Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 145-152

BOLETIN. INSTITUTO ESPANOL DE OCEANOGRAFIA

ISSN: 0074-0195

© Instituto Espanol de Oceanografia, 2002

Mecanismos fisiologicos durante la hidratacion
del huevo de teleosteos: hacia el desarrollo de nuevos
meétodos de criopreservacion

J. Cerda

Centro de Acuicultura-IRTA. Ctra. Poble Nou, km 6. E-43540 San Carles de la Rapita (Tarragona), Espana. Correo
electronico: joan.cerda@irta.es

Recibido en julio de 2001. Aceptado en febrero de 2002.

RESUMEN

El futuro desarrollo del cultivo de peces marinos requiere la disponibilidad de lineas domes-
ticadas con un 6ptimo crecimiento y eficiencia reproductora. No obstante, los programas de se-
leccién genética necesitan de eficaces métodos de criopreservacion, tanto de gametos como de
embriones, lo que permite el establecimiento de bancos genéticos completos y la correcta distri-
bucion de los individuos seleccionados dentro de la industria. Hasta la fecha, tanto los métodos
de congelacion controlada como de vitrificacion de embriones de peces han dado como resulta-
do tasas muy bajas de supervivencia, debido principalmente a su baja permeabilidad a las sus-
tancias crioprotectoras y a su elevado contenido en agua (hidrataciéon). En esta breve revision se
resumira el conocimiento actual sobre los mecanismos biologicos implicados durante la hidrata-
cion de los huevos (y embriones) de peces, aspecto de enorme trascendencia para su criocon-
servacion. Algunos de los recientes hallazgos en este campo pueden suponer el punto de parti-
da para el desarrollo de nuevas estrategias biotecnologicas dirigidas a la criopreservacion de
gametos femeninos y embriones de peces de interés acuicola.

Palabras clave: Teleosteos, oocito, maduracion meibtica, hidratacion, embrion, criopreserva-
cion, vitrificacion.

ABSTRACT

Physiological mechanisms during egg hydration in teleosts: Towards the development of new cryopre-
servation methods

The development of marine fish farming requires the availability of domesticated fish strains presenting
optimum growth and reproduction levels. Moreover, breeding programs, need efficient cryopreservation met-
hods for both gametes and embryos, making it possible to establish comprehensive genetic banks distributing
selected individuals within the aquaculture industry. However;, both controlled freezing and vitrification tech-
niques have resulled in very low survival rates for fish embryos, mainly due to the embryo’s low permeability
to cryoprotectants and their remarkable water content (hydration). In this short review, we summarise current
knowledge of the biological mechanisms leading to the hydration of fish eggs. Some of the recent findings in
this field may be the starting point for biotechnological strategies divected towards the development of new cr-
yopreservation methods for female gameles and embryos from aquacultural fish species.

Keywords: 'Teleost, oocyte, meiotic maturation, hydration, embryo, cryopreservation, vitrification.
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INTRODUCCION

La investigacién sobre la biologia de la repro-
duccion de teleésteos marinos de interés para la
acuicultura se ha dirigido en los ultimos anos ha-
cia la optimizacion de métodos de control de la re-
produccion en cautividad y del cultivo larvario.
Los resultados de esta investigacién han conduci-
do a importantes avances en la industria piscicola
como, por ejemplo, el desarrollo de tecnologias
para la induccién de la puesta fuera de la época
natural de reproduccion (Zohar y Mylonas, 2001).
No obstante, para el futuro desarrollo de la pisci-
cultura marina todavia es necesario la optimiza-
cion, asi como la adecuacion para cada especie en
particular, de aspectos esenciales para la rentabili-
dad de los cultivos, como el control de la ovulacion
y la calidad de los gametos, la nutricion de larvasy
alevines o la disponibilidad de lineas o razas «do-
mesticadas».

