durante 

30 min en baño maría y centrifugadas a 6000 rpm durante 5 min a tempera-

tura ambiente. Los sobrenadantes fueron transferidos a tubos de cristal y se 

añadió el mismo volumen de solución de ensayo (dilución 1:2). El análisis se 

llevó a cabo a partir de duplicados de 100 μl de esta dilución siguiendo el 

mismo protocolo que para las muestras de plasma. El contenido de agua de 

cada testículo fue estimado gravimétricamente hasta peso constante a 60ºC 

usando otra pieza del mismo testículo. 

5.2.3. Análisis histológico 

Tras las cuatro semanas de tratamiento hormonal, los machos fueron 

sacrificados mediante anestesia y sección de la médula espinal. Los testícu-

los fueron extraídos y pesados, y el índice gonadosomático (IGS: peso de las 

gónadas/peso corporal x 100) calculado. Una pieza de testículo de cada ma-

cho fue fijada en solución de Bouin modificada (75% ácido pícrico y 25% 

formalina) durante 2 h, deshidratada, incluída en paraplast (Sigma-Aldrich), 

seccionada a 5 μm y teñida con eosina/hematoxilina.  

La abundancia de LS, así como de células germinales y somáticas en 

la corteza de los testículos fijados fue evaluada mediante examinación mi-
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croscópica usando un microscopio óptico  Leica DMLB. El número de LS  y 

de clusters de Lc por mm2, así como el número de Lc por cluster, fue deter-

minado en 5 secciones transversales diferentes de la corteza testicular en 

cada macho. El número de Sc, SgA, SgB, SpcI, SpcII y Spd, fue contabiliza-

do en al menos cinco LS de cada sección. Para determinar el número de Spz, 

el número de células por TS también se contabilizó en al menos cinco TS 

diferentes por sección. 

5.2.4. Determinación de la densidad y motilidad espermática 

Para evitar el stress que se ocasiona a los individuos, la cantidad to-

tal de esperma producido (V), la densidad espermática (DE), la motilidad 

espermática (ME), y la duración de la motilidad espermática (DME), fueron 

determinadas directamente a partir de los testículos tras sacrificar a los indi-

viduos al final del experimento. El esperma fue recogido a partir del testículo 

dorsal completo, tras ser seccionado en dos partes y aplicar una suave pre-

sión; el volumen de esperma fue entonces recogido y medido con una mi-

cropipeta. Con este método, se obtiene esperma libre de orina, y por lo tanto 

se puede determinar de un modo más fiable el volumen total de esperma. La 

DE fue determinada en dilución 50 a 100 en solución inmovilizadora de 

esperma (NaCl 150 mM, KCl 15,2 mM, CaCl2 1,3 mM, MgCl2 1,6 mM; 

tamponado con NaHCO3-NaOH 5 mM a pH 8,2) y cuantificada en cámara 

Neughbauer bajo microscopio óptico Leica DMLB. Para medir la DME, las 

muestras de esperma fueron diluidas 10 veces en agua de mar filtrada sobre 

un porta, y situado éste bajo el microscopio a 200 aumentos. La DME fue 

definida como el intervalo de tiempo desde la activación hasta el cese del 

movimiento de los Spz (Lim et al., 2004).  La morfología de los Spz fue 

determinada sobre una muestra de esperma diluída 1:1.000 en tampón inmo-
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vilizador de esperma. El diámetro y longitud de la cabeza y la cola, respecti-

vamente, fueron medidos en al menos 15 Spz por macho utilizando un anali-

zador de imágenes (AnalySIS, SIS Gmbh, Alemania).  

5.2.5. Análisis estadístico 

Los datos están expresados como la media ± error estándar de la 

media (SEM). Los datos fueron estadísticamente analizados con análisis de 

varianza (ANOVA) de uno o dos factores, tras la transformación logarítmica 

de los datos cuando fue necesario, seguido del test de múltiple-rango de Tu-

key o el test de comparación de Kruskal-Wallis (Cobb, 1998). El nivel de 

significancia fue fijado en P < 0,05. 

5.3. Resultados 

Para investigar si el tratamiento con OA puede aumentar el  efecto 

de GnRHa sobre la espermatogénesis en el lenguado senegalés, machos pre-

viamente sometidos a un régimen de temperatura controlada fueron tratados 

con un único implante de EVAc conteniendo salino (control) ó 50 μg 

GnRHa/kg, con o sin otro implante de 2 ó 7 mg OA/kg. Los niveles plasmá-

ticos de T y 11-KT fueron determinados semanalmente (Fig. 5.2.). La T en 

plasma no se incrementó hasta el día siete de tratamiento con GnRHa, dis-

minuyendo a partir del día catorce en los tres grupos tratados con GnRHa 

(Fig. 5.2.A). En los machos control, la T plasmática disminuyó una semana 

después, en el día veintiuno, alcanzando a partir de ese día valores similares 

entre todos los grupos tratados. Por el contrario, una semana después del 

inicio de los tratamientos hormonales, los niveles plasmáticos de 11-KT en 
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los machos implantados con GnRHa, tratados o no con OA, aumentaron 

