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1.RESUMEN-ABSTRACT

La demanda de una nutricion de calidad que resulte sostenible supone uno de los
principales retos para la sociedad actual. La acuicultura surge como una de las posibles
soluciones a este dilema, no obstante, no todas las especies resultan susceptibles de ser
cultivadas. EI medregal (Seriola dumerili), es un pez perciforme con gran potencial, sin
embargo, los problemas para su reproduccion en cautividad dificultan su exitosa
produccion. La nutricion ha sido reconocida como un factor fundamental para el buen
desarrollo reproductivo. El objetivo de este trabajo fue valorar el efecto de dos dietas de
distinto perfil de acidos grasos (dieta control y dieta experimental), sobre la composicion
lipidica de dos gametos de S. dumerili. Aunque la dieta experimental promueve una
mayor proporcion de lipidos polares en los gametos, el cambio no resulté significativo
durante el tiempo ensayado. Sin embargo, el esperma y especialmente los ovocitos de los
peces experimentales mostraron contenidos al alza de ARA y DHA, generando relaciones
ARA/EPA y DHA/EPA significativamente superiores, frente a los gametos control que
mostraron niveles significativamente superiores de 20:1n-9 y 22:1n-11, siendo también
el EPA significativamente méas elevado en los ovocitos de los peces control. Se puede
concluir, por lo tanto, que la dieta afecta a la composicién de acidos grasos de los gametos
de ambos sexos. Si bien las gonadas de esta especie en su estado natural muestran
contenidos superiores de lipidos polares, ARA'y DHA, que la de ejemplares cautivos, en
futuros estudios cabria determinar si los cambios inducidos por la dieta experimental se
traducen en un mayor éxito reproductivo de la especie.

Palabras clave: ARA, composicién lipidica, EPA, DHA, nutricidn, reproduccion,

Seriola dumerili.

The demand for a sustainable quality nutrition is one of the main challenges of today's
society. Aguaculture emerges as one of the possible solutions to this dilemma, however,
not all species are appropriate for farming. The amberjack (Seriola dumerili) is a
perciform fish with great potential, however, the problems regarding its reproduction in
captivity hamper its successful production. Nutrition has been recognized as a
fundamental factor for good reproductive development. The objective of this study was
to evaluate the effect diets with different fatty acid profiles (control diet and experimental
diet) on the lipid composition of S. dumerili gametes. Although experimental diet
promotes a higher proportion of polar lipids in the gametes, the changes were not

statistically significant during the experiment period. Sperm and especially oocytes of
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experimental fish showed upward contents of ARA and DHA, generating significantly
higher ARA/EPA and DHA/EPA ratios, compared to control gametes that showed
significantly higher levels of 20:1n-9 and 22:1n-11, with EPA also being significantly
higher in oocytes of control fish. It can be concluded, therefore, that diet affects the fatty
acid composition of gametes of both sexes. Although the gonads of this species in their
natural state show higher contents of polar lipids, ARA and DHA than those of captive
specimens, future studies could determine whether the changes induced by the
experimental diet translate into higher reproductive success of the species.

Keywords: ARA, EPA, DHA, lipid composition, nutrition, reproduction, Seriola

dumerili.



2. INTRODUCCION

2.1. Sobreexplotacién de los recursos marinos

Se estima que la poblacion mundial actual, esta en torno a los 7954 millones de personas
segun el Fondo de Poblacién de las Naciones Unidas (UNFP, 2022). Sin embargo, segun
la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), se prevé que este niUmero aumente hasta
llegar a los 9700 millones de personas en el afio 2050 (ONU, 2019). Este constante
crecimiento de la poblacion trae consigo una serie de problemas en cuanto a la gestion de
recursos, siendo uno de ellos, la produccion de alimentos.

Durante mas de 60 afios el consumo mundial de pescado ha aumentado a una tasa
significativamente superior a la tasa de crecimiento de la poblacién mundial. Entre 1961
y 2017 la tasa media de crecimiento anual del consumo total de pescado fue de un 3,1%,
superando la tasa de crecimiento anual de la poblacion de 1,6% (FAO, 2020). Esto se
debe a la concienciacion de la importancia del pescado como fuente no solo de proteina
de alta calidad, pero ademas de numerosos nutrientes esenciales. En consecuencia, la
industria pesquera ha ganado una importancia notable en la produccion de alimentos. Sin
embargo, debido a este aumento de la demanda y, a que los recursos naturales no son
ilimitados, el sector pesquero se enfrenta a un grave problema. La sobreexplotacion de
los recursos marinos ha provocado que las poblaciones de peces explotadas que estan
dentro de niveles bioldgicamente sostenibles hayan pasado de un 90% en el afio 1974 a
un 65,8% en 2017 (FAO, 2020).