Recientemente, en la industria de produccion de
la dorada Sparus auwratus Linnaeus, 1758, la lubina
Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) o el rodaballo
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) se ha mani-
festado la necesidad de iniciar programas de selec-
cion genética con el fin de obtener poblaciones me-
jor adaptadas a las condiciones de cultivo, con un
optimo crecimiento y eficiencia reproductora. Para
la obtencién de lineas mejoradas de peces, no obs-
tante, deben aplicarse métodos que aseguren la per-
manencia de los caracteres seleccionados, tanto ma-
ternos como paternos, a lo largo de las sucesivas
generaciones. En acuicultura estos métodos resul-
tan especialmente costosos, ya que aunque se dis-
pone de métodos para la criopreservacion de es-
perma, la tecnologia para la eficaz criopreservacion
de gametos femeninos y embriones de peces no ha
sido todavia establecida. Esta situacion encarece en
gran medida cualquier programa de seleccion ge-
nética sobre peces, ya que la imposibilidad de pre-
servar especimenes biolégicos a largo plazo obliga
al mantenimiento de grandes instalaciones para in-
ducir los cruzamientos deseados, asi como para
conservar las familias y poblaciones seleccionadas.
Asimismo, la carencia de estas técnicas de criocon-
servacion imposibilita la creacion de bancos genéti-
cos completos de las lineas seleccionadas, produce
una dependencia de las condiciones ambientales
para inducir la puesta de los reproductores, y difi-
culta el transporte de embriones entre los centros
de produccion.

146

Mecanismos durante la hidratacion del huevo de peces

Hasta la fecha han fracasado numerosos intentos
para conseguir la criopreservacion de embriones
de peces, lo que representa un importante obstacu-
lo para la aplicacion de métodos genéticos o bio-
tecnologicos en acuicultura. En esta breve revision,
se expondran algunos de los principales obstaculos
biologicos para la criopreservaciéon que presentan
los huevos y embriones de peces marinos y, espe-
cialmente, se trataran las causas y consecuencias de
su remarcable hidratacion, aspecto de enorme tras-
cendencia para la crioconservacion.

PROBLEMATICA DE LA CRIOCONSERVACION
DE GAMETOS Y EMBRIONES DE PECES

La conservacion a largo plazo de gametos y em-
briones animales se ha realizado tradicionalmente
mediante técnicas de criopreservacion, las cuales
se deben optimizar para cada especie y tipo de es-
pécimen en particular, con el fin de preservar al
maximo su posterior viabilidad. Estas técnicas con-
sisten basicamente en la congelacion en contacto
con agentes crioprotectores, como el dimetilsulf6-
xido, glicerol, metanol, polietilenglicol, sucrosa,
etc., bajo diferentes velocidades de congelacion, lo
cual reduce la formacién de hielo intracelular que
es el principal causante de la mortalidad celular
durante la criopreservacion. Los crioprotectores
pueden emplearse a altas concentraciones (2-6 M o
mas), lo que lleva a la solidificacion del liquido por
una elevacion extrema de su viscosidad durante
una congelacion rapida. Este método, conocido
como vitrificacion, ha sido empleado con éxito pa-
ra la crioconservacion de tejidos y embriones ani-
males y vegetales (Gabor, 2000; Rall, 1993). En es-
pecies de teleosteos cultivadas, las técnicas de
criopreservacion de esperma han resultado efica-
ces en un gran numero de especies, obteniéndose
suficientes tasas de viabilidad de los espermatozoi-
des después de la descongelacion (Suquet et al.,
2000). No obstante, cuando las técnicas de conge-
lacion controlada o de vitrificaciéon han sido em-
pleadas sobre gametos femeninos o embriones de
peces, los resultados no han sido satisfactorios, ya
que los especimenes que se obtienen muestran una
baja fertilizabilidad y supervivencia después de la
descongelacion (Rall, 1993; Hagedorn et al., 1998).