significativamente (P < 0,05) respecto a los machos control (Fig. 5.2.B). En 

cambio, los machos tratados con GnRHa+OA mostraron niveles plasmáticos 

de 11-KT mayores (P < 0,05) que los machos implantados sólo con GnRHa, 
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Fig. 5.2. Concentraciones plasmáticas de T (A), y 11-KT (B) en machos tratados 
con salino o con GnRHa (50 μg/kg) en combinación con diferentes dosis de OA (2 
ó 7 mg/kg).  Los valores corresponden a la media ± SEM (n = 4-6 machos). Las 
letras sobre las barras indican diferencias estadísticamente significativas (ANOVA; 
P < 0,05). 
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siendo la mayor concentración de 11-KT en los machos tratados con GnRHa 

+ 7 mg OA/kg.  A partir del día catorce, la cantidad de 11-KT plasmática en 

machos implantados sólo con GnRHa volvió a valores similares a los contro-

les, mientras que los dos grupos tratados con GnRHa+OA todavía mostraban 

valores de 11-KT más elevados (P < 0,05), aunque estos comenzaban a dis-

minuir con respecto a los valores en el día siete (Fig. 5.2.B). Durante las 

siguientes semanas, las concentraciones de 11-KT en plasma de los machos 

tratados con GnRHa+OA disminuyeron progresivamente, y en el día 28 eran 

ya similares entre todos los grupos experimentales. 

Para averiguar si el tratamiento con GnRHa+OA podía aumentar la 

producción de esteroides C21 potencialmente implicados en la maduración 

del esperma de lenguado, los niveles plasmáticos de 17,20βP, 17,20αP, 11-

S, 20βS, 17,20βP libre+sulfatada, así como sus metabolitos 5β-reducidos 

fueron también analizados. Independientemente del tratamiento hormonal, 

los niveles plasmáticos de 17,20βP, 17,20αP, 11-S y 20βS fueron inferiores 

a 1 ng/ml durante todo el periodo experimental (datos no mostrados). En el 

caso de 17,20βP por ejemplo, el 43% de las muestras correspondían a valo-

res entre 0,2-0,9 ng/ml y el 57% eran inferiores a 0,2 ng/ml. Además, al no 

encontrar diferencias estadísticas entre los grupos, se decidió innecesario 

reensayar las muestras bajo condiciones más sensibles. En cambio, los nive-

les plasmáticos de metabolitos 5β-reducidos (libres + conjugados) de 

17,20βP sí fueron detectables en la mayoría de machos, y de hecho, aumen-

taron de manera significativa a lo largo del experimento (Fig. 5.3.). Así, el 

grupo tratado con GnRHa + 7 mg OA mostró un aumento progresivo (P < 

0,05) de los niveles plasmáticos de los metabolitos 5β-reducidos, libres + 

conjugados de 17,20βP a partir del séptimo día en adelante, mientras que en 
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los grupos tratados sólo con GnRHa y con GnRHa + 2 mg OA/kg, estos 

metabolitos sólo aumentaron significativamente (P < 0,05) a partir del día 

veintiocho, alcanzando valores de concentración muy similares a los del 

grupo GnRHa + 7 mg OA/kg. Los valores en plasma de metabolitos libres + 

sulfatados de 17,20βP del grupo control no mostraron variaciones a lo largo 

del experimento. 

Las observaciones previas sugerían que 17,20βP podría estar produ-

ciéndose en los testículos, siendo rápidamente sulfatada y probablemente 

metabolizada hasta el punto de ser prácticamente no mesurable en el plasma. 
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Fig. 5.3. Cambios en las concentraciones plasmáticas de 17,20βP libre + sulfatada 
(estandarizada con 5β-pregnona-3α-17,20βtriol; 3α-17,20βP-5β) en machos tratados 
con salino o con GnRHa (50 μg/kg) en combinación con diferentes dosis de OA (2 ó 
7 mg/kg). Los valores corresponden a la media ± SEM (n= 4-6 machos). Las letras 
sobre las barras indican diferencias estadísticamente significativas (ANOVA; P < 
0,05).
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Para verificar esta hipótesis, el contenido de 17,20βP en los testículos al 

final del experimento fue analizado (Fig. 5.4.). Los resultados indican que 

los machos control tenían concentraciones de 17,20βP en testículo de 

28,2±4,8 ng/g de peso seco (n = 6), aproximadamente 28 veces mayores que 

en plasma. Sin embargo, los tres grupos de machos tratados con GnRHa 

tenían concentraciones de 17,20βP en testículo menores (P < 0,05) que los 

controles, siendo los machos tratados con GnRHa + 7 mg OA/kg los que 

mostraron la menor cantidad de 17,20βP (10,3±1,8 ng/g de peso seco; n= 6). 

Estos datos indicaron la existencia de una correlación inversa entre el conte-

nido de 17,20βP libre en testículo y la concentración de metabolitos 5β-

reducidos, libres + conjugados, de 17,20βP  en plasma. 