2.2. Importancia de la acuicultura

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO), la acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos (principalmente peces,
moluscos, crustaceos y plantas acuéticas) tanto de agua dulce, como salada. Los avances
cientificos de los tltimos 50 afios han ayudado a mejorar los conocimientos acerca de los
ecosistemas acuaticos, ocasionando un avance dentro de la acuicultura, lo que ha
permitido que su contribucion a la produccion pesquera mundial alcanzara en 2018 el
46,0%, frente a los 25,7% en el afio 2000 (FAO, 2020). La acuicultura se encuentra en
constante expansion y podria presentarse como parte de una solucién mas sostenible para
la produccion pesquera y la gestion de los recursos marinos. El continente asiatico posee

una produccion mundial de pescado proveniente de la acuicultura mucho mayor (89% del



total mundial del volumen en los ultimos 20 afios) que en el resto de los continentes. En
Europa la produccion acuicola de peces con escama se centra en un nimero reducido de
especies: salmon del atlantico (Salmo salar), trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss), carpa
comun (Cyprinus carpio), lubina (Dicentrachus labrax) y dorada (Sparus aurata) (FAO,
2020). De este modo, se necesita ampliar el nimero de especies que se cultivan, para
hacer frente a las demandas de los consumidores y ofertar un mayor catdlogo de
productos.

En la busqueda de nuevas especies que puedan cumplir con los estandares exigidos y asi
contribuir con la diversificacion de especies y el desarrollo del sector de la acuicultura,
se encuentra el medregal (Seriola dumerili, Risso, 1810). Esta especie, también conocida
como pez limdn, es un pez con una distribucién cosmopolita, que resulta de gran interés
por su carne de buena calidad, tratandose de un alimento ampliamente aceptado por los
consumidores. Ademas, presenta un rapido crecimiento, alcanzando rapidamente la talla
minima de comercializacion recomendada de 113 cm (Asociacion del sector de la Pesca
Recreativa en Canarias, s/f). Ademas, puede alcanzar hasta 190 cm (Bauchot, 1987),
adquiriendo un gran valor comercial e interés en el mercado. Esto lo convierte en uno de
los principales candidatos para la diversificacidn de especies en la acuicultura en Europa
(Diversify, s/f).

2.3.  Seriola dumerili (Risso, 1810)

2.3.1. Caracteristicas generales
S. dumerili (Risso, 1810) (medregal) es un pez 6seo que pertenece a la familia
Carangidae. Tienen costumbres diurnas, los adultos de mayor tamafio se pueden ver
solos, en parejas 0 en pequefios grupos, mientras que los medianos son gregarios. Son
bentopelagicos y se encuentran en profundidades de 1 a 150 metros, aunque han sido
encontrados a profundidades de 360 metros (Fisher et al., 1981, 1987). Prefieren zonas
rocosas expuestas a corrientes. La talla de este pez puede llegar a los 190 cm (Bauchot,
1987) y debido a este gran tamafio puede alimentarse de peces grandes, incluso de gallos

oceanicos (Del Rosario y Del Rosario, 2015).

2.3.2. Reproduccién
El medregal, tiene una reproduccidn gonocorica. Las puestas son pelagicas desde mitad

de abril hasta finales de octubre alcanzando un pico en los meses de junio, julio y agosto.