Los embriones de peces, a diferencia de otros
embriones animales que no acumulan grandes can-
tidades de vitelo, representan sistemas biologicos
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multicompartimentales de dificil criopreservacion.
La introduccién de solutos en el embrién para evi-
tar la formacion de hielo intracelular es crucial pa-
ra el éxito del proceso de criopreservacion, y la ba-
ja permeabilidad de los embriones de peces a la
mayoria de los crioprotectores es posiblemente la
principal causa de los efectos letales de la vitrifica-
cion sobre estos organismos (Zhang y Dawson,
1996). En los embriones de teleosteos, ademas del
corion exterior, se encuentran membranas celula-
res de variable permeabilidad a los solutos, como la
membrana que rodea al vitelo separando al blasto-
dermo (membrana vitelina) cuya baja permeabili-
dad parece ser el principal obstaculo para la pene-
tracion de los crioprotectores en el vitelo del
embrion (Hagedorn et al., 1998). Recientes estu-
dios han identificado también que la alta sensibili-
dad del embrion a las bajas temperaturas puede es-
tar relacionada en parte con la ineficacia de los
meétodos de criopreservacion (Zhang y Dawson,
1995). No obstante, las caracteristicas ultraestruc-
turales de la membrana vitelina todavia no expli-
can satisfactoriamente la baja incorporacion de los
solutos crioprotectores en el vitelo, al menos en al-
gunas especies como el pez zebra, Danio rerio
(Hamilton, 1822) (Rawson et al., 2000) y, por tanto,
otros aspectos como la permeabilidad de las es-
tructuras que rodean las vesiculas de vitelo o la mis-
ma composicion bioquimica de éste podrian afec-
tar, asimismo, la permeabilidad de los embriones
de peces a los crioprotectores.

Los gametos femeninos y embriones pelagicos
de teleosteos presentan, ademas, otro obstaculo, de
consecuencias incluso mas determinantes para su
criopreservacion, como es su elevado contenido en
agua. Los huevos pelagicos experimentan una re-
marcable hidratacion durante su formacion, lle-
gando a alcanzar el contenido de agua en el huevo
y en los embriones tempranos hasta el 95 % de su
peso. Esta caracteristica, junto con la baja permea-
bilidad del embrién a los crioprotectores, convier-
te a estos especimenes en sistemas muy complejos
para su criopreservacion debido a su elevado reser-
vorio para la formacion de hielo intracelular du-
rante la congelacion. El proceso de hidratacion del
huevo es, pues, de enorme trascendencia para la
criopreservacion de embriones de especies mari-
nas de interés en acuicultura, ya que muchas de
ellas producen gametos femeninos y embriones
muy hidratados. El conocimiento de los mecanis-
mos fisiol6gicos que conducen a la hidrataciéon de
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los gametos femeninos en estas especies puede ser,
por tanto, esencial para el diseno de métodos de vi-
trificacion mas adecuados a estas especies.

MECANISMOS FISIOLOGICOS DURANTE LA
HIDRATACION DEL HUEVO DE TELEOSTEOS

A diferencia de otros vertebrados, el 67-75 % del
volumen final del huevo de teledsteos se alcanza
durante la maduracion meiotica del oocito previa a
la ovulacion, la cual es inducida por la hormona
gonadotropa luteinizante (LH) a través de la sinte-
sis de los esteroides inductores de la maduracion
(MIS) por las células somaticas (foliculares) que
rodean al oocito. El cambio de volumen del oocito
durante la maduracién puede variar desde un lige-
ro 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, Wallace y Qi, 1993) hasta un aumento de
varias veces de magnitud en especies marinas
(Oshiro e Hibiya, 1981; Wallace y Selman, 1981;
Watanabe y Kuo, 1986; Craik y Harvey, 1987;
Adachi et al, 1988; LaFleur y Thomas, 1991;
Wallace et al., 1993; Cerda, Selman y Wallace,
1996). La incorporacién de agua por el oocito du-
rante la maduracion meioética, fenomeno denomi-
nado hidratacion, es la principal causa del aumen-
to de volumen de éste. De este modo, los huevos de
teleosteos pueden clasificarse en huevos demersa-
les, con una hidratacién y flotabilidad nula o muy
reducida, y huevos pelagicos, con un gran conteni-
do en agua (que puede llegar a alcanzar el 90-95 %)
y una flotabilidad positiva en la columna de agua,
lo que facilita tanto el aporte de oxigeno al em-
brién como su dispersion en el medio marino.