El efecto de los diferentes tratamientos sobre la espermatogénesis 

fue evaluado mediante el examen histológico del área cortical de los testícu-

los (Tabla 5.1.). En esta área se localizan las células germinales, mientras 

que la región medular contiene el sistema de conductos eferentes que reco-

gen y almacenan el esperma (García-López et al., 2005). El análisis histoló-

gico reveló que los valores de IGS se mantuvieron similares antes y después 

del tratamiento. Sin embargo, aunque los machos de todos los grupos expe-

rimentales mostraron producción de esperma el día 28, se observaron dife-

rencias en la proporción de Lc y en la progresión de la espermatogénesis. El 

tratamiento con GnRHa, independientemente de la presencia de OA, aumen-

tó el número de LS por área de testículo, y esto estuvo asociado con un au-

mento del número de clusters de Lc, con lo cual la ratio entre LS y clusters 

de Lc no presentó variaciones entre tratamientos. Sin embargo, el número de 

Lc por cluster sí aumentó significativamente (P < 0,05) en el testículo de 

machos tratados con 7 mg OA/kg con respecto a los tratados sólo con 
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GnRHa o a los tratados con salino. La espermatogénesis parece haber sido 

estimulada en todos los grupos tratados con GnRHa, ya que el porcentaje de 

SgB, SpcI y Spd en los testículos de los machos de estos tratamientos fue 

significativamente mayor (P < 0,05) que en el grupo control. Los machos 

implantados con 7 mg OA/kg mostraron el estado de espermatogénesis más 

avanzado, tal como indica la menor proporción de SgB y SpcI y la mayor 

proporción de Spd por LS en sus testículos. De acuerdo con el efecto estimu-

lador de GnRHa sobre la espermatogénesis, el número de Spz por TS fue 

mayor en los machos tratados sólo con GnRHa o en combinación con 2 mg 

OA/kg que en los machos control. Sin embargo, los machos tratados con 

GnRHa + 7 mg OA/kg mostraron la misma cantidad de Spz por TS que los 

machos control. 

Seguidamente al sacrificio de los machos y a la extracción de sus 

testículos al final del experimento, la producción de esperma de cada grupo 

17,20βP (ng/g peso seco)

0 10 20 30 40

Salino

50 µg/Kg
GnRHa

a

b

bc

c

 GnRHa +
 2 mg/Kg OA

 GnRHa +
 7 mg/Kg OA

Fig. 5.4. Cambios en el contenido de 17,20βP en el testículo de machos tratados con 
salino o GnRHa (50 μg/kg) en combinación con diferentes dosis de OA (2 ó 7 
mg/kg).  Los valores corresponden a la media ± SEM (n= 4-6 machos).  Las letras 
sobre las barras indican diferencias estadísticamente significativas (ANOVA; P < 
0,05).
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fue evaluada (Tabla 5.2.). El tratamiento sólo con GnRHa o en combinación 

con la menor dosis de OA aumentó significativamente (P < 0,05) la pro-

ducción de esperma respecto de los machos control. Ya que no se encontra-

ron diferencias en la densidad del esperma entre tratamientos, la producción 

de Spz en estos grupos parece incrementada, de acuerdo con lo observado 

anteriormente en el análisis histológico. Por el contrario, los machos implan-

Tabla 5.1. Efecto de GnRHa (50 μg/kg) en combinación con OA sobre el desarrollo 
de células somáticas y germinales en testículos de lenguado senegalés

  Día 28 
  GnRHa + OA (mg/kg) 
Día 0 Salino 0 2 7 

n 3 6 6 4 6 
IGS 0,07±0,01 0,07±0,01 0,07±0,00 0,06±0,01 0,05±0,01 
LS/mm2 215±13a 203±21a 350±21b 319±27b 323±16b 

CLc/mm2 55±8a 70±9a 129±11b 128±14b 112±7b 

CLc/LS 0,3±0,0 0,4±0,1 0,4±0,0 0,4±0,0 0,4±0,0 
Lc/C 8,2±0,6a 8,8±0,4ab 7,7±0,3a 9,8±0,3bc 11,2±0,7c 

Sc/LS 1,3±0,6 0,8±0,1 0,9±0,4 0,7±0,2 0,5±0,2 
SgA (%) 2,0±1,0 0,8±0,4 1,3±0,8 3,9±1,6 0,6±0,4 
SgB (%) 14,0±4,5a 12,2±2,6a 6,1±2,3b 6,5±2,3b 1,5±0,8c 

SpcI (%) 19,5±2,1a 23,6±4,2a 12,6±3,0b 8,0±1,7b 2,9±1,3c 

SpcII (%) 0 0,5±0,2 0 0 0 
Spd (%) 52,4±13,3a 61,2±5,6a 80,0±4,8b 81,6±4,6b 96,0±1,7c 