El reclutamiento de las larvas es peldgico, los alevines estan cerca de la superficie vy,
preferiblemente alejados de la costa, encuentran refugio bajo objetos que estan flotando
como, por ejemplo, algas, medusas o plasticos. Los juveniles hasta una talla de 15 cm
conservan las bandas transversales oscuras que sirven para camuflarse de los
depredadores, pero estas van desapareciendo con el crecimiento. Por encima de esta talla
empiezan a reclutarse cerca de la costa (Del Rosario y Del Rosario, 2015).
Aunque esta especie ha alcanzado muy buenos resultados en cuanto a su alimentacién y
desarrollo en cultivo, su produccion y comercializacién se encuentran actualmente
limitados debido a una serie de problemas asociados principalmente a su susceptibilidad
a los patégenos y la reproduccion en cautividad.
La reproduccion es una etapa que depende de las hormonas, donde entran en juego
factores genéticos y factores ambientales como: temperatura, estrés, salinidad,
fotoperiodo y nutricién entre otros. Los factores ambientales hacen que comiencen a
producirse unos cambios en la secrecion de hormonas que estimulan o inhiben la
liberacion de gonadotropinas que se encargan de la maduracion, ovulacion y desove
(Sanz, 2009). Los problemas reproductivos en peces cultivados son en general mas graves
en hembras que en machos. Estos problemas se podrian clasificar en tres tipos:

- Los ovocitos no son lo suficientemente maduros.

- Ausencia de maduracion final del ovocito.

- Ausencia de desove al final del ciclo reproductivo.
Mientras que los problemas que se observan en los machos son: la reduccion en la
produccion y calidad del semen. Siendo la causa mas probable el estrés provocado por la
cautividad y la falta de un ambiente “natural” apropiado para la liberacion de los gametos
(Zohar y Mylonas, 2001; Mafiananos et al., 2008). Este tipo de problemas reproductivos
se dan también en el medregal y conducen a la atresia folicular de los ovocitos y la
reduccion del indice gonadosomatico (Zupa et al., 2017).
Debido a que el problema con la funcion reproductiva de los peces en cautividad se debe
a una disminucién en la liberacién de la hormona luteinizante (LH), la manipulacién de
la reproduccion se centrd en un principio en usar preparaciones de LH exdgena que actdan
directamente en la gdnada. Actualmente se centra en utilizar implantes de GnRHa
(hormona agonista de la hormona liberadora de gonadotropina) que actia sobre la
glandula pituitaria y hace que se libere la LH endogena (Mylonas, et al., 2010). Este
ultimo ha resultado ser un tratamiento hormonal eficaz en S. dumerili ya que demostrd

ser capaz de inducir la maduracion, ovulacion y el desove de ejemplares maduros. Tras
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maultiples aplicaciones de GnRHa, los medregales fueron capaces de proporcionar huevos
y larvas viables, mejorando el grado de desarrollo y rendimiento reproductivo de cara a
la comercializacion y manteniendo un correcto bienestar del animal (Mylonas, et al. 2004;
Jerez et al., 2018).

2.3.3. Nutricion

La nutricion ha demostrado ser un factor que también condiciona el buen desarrollo de la
funcién reproductiva (Izquierdo et al., 2001; Rodriguez-Barreto et al., 2012, 2014), de tal
manera que tiene un efecto directo en aspectos muy importantes como el tiempo para la
primera madurez, la fecundidad, el tamafio y la calidad de los huevos, la eclosién y la
supervivencia larvaria (Schreck, 2010).

En lo que respecta a la nutricidn de peces teledsteos, se ha descrito la importancia de los
lipidos, concretamente de los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA,
del inglés long chaing polyunsaturated fatty acids) por su funcion estructural y en el
desarrollo del metabolismo. Los lipidos son un grupo de macro biomoléculas que pueden
clasificarse segun su polaridad distinguiendo entre lipidos neutros (LN) y lipidos polares
(LP) (Turchini et al., 2022). Los lipidos neutros son hidréfobos y pueden tener una gran
variedad de funciones (Christie y Han, 2012). Dentro de este grupo se encuentran
principalmente los triglicéridos y el colesterol (Turchiniet al., 2022). Por otro lado, los
lipidos polares son moléculas que poseen un extremo hidrofilo y otro hidréfobo (molécula
anfipatica) y estan localizados en las membranas celulares formando los fosfoglicéridos
y los esfingolipidos (Turchini et al., 2022). Los fosfoglicéridos son la clase lipidica que
mayor importancia fisiologica tiene y la que mas abunda (Turchini et al., 2022). Se
caracterizan porque estan construidos a partir de una estructura comun, el acido
fosfatidico que esta formado por una molécula de L-glicerol-3-fosfato unido a dos &cidos
grasos (AG) esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2. A partir de la esterificacion de
las “bases” de colina, etanolamina, serina e inositol al grupo fosfato del 4cido fosfatidico,
se forman los principales fosfoglicéridos de los tejidos de los peces, siendo muy
abundantes en goénadas y huevos fecundados: la fosfatidilcolina (PC, del inglés
phosphatidylcholine), la Fosfatidiletanolamina (PE, del inglés
phosphatidylethanolamine), la fosfatidilserina (PS, del inglés phosphatidylethanolamine)
y el fosfatidilinositol (PI, del inglés phosphatidylinositol) (Tocher et al., 2008; Turchini
et al., 2022). Los lipidos cumplen funciones sumamente importantes como componentes