El modelo general actualmente aceptado para
explicar la hidratacion del oocito de peces, aunque
con numerosos interrogantes, asume que en los
huevos pelagicos la principal fuerza osmotica cau-
sante de la entrada de agua hacia el oocito es el au-
mento de la concentraciéon de aminoacidos libres
en éste, como consecuencia de la lisis de las protei-
nas del vitelo durante la maduracion meiotica. Por
el contrario, en los huevos demersales la presion os-
motica seria producida por el incremento en la con-
centracion de solutos inorganicos, como iones Na*,
K* o CI, en el oocito (figura 1). Entre los teleoste-
os con produccion de huevos pelagicos se encuen-
tran muchas de las especies actualmente cultivadas,
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Figura 1. Diagrama de los cambios de volumen del oocito asociados a la hidratacion durante la maduracion meidtica en
teleosteos que producen huevos pelagicos (flotantes), y principales mecanismos fisiologicos conocidos e hipotéticos impli-
cados. (VG): vesicula germinal; (FAA): aminoacidos libres.

como la dorada o la lubina, asi como otras con un volumen durante la maduracién meiética y de mo-

gran potencial de futuro para la acuicultura medi-  do independiente a la proteolisis del vitelo
terranea, como el denton Dentex dentex (Linnaeus, (Wallace y Selman, 1978; Greeley, Calder y Wallace,
1758), el pargo Pagrus pagrus (Linnaeus, 1758) o el 1986; McPherson, Greeley y Wallace, 1989).
lenguado Solea solea (Linnaeus, 1758) y S. senegalen- Posteriores estudios han demostrado que la hidra-
sis Kaup, 1858, mientras que muchos ciprinodonti- tacion del oocito de esta especie es inducida prin-
formes de agua dulce o marinos, como los funduli-  cipalmente por la acumulacion de iones K en el
dos (por ejemplo, Fundulus heteroclitus (Linnaeus, oocito (Greeley, Hols y Wallace, 1991; Wallace,
1766)), producen huevos demersales. Greeley y McPherson, 1992), el cual es traslocado

El notable aumento de volumen de los huevos desde las células foliculares a través de estructuras
de teleosteos durante la oogénesis fue inicialmente celulares de comunicaciéon quimica llamadas unio-
observado por Fulton hace mas de 100 anos nes intimas o gap junctions (Wallace, Greeley y
(Fulton, 1898), pero sus observaciones han sido McPherson, 1992; Cerda, Petrino y Wallace, 1993).
practicamente ignoradas durante mucho tiempo, En F. heteroclitus, no obstante, el supuesto mecanis-
lo que ha llevado actualmente a un gran descono-  mo que conduciria al aumento de la concentracion
cimiento de los mecanismos fisiolégicos implica-  de iones K* en el exterior del oocito, necesario pa-
dos. En 1978, Wallace y Selman descubrieron que ra establecer un gradiente de concentracion, no ha
los foliculos ovaricos de F. heteroclitus doblaban su sido todavia descubierto. Sin embargo, puede con-
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siderarse que la proteolisis de las proteinas del vi-
telo que acompana la maduraciéon del oocito (la
cual, muy probablemente, afecta las propiedades
de los péptidos para formar complejos con iones)
podria inducir la entrada pasiva de iones K" hacia
el oocito. Esta hipotesis, aunque no ha sido demos-
trada todavia, puede estar apoyada por la observa-
cion de que en esta especie la estimulacion hor-
monal de la maduraciéon meiodtica acelera la lisis
del vitelo (McPherson, Greeley y Wallace, 1989;
Cerda y Fabra, en preparacion). Finalmente, en es-
pecies de esciaénidos, como Micropogonias undula-
tus (Linnaeus, 1766) y Cynoscion nebulosus (Cuvier,
1830), si que han sido detectadas ATP-asas de
membrana Na*, K" en el foliculo ovarico, cuya acti-
vidad durante la maduracién meiética conduce al
aumento de iones K", Mg*" y Ca™ en el oocito in-
duciendo su hidrataciéon (LaFleur y Thomas,
1991). No obstante, no se conoce la localizacion ce-
lular en el foliculo ovarico de dichas ATP-asas.