Spz/TS 0 40±8a 102±33b 81±27b 25±9a 

Los valores fueron calculados sólo a partir del área cortical. Para las células somá-
ticas, los valores indican el número de LS por mm2 (LS/ mm2), número de clusters 
de Lc por mm2 (CLc/mm2), número de clusters de Lc por LS (CLc/LS), número de 
Lc por cluster (Lc/C), y número de Sc por LS (Sc/LS). Para las SgA, SgB, SpcI, 
SpcII, y Spd, se indica el porcentaje de cada tipo celular por LS. Para los Spz, se 
indica el número de células por TS (Spz/ TS).  
Valores dentro de una misma fila con diferente superíndice son estadísticamente 
diferentes (P < 0,05). 
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tados con GnRHa + 7 mg OA/kg mostraron volúmenes menores de esperma 

en testículo, siendo su cantidad similar a la encontrada en los controles. Sin 

embargo, la determinación de la motilidad de los Spz tras su activación con 

agua de mar reveló que ambos grupos tratados con OA producían Spz 

aproximadamente dos veces más motiles que los producidos por el grupo 

control y por los tratados sólo con GnRHa. El diámetro de la cabeza y la 

longitud de la cola de los Spz, no obstante, no fue diferente entre los diferen-

tes grupos (datos no mostrados). 

Tabla 5.2. Efecto de GnRHa (50 μg/kg) con o sin OA sobre la producción y la moti-

lidad del esperma en el lenguado senegalés 

  GnRHa + OA (mg/kg) 
 Salino 0 2 7 
n 6 6 4 6 
Machos espermiantes 6 6 4 5 
Peso seco (g) 0,33±0,01 0,32±0,03 0,29±0,06 0,26±0,04 
Volumen de esperma 
(μl/g peso seco) 13,1±2,4a 33,1±5,5b 40,1±1,4b 11,1±3,1a

DE (x 109/ml) 4,6±1,2 2,8±0,6 3,5±1,9 2,3±1,5 
DME (seg) 241±29a 232±14a 450±53b 486±51b

Los valores corresponden a la media ± SEM.  Antes del experimento no se observó 

producción de esperma. Los valores en una misma fila con diferente superíndice 

son estadísticamente diferentes (P < 0,05).  
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5.3. Discusión 

El tratamiento de peces planos con GnRHa generalmente aumenta la 

concentración de andrógenos en plasma (Harmin y Crim, 1993; Vermeirssen 

et al., 1998, 2000; Pankhurst y Poortenaar, 2000; Moon et al., 2003; Capítulo 

4), esteroides C21, la hidratación del esperma (Vermeirssen et al., 1998, 

2004; Martin-Robichaud et al., 2000; Tvedt et al., 2001; Moon et al., 2003; 

Lim et al., 2004) y/o la motilidad de los Spz (Clearwater y Crim, 1998; Ver-

meirssen et al., 2004).  Sin embargo, en la generación F1 de lenguado sene-

galés, así como en otras especies, GnRHa es aparentemente inefectivo a la 

hora de incrementar la producción de esperma, incluso aunque la concentra-

ción de andrógenos en plasma sí aumente tras el tratamiento (p.e. Berlinsky 

et al., 1996, 1997; Capítulo 4). Una disfunción reproductiva así podría de-

berse a una desconexión del proceso de espermatogénesis y/o del de esper-

miación tras un largo periodo en cautividad. Una situación similar se observa 

en la platija del Norte, donde los machos en condiciones de cautividad sue-

len tener un esperma anormalmente denso y unas concentraciones de este-

roides sexuales de hasta 100 veces inferiores (Vermeirssen et al., 1998) a las 

observadas en individuos salvajes (Scott y Vermeirssen, 1995).  

En este trabajo, los machos fueron mantenidos bajo un régimen de 

temperatura controlada y por debajo de 10ºC durante aproximadamente 3 

semanas en invierno (Fig. 5.1.). Bajo estas condiciones de temperatura, el 

análisis histológico demostró que el tratamiento con GnRHa es capaz de 

promover ligeramente la espermatogénesis y aumentar la producción de 

esperma, mientras que la hidratación parece no ser afectada (Tablas 5.1. y 

5.2.). Estas observaciones podrían estar indicando que las bajas temperaturas 

durante el momento de la recrudescencia testicular pueden beneficiar el pro-
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ceso de espermatogénesis en el lenguado senegalés. Sin embargo, el trata-

miento con GnRHa fue aplicado en este estudio en machos con un desarrollo 

testicular diferente al de los machos empleados en los experimentos anterio-

res (Capitulo 4), y por tanto, estas diferencias podrían explicar un efecto 

distinto del GnRHa sobre el proceso de espermatogénesis y de espermiación. 

Este punto deberá ser investigado con más detalle en el futuro. 

Con el fin de aumentar el efecto de GnRHa sobre la producción de 

esperma, esta hormona fue aplicada en combinación con OA, la cual es un 

precursor inmediato de la biosíntesis de 11-KT a través de su conversión por 

el enzima 17β-hidroxi-esteroide deshidrogenasa (17β-HSD) presente en 

testículo y otros tejidos en peces (Mayer et al., 1990a; Schulz y Blüm, 1991). 