estructurales de las membranas, son depositos de energia, transportadores de sustratos en
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reacciones enzimaticas de carotenoides y ademas también son importantes precursores de
eicosanoides y moduladores de la expresion génica (Tocher et al., 2008 Turchini et al.,
2022).

Los AG son componentes importantes para la biosintesis de lipidos porque se localizan
formando parte de los lipidos mas complejos. Su clasificacion se realiza a partir de la
longitud de su cadena, del numero de dobles enlaces que tenga (grado de insaturacion) y
la posicion en la que se encuentren esas insaturaciones. Podemos encontrar AG saturados
cuando los carbonos que forman la molécula estan unidos por enlaces simples o
saturados; monoinsaturados cuando la molécula de AG posee un doble enlace en la
cadena, y si posee dos 0 mas dobles enlaces en su estructura se le considera poliinsaturado
(PUFAs, del inglés, polyunsaturated fatty acids) (Turchini et al., 2010). Aquellos AG que
poseen 20 carbonos 0 mas y tres o mas dobles enlaces, se les denomina acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA, del inglés, long chain polyunsaturated fatty
acids), grupo al que pertenecen el &cido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) y é&cido
eicosapentanoico (EPA, 20:5n-3) de la serie omega-3 y el &cido araquidonico (ARA,
20:4n-6) de la serie omega-6, siendo los dos ultimos los principales precursores de los
eicosanoides (Tocher, 2008) y el DHA el principal precursor de los docosanoides. Los
derivados de estos AG pueden ser eminentemente antiinflamatorios (derivados del EPA
y DHA) o proinflamatorios (derivados del ARA) (James et al., 2000; Wall et al., 2010).
El DHA, el EPA y el ARA han demostrado ser AG de gran importancia para un correcto
desarrollo de la funcion reproductiva, tanto en la calidad de los gametos como en el
mantenimiento de la etapa embrionaria, asi como en los estadios tempranos de desarrollo
larvario. Esto se debe a que ademas de que el DHA tiene un papel muy importante en la
produccién de cambios conformacionales de las membranas, junto con el EPA, es
esencial en la formacion de gonadas, huevos, espermay en el desarrollo neural y visual
de las larvas (Glencross et al., 2009; Rodriguez-Barreto et al., 2014; Zupa et al., 2017;
Pousis et al., 2019), afectando de manera sustancial a su capacidad depredadora y
cognitiva. Como mencionamos anteriormente, tanto EPA como ARA son importantes
precursores de eicosanoides que intervienen de manera competitiva, en procesos de
inflamacion y de la respuesta inmune como mediadores del sistema nervioso central.
Estos dos AG comparten el mismo pool de enzimas lipooxigenasas y ciclooxigenasas,
por tanto, es necesario mantener un equilibrio en la proporcion EPA/ARA para una

correcta nutricion y un buen desarrollo de la etapa reproductiva como se ha demostrado



en varios estudios (Rodriguez-Barreto et al., 2012, 2014; Zupa et al., 2017; Pousis et al.,
2019).

Teniendo en cuenta esta informacién, en condiciones de cultivo, la nutricion de los
reproductores es uno de los factores mas determinantes, dentro del contexto de la
nutricion de los peces ya que condicionan el buen desarrollo de los especimenes
cultivados, puesto que la deficiencia de determinados nutrientes en la dieta puede llegar
a ocasionar graves problemas en la etapa reproductiva tales como, el desarrollo de
gonadas inmaduras o0 una reduccion en las proporciones de eclosion y supervivencia en
alevines de algunas especies (Watanabe, 1990) o una reduccion de los ratios de

fertilizacion (Fernandez Palacios et al., 1995, 1997).