En teleosteos, las proteinas del vitelo del oocito
que suponen la fuente energética para el desarro-
llo del embrion son almacenadas y procesadas por
el oocito a lo largo de su crecimiento a partir de la
incorporacion de la vitelogenina, fosfolipoglico-
proteina secretada por el higado bajo regulaciéon
estrogénica (Wallace, 1985). Recientes estudios
moleculares sugieren que tanto en peces como en
otros vertebrados existen al menos dos genes dis-
tintos codificadores de vitelogenina (Lee et al,
1994; LaFleur et al., 1995), y estas dos proteinas son
igualmente incorporadas por el oocito mediante
un proceso de endocitosis mediada por receptor
(Wallace, 1985; Stifani et al., 1990). La vitelogenina
es entonces inmediatamente procesada, aparente-
mente por la acciéon de la proteasa lisosémica ca-
tepsina D (Sire, Babin y Vernier, 1994; Brooks et al.,
1997; Carnevali et al., 1999a, b), en dos moléculas
distintas de menor peso molecular, la lipovitelina y
la fosvitina, las cuales son almacenadas en el oocito
en forma de vesiculas de vitelo rodeadas de mem-
brana (Wallace, 1985).

En los oocitos que han finalizado su crecimiento
e inician el proceso de maduracion meiotica para
convertirse en huevos se detecta una importante
acumulaciéon de aminoacidos libres (Craik vy
Harvey, 1987; Thorsen, Fyhn y Wallace, 1993;
Thorsen y Fyhn, 1996; Matsubara y Koya, 1997;
Selman, Wallace y Cerda, 2001). Este proceso es
concomitante a la desaparicion de ciertas proteinas
del vitelo de elevado peso molecular (Greeley,
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Calder y Wallace, 1986; Carnevali et al., 1992, 1993;
Matsubara et al, 1995; Okumura et al, 1995;
Matsubara y Koya, 1997; Selman, Wallace y Cerda,
2001), lo que sugiere que un segundo proceso de
proteolisis en el oocito supone la fuente de amino-
acidos causantes del aumento de la presion osmo-
tica (Craik y Harvey, 1987; Thorsen y Fyhn, 1996;
Matsubara y Koya, 1997; Selman, Wallace y Cerda,
2001). Este proceso parece ocurrir tanto sobre las
lipovitelinas como las fosvitinas (Matsubara et al.,
1999; Reith et al., 2001) y, recientemente, se ha su-
gerido que el diferente grado de lisis de las dos li-
povitelinas puede ser el factor que controle la dis-
ponibilidad de aminoacidos libres, tanto para la
hidratacion del oocito como para la nutriciéon del
futuro embrién (Matsubara et al., 1999). La catep-
sina L, una tipica cisteina proteinasa que también
se encuentra en los lisosomas ovocitarios, es capaz
de procesar in vitro la lipovitelina y muestra una al-
ta actividad hacia la mitad de la vitelogénesis
(Carnevali et al., 1999a), por lo que se piensa que
esta proteasa puede ser una de las enzimas impli-
cadas en la protedlisis del vitelo durante la madu-
racion del oocito. Sin embargo, los mecanismos pa-
ra la activacion de las catepsinas D y L durante la
vitelogénesis y la maduracion meiotica, asi como su
relaciéon con otras lipasas y catepsinas (B, K, S, u
otras), no son bien conocidos. Recientemente, no
obstante, se ha observado que el influjo de iones K*
que ocurre en los oocitos que produciran huevos
pelagicos (Milroy, 1898; Craik y Harvey, 1984;
Watanabe y Kuo, 1986; LaFleur y Thomas, 1991;
Thorsen y Fyhn, 1991; Selman, Wallace y Cerda,
2001) -el cual parece promover la disolucion de las
estructuras del vitelo y la fusion de las vesiculas del
oocito- podria ser uno de los mecanismos para la
activacion de las cisteina proteinasas lisosomicas
dependientes de pH (Selman et al., 2001).
Estudios in vitro demuestran que durante la for-
maciéon de los huevos, tanto pelagicos como de-
mersales, la incorporaciéon de agua al oocito du-