En humanos, así como en el ratón y en rata, se ha demostrado recientemente 

que la reducción de androstenediona a testosterona es catalizada por el enzi-

ma 17β-HSD de tipo 3, y se ha demostrado que OA es el substrato de este 

enzima no sólo en el pez cebra (Danio rerio) sino también en humanos 

(Mindnich et al., 2005). Según estas observaciones, se puede hipotetizar que 

la administración de GnRHa+OA en machos puede resultar en una fuente 

adicional de 11-KT, independiente de la estimulación gonadotrópica y de los 

mecanismos reguladores a nivel cerebro-hipófisis, que podría potenciar la 

estimulación de la espermatogénesis por parte de GnRHa. De modo consis-

tente con esta hipótesis, los machos tratados con GnRHa+OA mostraron un 

incremento de los niveles plasmáticos de 11-KT más fuerte y sostenido que 

los machos tratados sólo con GnRHa (Fig. 5.2.B). De esta manera, los ma-

chos tratados con GnRHa y la dosis más alta de OA (7 mg/kg) mostraron 

más Lc por cluster y una mayor proporción de Spd por LS en el testículo que 

los machos tratados sólo con GnRHa (Tabla 5.1.). Estos datos demuestran 

que el tratamiento con GnRHa+OA efectivamente acelera el proceso esper-



Capítulo 5. 

165

matogénico en el lenguado senegalés, aunque permanece por ser demostrado 

si OA administrado sin GnRHa es capaz también de producir el mismo estí-

mulo por sí mismo. De todas formas, un dato muy interesante es que OA 

disminuyó el volumen de esperma pero aumentó casi aproximadamente al 

doble la motilidad de los Spz (Tabla 5.2.). Por lo tanto, estos datos indican 

que la aceleración de la espermatogénesis por OA podría estar asociada con 

la producción de Spz más capacitados, y de este modo, más motiles. Esta 

situación podría ser similar a la que se ha observado en la anguila europea 

(Anguilla anguilla), donde la motilidad de los Spz aumenta aproximadamen-

te un mes tras el tratamiento con hormona coriónica humana (Pérez et al., 

2000). 

La estimulación de la espermatogénesis y la motilidad espermática 

por OA podría no deberse a un efecto directo de ésta, sino al aumento en la 

producción de esteroides C21 que son los candidatos más adecuados a ser 

hormonas inductoras de la espermiación (Baynes y Scott, 1985; Yueh y 

Chang, 1997; Thomas, 1999; Vermeirssen et al., 2000; Miura y Miura, 

2003). Para investigar este punto se determinaron los niveles plasmáticos de 

varios esteroides C21, como 17,20βP, 17,20αP y 20βS, los cuales están po-

tencialmente relacionados con el proceso de espermiación en el lenguado 

senegalés. Sin embargo, los niveles plasmáticos de estas hormonas en estado 

libre, así como de 11-S, resultaron ser indetectables (< 0,2 ng/ml). Al igual 

que los datos obtenidos por García-López et al. (2006ab), la concentración 

en plasma de 17,20βP fue detectada en plasma a niveles inferiores a 1 ng/ml 

(aunque en nuestro trabajo, 17,20βP estuvo por debajo de 0,2 ng/ml en más 

del 50% de los machos analizados). Considerando ambos trabajos, sería 

cuestionable si aquello que estamos cuantificando por RIA es de hecho 
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17,20βP. A estos niveles tan bajos de cuantificación, tan próximos al límite 

de detección de la técnica (1,9 pg/ml), existe la posibilidad de estar cuantifi-

cando componentes no específicos. 

En contraste con las concentraciones libres de 17,20βP, los niveles 

de 17,20βP libre + sulfatada y sus metabolitos, no sólo resultaron detecta-

bles, sino que además resultaron ser más elevados en machos tratados con 

GnRHa+OA que en el resto de los grupos durante las primeras dos semanas 

de experimento (Fig. 5.3.). El aumento de los metabolitos de 17,20βP en el 

plasma de lenguado después del tratamiento con GnRHa fue sin embargo 

menor (< doble) en comparación con los que se han observado en la platija y 

el fletan (> 100 veces mayores) (Vermeirssen et al., 1998, 2004). Esta dispa-

ridad podría ser debida a la diferencia de IGS que existe entre estas especies, 

ya que los testículos del lenguado senegalés son de un tamaño muy pequeño 

(aproximadamente 0,07% de la masa total del cuerpo; García-López et al., 

2005, 2006ab; Tabla 5.1.). No obstante, las concentraciones libres + sulfata-

das de 17,20βP y sus metabolitos mostraron una correlación negativa respec-

to a las concentraciones de 17,20βP en el testículo (Fig. 5.4.), lo que sugiere, 

aunque no demuestra, que los andrógenos podrían estimular la conjugación y 

metabolización de 17,20βP en testículo. 