3.0BJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo fin de grado es mejorar el conocimiento en relacién
a los requerimientos lipidicos del S. dumerili durante el proceso reproductivo y asi ayudar
en la optimizacién de su rendimiento reproductor en cautividad. Para ello se determind el
efecto de los &cidos grasos de la dieta (dieta control versus dieta experimental), en la
composicion lipidica de esperma y ovocitos, obtenidos a través de un masaje de la zona
abdominal (método manual).
Para la consecucién del objetivo general, se cuantifico:
- El contenido lipidico de esperma y ovocitos de dos grupos de reproductores; un
grupo alimentado con la dieta control y el otro con la dieta experimental.
- EIl perfil de clases lipidicas del esperma y ovocitos de ambos grupos de
reproductores.
- El perfil de AG del esperma y ovocitos de los reproductores alimentados con

ambas dietas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.  Diseno experimental

Se analizaron un total de 27 muestras de esperma y ovocitos (13 de esperma y 14 de
ovocitos) de 13 ejemplares (8 machos y 5 hembras), obtenidas a traves de un masaje
abdominal (método manual) de reproductores de S. dumerilii cultivados en la planta de
cultivo del Instituto Espafiol de Oceanografia-Centro Oceanogréfico de Canarias (IEO-
coc; CSIC), localizado en la Darsena Pesquera, Santa Cruz de Tenerife (Calle Farola del
Mar, n° 22). Los diferentes individuos, pertenecen a una generacion F1, nacida en las
instalaciones del IEO-COC de progenitores salvajes. Los individuos fueron cultivados en
tanques circulares sombreados de 50 m3, con renovacion continua, en condiciones
naturales de fotoperiodo, salinidad (37,5 psu) y temperatura (19,2 + 0,3). Los ejemplares
fueron separados en dos tanques y alimentados durante 3 meses, 3 veces a la semana hasta
aparente saciedad con 2 dietas distintas:

- Dieta control: pienso comercial para rodaballo (VITALIS, Skretting Aquaculture
Research Center (SARC); Norway).

- Dieta experimental: pienso Génesis 20.0, elaborado por IRIDA (hr@irida.com,
Grecia; MAGIATIKO Project; HCMR, Creta) con mayores proporciones de
ingredientes ricos en lipido polar y un perfil de acidos grasos esenciales basado
en el encontrado en las génadas maduras de ejemplares de S. dumerili salvaje del
Mediterraneo (ARA/EPA y DHA/EPA, superiores) (Zupa et al., 2017; Pousis et
al., 2019).

La extraccion de esperma y ovocitos se realizd en tres fechas distintas: 30 de julio, 23 de
septiembre y 11 de noviembre de 2020. Debido a la mala calidad de los gametos obtenidos
de algunos de los ejemplares y/o al pequefio tamafio de las muestras, no todas las
extracciones fueron conservadas y/o analizadas en el laboratorio de Fisiologia Animal del
Departamento de Biologia Animal, Edafologia y Geologia de la Universidad de La
Laguna (Grupo de investigacion NUTRAHLIPIDS; Fisiologia de los Lipidos y sus
Derivados en la Nutricion Animal y Humana). En la tabla 1 se presentan los ejemplares

a los cuales se procedi6 al analisis lipidico de los gametos.
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Tabla 1 — Identificacion de los ejemplares de Seriola dumerili, a los cuales se procedi6 al analisis lipidico
de sus gametos

Identificacion 30/07/2020 23/09/2020 11/11/2020
(nimero del chip)

Dieta control
Machos 618004
618399
556586
74915
Hembras 613539
061162

X X
X X X
1

X X X 1
X

Dieta experimental
Machos 617611
615402
590714
743091
Hembras 566030
060470
903193

X X X X X X X
1
1

X X X
1

Tanto las labores de cultivo de los ejemplares de S. dumerilii, como la extraccion de
esperma y ovocitos fueron realizadas por personal cualificado del IEO-COC, siguiendo
la normativa de bienestar animal. Para la elaboracion de este trabajo, el autor realizo el

analisis del contenido y perfil lipidico de las muestras de esperma y ovocitos obtenidas.