rante la maduracion meiodtica se produce en un
periodo de tiempo relativamente corto (por ejem-
plo, 6-10 h, a 20-25°C). Durante anos, este influjo
de agua hacia el oocito se ha considerado como un
trasiego pasivo a través de las membranas del foli-
culo ovarico, la mayor parte de ellas de naturaleza
lipidica y, por tanto, con cierta permeabilidad al
agua. No obstante, el reciente descubrimiento de
una nueva familia de proteinas de membrana ca-
nalizadoras de agua, llamadas aquaporinas (AQP),
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existentes tanto en procariotas como en eucariotas
(Nielsen y Agre, 1995), plantea la posibilidad del
papel de proteinas similares durante la hidratacion
del oocito de peces. Las AQP son canales molecu-
lares selectivamente permeables al agua y a otros
solutos (como la urea o el glicerol), y aparecen en
gran cantidad en tejidos animales que requieren
un rapido y eficiente trasiego acuoso, como los ta-
bulos proximales del rinén o varios de los tejidos
opticos (Nielsen y Agre, 1995; Borgnia et al., 1999).
En consecuencia, el foliculo ovarico en hidratacion
de teleosteos pelagicos es un tejido donde cabria
esperar la expresion de AQP. Esta hipotesis ha co-
menzado a ser comprobada mediante técnicas mo-
leculares, y los resultados preliminares confirman
la presencia de ARN mensajeros correspondientes
a AQP, tanto en ovarios hidratados como en huevos
no fertilizados de algunas especies pelagicas como
la dorada (Fabra y Cerda, en preparacion). Las im-
plicaciones de este hallazgo en los procesos fisiol6-
gicos conducentes a la hidratacion del oocito esta
siendo investigada en detalle.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los mecanismos biol6gicos que ocurren durante
el proceso de hidratacion del oocito de peces su-
gieren que en este complejo proceso previo a la
ovulacion pueden intervenir distintos componen-
tes celulares, como enzimas proteoliticas, ATP-asas,
canales i6nicos y de agua, etc. (figura 1), cuya acti-
vidad parece estar estrechamente regulada por la
hormona gonadotropa LH y los MIS. No obstante,
los mecanismos de regulacion molecular ejercidos
por la LH sobre los procesos intracelulares que
conducen al proceso de hidrataciéon del oocito no
son bien conocidos. Por ejemplo, aunque se ha su-
gerido que el proceso de hidratacion depende de
la activacion de mecanismos genémicos en el ooci-
to por los MIS (LaFleur y Thomas, 1991), los genes
que pueden ser especificamente controlados (por
ejemplo, catepsinas, canales moleculares) todavia
no han sido identificados. No obstante, el conoci-
miento en profundidad de los componentes y vias
intracelulares implicados en la hidratacién del ooci-
to de peces puede ser de gran importancia para el
desarrollo de nuevos métodos de criopreservacion
de huevos y embriones, ya que su posible manipu-
lacion podria reducir la hidratacion de estos espe-
cimenes o aumentar su permeabilidad a los crio-
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protectores. En este sentido, el estudio del control
genético y modo de accion de las AQP ovaricas
puede tener una gran aplicacion para la criopre-
servacion debido a la selectiva permeabilidad de al-
gunas de estas proteinas a sustancias crioprotecto-
ras como el glicerol. El creciente desarrollo de la
gendmica y proteémica aplicada al conocimiento
de la accion de estos genes en peces debera permi-
tir, en un futuro cercano, el desarrollo de técnicas
biotecnologicas en acuicultura dirigidas a la opti-
mizacion de los métodos de criopreservacion.
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