El lenguado senegalés podría representar una de las especies en las 

cuales, aparentemente, 17,20βP puede no estar relacionada con la espermia-

ción, ya que este esteroide o no se ha podido cuantificar, o está presente en 

concentraciones muy bajas y constantes a lo largo del ciclo reproductor 

(García-López et al., 2006ab; este trabajo). Sin embargo, en línea con datos 

provenientes de otras especies, como la platija del Norte (Scott et al., 1997; 

Inbaraj et al., 1997; Vermeirssen et al., 1998), el lenguado de invierno (Pleu-
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ronectes americanus; Canario, 1991), el fletan del Atlántico (Vermeirssen et 

al., 2000, 2004) y el pez ayu (Plecoglossus altivelis; Suzuki et al., 1981), 

17,20βP está muy probablemente producida en los testículos, pero no se 

puede cuantificar en plasma debido a su rápida transformación en 17,20βP 

sulfatada o glucoronidada y/o reducida a sus metabolitos 5β. La presencia de 

estos metabolitos en el plasma de los machos de lenguado refuerza la idea de 

que 17,20βP puede jugar un papel muy importante en el proceso de esper-

miación, como ya ha sido sugerido (García-López et al., 2006b). La cuestión 

que todavía no ha sido resuelta, no obstante, es si estos metabolitos tienen 

algún tipo de función fisiológica por sí mismos. En favor de esta idea, existe 

el hecho de que en el macho de la platija del Norte, el metabolito 3β-

17,20βP-5β es equipotente a 17,20βP para unirse a su receptor putativo y 

estimular la hidratación del esperma (Mugnier et al., 1999).  

En conclusión, en este trabajo hemos mostrado que el tratamiento de 

machos adultos de lenguado senegalés con GnRHa en combinación con OA 

incrementa los niveles circulantes de 11-KT y de 17,20βP libre+sulfatada, 

así como sus metabolitos 5β-reducidos. De modo remarcable, este tratamien-

to aceleró el proceso de espermatogénesis y la motilidad espermática, aun-

que disminuyó el volumen de esperma producido. Así, aunque se requieren 

estudios adicionales para identificar los mecanismos de acción de los este-

roides sexuales en el testículo del lenguado senegalés, este trabajo sugiere 

que el tratamiento de GnRHa+OA puede ser utilizado como una terapia 

hormonal para mejorar algunas disfunciones reproductoras de los machos de 

esta especie en condiciones de cautividad. 





RESUMEN 





Resumen 

171

RESUMEN 

Capítulo 2. Caracterización molecular del receptor de vitelogenina 

(VtgR) y de la proteína de unión a ácidos grasos 11 (FABP11) en el len-

guado senegalés (Solea senegalensis) 

Se han aislado y caracterizado los ADNc completos codificantes de la 

proteína de unión a ácidos grasos 11 (FABP11) y dos isoformas del receptor 

de lipoproteínas de muy baja densidad/vitelogenina (VtgR), una de ellas con 

el dominio de unión a azúcares (VtgR+), y otra sin él (VtgR-). El estudio 

filogenético sugiere que FABP11 pertenece a un nuevo grupo relacionado 

con FABP3 y FABP7. EL análisis de expresión mediante la reacción en ca-

dena de la polimerasa transcriptasa inversa (RT-PCR), revela elevados nive-

les de los dos tránscritos de vtgr en el ovario de lenguado, y en menor grado, 

en tejidos somáticos. El ARNm de fabp11 se expresa fuertemente en ovario, 

hígado y tejido adiposo, y también se detectan niveles bajos en corazón, 

músculo, riñón y testículo. El análisis mediante hibridación in situ sobre 

ovarios en diferentes estadios de desarrollo, mostró elevados niveles del 

ARNm de vtgr y fabp11 en oocitos previtelogénicos, mientras que no se 

detectó ningún tipo de señal en oocitos vitelogénicos. La expresión de 

fabp11 se detectó solamente en las células somáticas que envuelven los ooci-

tos (células de la granulosa y de la teca), y parecía ser elevada en folículos 

atrésicos. La cuantificación de ambos transcritos mediante RT-PCR cuantita-

tiva (qPCR) indicó que la acumulación de vtgr y fabp11 en el ovario muestra 

una correlación positiva con el porcentaje de folículos en previtelogénesis y 

atresia, respectivamente. Estos resultados sugieren que los niveles de expre-

sión de vtgr pueden ser empleados como marcadores funcionales para cuan-
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tificar el número de oocitos reclutados en vitelogénesis. Asimismo, el 

ARNm de fabp11 puede ser útil como marcador molecular para determinar 

procesos celulares y factores medioambientales que regulan la atresia folicu-

lar en el lenguado y en otros peces teleósteos. 