4.2.  Analisis lipidico

4.2.1. Extraccion de lipidos
Para determinar el contenido lipidico de las muestras seleccionadas, se realizdé una
extraccion lipidica siguiendo el método descrito por Folch et al. (1957) modificado por
Christie (2003). Para ello, se pesaron entre 50 y 180 mg de muestra (dependiendo de la
cantidad de muestra disponible para el analisis) en un tubo de ensayo. Las muestras se
homogeneizaron por medio de un homogeneizador (Virtishear homogenizar, Virtis
Company, NY, USA) con 10 ml de cloroformo:metanol 2:1 (Cl:Met, 2:1 v/v), que se
afiadi6 de 3 veces (1/3 de volumen de solvente cada vez). Para evitar la accion hidrolitica
de las lipasas sobre los lipidos, todo el proceso de extraccion se realizd manteniendo los
tubos de ensayo en contacto con hielo. Una vez, homogeneizadas se trasvasaron las
muestras a otro tubo a través de un filtro de poro 14-18 um de diametro (Filter-Lab,
Barcelona, Espafia), previamente lavado con Cl:Met, para eliminar los residuos sélidos.
Seguidamente, se afiadieron 2,5 ml (1/4 del volumen de Cl:Met utilizado) de cloruro
potasico (KCI; 0,88% w/v) y se agité fuertemente en el vortex, de forma que el Cl:Met
pudiera extraer las substancias liposolubles y el KCI aumentar la tension superficial entre

las fases a separar, arrastrando a su vez a la fase acuosa, parte del metanol y la materia
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hidrosoluble. Las muestras se centrifugaron a 1500 rotaciones por minuto (rpm) durante
5 minutos en centrifuga y en frio (Beckman Coulter Allegra 25R, IN, USA). Finalizado
el periodo de centrifugacion, se recuperd la fase inferior liposoluble (donde se encuentran
los lipidos disueltos) en un nuevo tubo y se evaporo6 la misma bajo atmosfera de nitrogeno,
ya que los lipidos son facilmente oxidables por el oxigeno. El extracto seco, se traspaso
a un vial de vidrio, previamente pesado e identificado. El solvente fue nuevamente
evaporado bajo atmosfera de nitrogeno y colocado en un desecador en oscuridad, para
evitar la degradacion de los lipidos por la luz, y bajo vacio durante toda la noche para
eliminar la presencia de oxigeno y cualquier resto de humedad. Pasado ese tiempo se
pesaron de nuevo los viales y por diferencia de pesada se calcul6 la cantidad de lipido
existente. Para el calculo del porcentaje (%) de lipido de las muestras analizadas, se uso
la siguiente formula:
Lipido total (mg) = Peso vial con extracto lipidico(mg) — Peso vial vacio (mg)

%Lipido = (Lipido total x 100)/(Peso de la muestra)

Por ultimo, los extractos lipidicos se redisolvieron con Cl:Met (2:1 v/v) con 0,01% de
butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante, a una concentracion de 10 mg/ml y se
guardaron en el congelador a -20°C en atmosfera de nitrégeno hasta la realizacién de los

siguientes analisis.

4.2.2. Determinacion de la composicion de clases lipidicas

La separacion de las diferentes clases lipidicas (CL) se realiz6 por cromatografia en capa
fina de alta resolucion (HPTLC, High Performance Thin Layer Chromatography) en
placas de silica gel, de 10 cm x 10 cm x 25 mm (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
mediante un doble desarrollo unidireccional (Olsen y Henderson, 1989). Las placas
previamente lavadas con dietil éter, se activaron a 110°C en estufa durante 30 minutos,
para quemar impurezas y eliminar el exceso de humedad de las placas, y se mantuvieron
posteriormente en el desecador hasta su utilizacion. Con una microjeringa Hamilton de
10 ul, se cargaron las placas con 2-3 pl (20-30 pg) de cada extracto lipidico. En cada
placa se cargaron 5 muestras problema y un estandar de composicion conocida (extracto
lipidico de hueva de bacalao), ademas se dejé una fraccion de placa sin aplicacion de
muestra, para observacién de los frentes de los solventes (casilla control).

Para la separacién de los lipidos polares (LP), se utiliz6 una solucion de, metilacetato:

isopropanol: cloroformo: metanol: cloruro potésico (5:5:5:2:1,8 v/v). Una vez
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desarrollada hasta el punto medio de la placa, se dejo secar bajo campana extractora
durante 5 minutos. Para la separacion de los lipidos neutros (LN) se utilizé una solucion
de, hexano: dietil-éter: acido acético (20:5:0,5 v/v) dejando que se desarrollara hasta la
marca situada a 0,5cm del margen superior de la placa. Las placas desarrolladas y secas
bajo campana extractora, se tifieron de forma homogénea con una solucion de acetato
cuprico al 3% y &cido ortofosforico al 8% y se colocaron en la estufa a una temperatura
de 160°C durante 10-15 minutos aproximadamente, para quemar y revelar las bandas
correspondientes a las distintas CL. Finalmente, las muestras se escanearon en el
CAMAG TLC visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza) y usando el software informatico
WIinCATS, verison 1.4.4, se analizaron las bandas de las distintas CL por densitometria.
El procesado de las bandas para obtener la proporcion de cada CL se realiz6 con el

software VideoScan, version 1.02.

4.2.3. Determinacion del perfil de acidos grasos
A través del proceso de transmetilacion se obtienen como resultado los ésteres metilicos
de los diferentes acidos grasos presentes en el extracto lipidico. Este proceso hace con
que los AG se tornen volatiles, permitiendo su identificacion y cuantificacion por
cromatografia de grases. Para realizar este proceso se utilizé 1 mg de extracto lipidico al
que se le afladié 50 pl de estandar interno (en este caso se utilizo el AG, 19:0) y se evaporo
el contenido bajo atmosfera de nitrogeno. Posteriormente, se le afiadio 1 ml de tolueno al
extracto lipidico seco, se agit6 fuertemente y se afiadieron 2 ml de &cido sulfurico al 1%
en metanol (v/v) y se dejo reaccionado durante 16-18 horas a 50°C y en oscuridad. Una
vez ha transcurrido el tiempo, se dej6 enfriar el tubo y se le afiadieron 2 ml de KHCO3 al
2% (w/v) y 5 ml de hexano:éter 1:1 (v/v) (con BHT al 0,01%). La mezcla se centrifugé a
1500 RPM durante 5 minutos, periodo tras el cual se recogi6 la fase superior (fase
organica) que se pasé a un nuevo tubo. Este mismo proceso se repitidé una vez mas. Las
dos fases superiores (ahora en el mismo tubo) se evaporaron bajo atmosfera de nitrégeno.
A las muestras secas se afiadié 100 pl de hexano y se procedié a realizar la purificacion
de los ésteres metilicos. Para ello, se desarroll6 una cromatografia de placa fina (TLC,
del inglés thin layer chromatography), para la cual se prepar6 una disolucion de, hexano:
éter: acido acético (90:10:1, v/v). Las placas se prepararon realizando 5 marcas, cuatro de
ellas de 2 cm (donde se cargaron las muestras) y una marca de 1 cm (donde se cargo el
estandar externo, en este caso esteres metilicos de hueva de bacalao), dejando 2 cm de

separacion entre ellas. Una vez cargada la placa con las 4 muestras, previamente
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resuspendidas con 80-100 pul de hexano y el estandar, estas se colocaron verticalmente en
la cubeta y se dejo que se desarrollaran hasta la marca situada a 1 cm del borde superior.
Una vez desarrolladas se sacaron las placas de la cubeta y se dejaron secar bajo campana
extractora. Una vez bien secas se pulverizaron las placas con iodina (1% yodo en
cloroformo), se marco la zona correspondiente a los ésteres metilicos y se raspo la silice
de la placa, pasando las muestras de manera individualizada a un nuevo tubo donde se le
afiadieron 10 ml de hexano:éter (2 ml con BHT y 8 sin BHT). Una vez se ha afiadido el
hexano:éter se llevo a la centrifugadora durante 5 minutos a 1500 rpm, se recogio la fase
superior, se pasé a otro tubo limpio y se evaporé totalmente el contenido bajo atmosfera
de nitrégeno. Posteriormente, los ésteres metilicos de cada muestra fueron resuspendidos
con 1 ml de hexano repartido en 3 veces y se pasaron a un vial pequefio (1,7 ml de
capacidad) previamente etiquetado.

Para la determinacion del perfil de AG de las muestras analizadas, se realiz6 finalmente
una cromatografia de gases. Para ello, se utiliz6 el cromatdgrafo de gases TRACE GC
Ultra (Thermo Scientific) con un inyector on column y un detector FID para la

determinacion y cuantificacion de los ésteres metilicos de acidos grasos.