Capítulo 3. Estudio del proceso de vitelogénesis en el lenguado senegalés 

(Solea senegalensis) durante el ciclo reproductor  

En este estudio, se ha desarrollado un ELISA competitivo para la 

cuantificación de vitelogenina (Vtg) en plasma de lenguado senegalés. Dicho 

ensayo se ha basado en la utilización de Vtg de lenguado purificada por 

cromatografía en columna y liofilizada, y un anticuerpo comercial específico 

anti-Vtg de Solea senegalensis. La pureza de la Vtg purificada, obtenida a 

partir de machos de lenguado tratados con 17β-estradiol (E2) se analizó me-

diante SDS-PAGE. La sensibilidad del ELISA al 90% de unión fue de 1,72 

ng/pocillo (171,69 ng/ml),  el coeficiente de variación (CV) inter-ensayo al 

50 % de unión fue de 1,44±0,69 % (n= 2),  y el CV intra-ensayo (calculado a 

partir del duplicado de las muestras) fue 4,27±1,88 % (n = 2). Los niveles de 

Vtg y E2 en plasma de hembras de lenguado durante el ciclo reproductor 

bajo condiciones naturales de temperatura y fotoperiodo fueron cuantifica-

dos. Las hembras mostraron los niveles más altos de Vtg (438,58±82,27 

µg/ml) y E2 (6,56±2,52 ng/ml) en plasma entre dos y tres meses antes del 

periodo de puesta, momento en que se observa un aumento del IGS y un 

incremento del porcentaje de oocitos vitelogénicos en ovario. La acumula-

ción del ARNm de vtgr, determinada mediante qPCR, mostró unas variacio-

nes opuestas, ya que su expresión disminuyó al aumentar el porcentaje de 
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oocitos vitelogénicos. Estos datos indican que el ELISA desarrolado para el 

lenguado senegalés es válido para determinar las variaciones estacionales 

relativas de Vtg en hembras. Los resultados de la expresión de vtgr, junto 

con las observaciones realizadas en el capítulo 2, sugieren que la transcrip-

ción de este gen ocurre principalmente durante los estadios iniciales de desa-

rrollo ovárico, justo antes de que el receptor sea necesario para la captación 

de la Vtg plasmática y el inicio del crecimiento oocitario. 

Capítulo 4. Inducción a la puesta en cautividad del lenguado senegalés 

(Solea senegalensis).

En este capítulo se ha investigado la efectividad del tratamiento con un 

análogo de la hormona liberadora de las gonadotropinas, [D-Ala6, Pro9, NEt] 

GnRHa (GnRHa), para inducir la puesta o la espermiación de hembras y 

machos de lenguado, respectivamente. En este estudio se han comparado dos 

métodos de administración de GnRHa: inyección intramuscular o colocación 

de implantes con liberación sostenida de GnRHa. 

Los animales fueron tratados con GnRHa durante la primavera (abril-

mayo) o el otoño (octubre), que son las estaciones del año durante las cuales 

se produce la reproducción del lenguado. Durante la primavera, las hembras 

inyectadas con una dosis de 5 μg GnRHa/kg tres veces por semana, o trata-

das con un único implante cargado con GnRHa (50 μg/kg) mostraron múlti-

ples ovulaciones y puestas durante un periodo aproximado de 30 días. Las 

concentraciones plasmáticas de 17β-estradiol (E2) en las hembras fueron 

elevadas a partir del día 7 post-tratamiento, precediendo a las puestas con 

mayor producción de huevos, al mismo tiempo que descendían los niveles de 
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testosterona (T). Durante el otoño, sin embargo, las hembras alteraron su 

respuesta al tratamiento con GnRHa, siendo la dosis de 5 μg GnRHa/kg in-

efectiva a la hora de inducir la puesta, mientras que la dosis de 1 μg 

GnRHa/kg produjo varias. De acuerdo con esto, las concentraciones plasmá-

ticas de E2, mostraron un pequeño aumento tras la inyección con 1 μg 

GnRHa/kg. Contrariamente a las hembras, tanto la inyección como el im-

plante de GnRHa en machos no fueron efectivos a la hora de aumentar la 

espermiación o la producción de espermatozoides, independientemente de la 

estación en que los tratamientos fueron administrados. Sin embargo, el tra-

tamiento con GnRHa  aumentó los niveles plasmáticos de T y 11-

ketotestosterona (11-KT) durante la primavera, mientras que en otoño los 

niveles de andrógenos en plasma disminuyeron tras el tratamiento.  

Estos resultados sugieren que la administración de GnRHa durante la 

primavera, tanto por inyección como por implante, es un tratamiento efecti-

vo para inducir múltiples ovulaciones y puestas en hembras de lenguado 

senegalés. Sin embargo, estos tratamientos parecen ser ineficaces para esti-

mular la producción de esperma en los machos.  

Capítulo 5. Estimulación de la espermatogénesis y aumento de la motili-

dad espermática en machos de lenguado senegalés (Solea senegalensis) 

mediante tratamientos hormonales 

En este estudio se investigó el efecto de la 11-ketoandrostenediona (OA) 

sobre los niveles plasmáticos de esteroides sexuales y la espermatogénesis 

en machos de lenguado senegalés implantados con GnRHa. Los machos 
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fueron tratados con salino (control) o con implantes de GnRHa (50 μg/kg) en 

presencia o ausencia de OA (2 ó 7 mg/kg) durante un periodo de 28 días. El 

tratamiento sólo con GnRHa estimuló ligeramente la espermatogénesis y la 

producción de esperma con respecto a los animales control, y esto fue aso-

ciado con el aumento de 11-ketotestosterona (11-KT) en plasma el día 7 y 

de los metabolitos 5β-reducidos de 17α,20β-dihidroxi-4-pregnan-3-ona 

(17,20βP) hacia el día 28. En cambio, el tratamiento con GnRHa+OA au-

mentó las concentraciones plasmáticas de 11-KT y de metabolitos 5β-

reducidos de 17α,20βP los días 7, 14, y 21. Después del día 28, los testículos 

de los machos tratados con GnRHa+OA mostraron un número menor de 

espermatogonias B y espermatocitos I, y un número mayor de espermátidas 

que los machos tratados sólo con GnRHa. Además, la motilidad de los es-

permatozoides producidos por los machos tratados con GnRHa+OA aumen-

tó casi el doble que la de los machos tratados sólo con GnRHa, mientras que 

los niveles plasmáticos de 17,20βP mostraron una disminución respecto a los 

grupos no tratados con OA, existiendo pues una correlación inversa entre el 

contenido de 17,20βP libre en testículo y la concentración de metabolitos 

5β-reducidos, libres+conjugados, de 17,20βP en plasma. 

Estos resultados sugieren que el tratamiento de machos de lenguado se-

negalés con GnRHa+OA estimula la espermatogénesis, produciéndose es-

permatozoides con una mayor motilidad. Estos efectos podrían estar media-

dos por un aumento de 11-KT y/o 17,20βP en la gónada, siendo este último 

esteroide rápidamente metabolizado a 17,20βP-5β. Futuros estudios son 

necesarios para identificar los mecanismos endocrinos implicados. 
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CONCLUSIONES 

7.1. Se ha caracterizado el ADNc codificante del receptor de lipoproteínas de 

muy baja densidad/vitelogenina (Vtg) en el lenguado senegalés, vtgr, y 

estudiado su modelo temporal y espacial de expresión génica. Nuestros 

resultados indican que el nivel de transcritos de vtgr puede ser utilizado 

como marcador molecular del número de oocitos reclutados en vitelogé-

nesis. 

7.2. Se ha caracterizado una nueva proteína de unión a ácidos grasos (FABP) 

en el lenguado senegalés, a la que hemos denominado FABP11. Filoge-

néticamente, esta proteína está incluida dentro de una nueva subfamilia 

relacionada en el grupo FABP3/FABP7, la cual ha sido encontrada ex-

clusivamente en peces teleósteos. 

7.3. En el ovario, el ARNm de FABP11, fabp11, se detecta exclusivamente 

en las células somáticas de los folículos atrésicos. La acumulación de es-

tos transcritos en el ovario muestra una correlación positiva significativa 

con el porcentaje de folículos atrésicos, lo que sugiere que fabp11 puede 

ser un excelente marcador molecular de atresia ovárica en el lenguado. 

7.4. Se ha validado un método ELISA competitivo específico para determi-

nar la concentración de Vtg en plasma en el lenguado senegalés. Este 

método ha demostrado ser válido para detectar variaciones estacionales 

relativas de Vtg durante el ciclo reproductor en hembras.  
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7.5. El estudio de los niveles circulantes de 17β-estradiol (E2) y Vtg, así co-

mo los cambios en el desarrollo ovocitario y en la expresión de vtgr, en 

hembras de lenguado sugieren que la transcripción del gen vtgr ocurre 

predominantemente durante los estadios iniciales de desarrollo ovocita-

rio, justo antes de que el receptor sea necesario para la captación de la 

Vtg plasmática e iniciar el crecimiento del oocito. 

7.6. El tratamiento hormonal de hembras F1 de lenguado senegalés con 

GnRHa, tanto mediante inyecciones sucesivas como mediante implantes 

de liberación sostenida, es eficaz para inducir la ovulación y la puesta. El 

tratamiento con GnRHa de machos es aparentemente ineficaz para au-

mentar la producción de esperma o de espermatozoides, lo que puede 

causar que los huevos producidos por hembras tratadas con GnRHa no 

resulten fertilizados.  

7.7. El tratamiento de machos adultos con GnRHa en combinación con 11-

ketoandrostenediona (OA) incrementa los niveles circulantes de 11-

ketotestosterona (11-KT), acelerando la espermatogénesis y la produc-

ción de espermatozoides con una alta motilidad. Este mecanismo podría 

estar relacionado con la estimulación de la síntesis de 17α,20β-

dihidroxi-4-pregnan-3-ona (17,20βP) en el testículo que sería rápida-

mente convertida en metabolitos 5β-reducidos.  

7.8. Por tanto, el tratamiento de machos de lenguado senegalés con 

GnRHa+OA puede ser empleado como potencial terapia hormonal para 

mejorar disfunciones reproductivas en condiciones de cautividad. 
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