4.3.  Analisis estadistico

Debido al reducido numero de muestras de esperma y ovocitos disponibles en cada fase
de experimentaciéon animal (n incluso inferior a 3 en algin caso), se ha evaluado la
composicion global de cada tipo de gameto y dieta, analizado estadisticamente solamente
las diferencias entre dietas. Es decir, en este caso, las diferencias entre fechas de
recoleccion o fase reproductora, no han podido ser consideradas.

Para determinar la existencia de diferencias significativas en la composicién en lipido
total, perfil de clases lipidicas y acidos grasos, entre las muestras de esperma u ovocitos
de grupos de animales alimentados con las diferentes dietas (dieta control versus dieta
experimental), se realiz6 una prueba-t de muestras independientes. Se evaluaron los
valores atipicos por inspeccion de los diagramas de caja para cada grupo. La normalidad
se verificd por medio del test Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas por medio
de la prueba de Levene. En los casos donde no se verificd la normalidad, se aplico el test
no paramétrico U de Mann-Whitney. Los resultados obtenidos en este trabajo son
expresados como media * desviacion estandar. A lo largo de todo el estudio se considero

un valor de p<0,05 como estadisticamente significativo. Para el andlisis estadistico de
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este trabajo se utilizo el software IBM SPSS Statistics 25.0 para Windows (SPSS INC.,
Nueva York, USA).

5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Composicion lipidica de las dietas

La nutricion es un factor determinante para la calidad de los gametos. Por lo tanto, es de
vital interés conocer los requerimientos nutricionales de cada especie con el fin de aportar
la dieta mas adecuada para su éxito reproductivo. En la tabla 2 podemos observar el
contenido lipidico de las dos dietas ensayadas y su composicion. Ambas dietas presentan
un contenido graso similar, observandose cierto incremento de lipidos polares en la dieta
experimental, que presenta, a su vez, menos triglicéridos (TAG) y mas diglicéridos

(DAG) y colesterol, en relacion a la dieta control.

Tabla 2. Contenido lipidico (% en peso fresco) y composicion de clases lipidicas (% de lipido total) de las
Dietas Control y Experimental

Dieta Control Dieta Experimental
Lipido total 175+0,9 18,3+0,4
Clases Lipidicas
Esfingomielina 15+18 16+0,7
Fosfatidilcolina 39+£0,0 41+04
Fosfatidilserina+Fosfatidilinositol 40+1,2 46+23
Fosfatidilglicerol 16+05 1,8+0,7
Fosfatidiletanolamina 2,2+0,3 2409
X Lipidos polares 132+14 145+28
Monoglicéridos 1,1+05 1,1+0.3
Diglicéridos 4,7+0,2 7,4+0,1
Colesterol 9,7+18 12,1+0,9
Acidos grasos libres 12,7+13 12,6 +0,4
Triglicéridos 51,6 +2,6 451+14
Esteres de esterol 71+11 72422
2 Lipidos neutros 86,8+ 1.4 85,5+2.8

Los valores son expresados en porcentaje (%) como medias * desviacion estandar (n=2).

Segun la empresa IRIDA (comunicacion personal), conseguir ingredientes de origen
marino ricos en fosfolipidos, en ARA y DHA, para la elaboracion de dietas para
reproductores de peces, no es facil y resulta extremadamente caro. A pesar de ello,
considerando que la dieta experimental se elaboré con la intencion de favorecer la funcion
reproductiva, las diferencias observadas en cuanto a la mayor cantidad de lipidos polares
y colesterol y menor contenido de triglicéridos, podrian suponer una ventaja de la dieta
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experimental frente al control en este aspecto (Pousis et al., 2019). El colesterol es un
compuesto fundamental en las membranas celulares, participando en la integridad
estructural de estas frente a las alteraciones ambientales, como los cambios de
temperatura y salinidad, ya que variaciones en el contenido de colesterol alteran
significativamente la fluidez de las membranas (Yang et al., 2016). Altos niveles de
colesterol dan lugar a una membrana mas compacta, rigida e impermeable. De manera
que, en general, las especies cuyos espermatozoides son mas resistentes al shock térmico
por bajas temperaturas tienen espermatozoides con una mayor relacién
colesterol/fosfolipidos que aquellas que son mas sensibles (Darin-Bennett y White,
1977). Esta caracteristica es de especial importancia en los gametos ya que va a intervenir
directamente en la capacidad de reconocimiento de ambos y en la capacidad del gameto
masculino de fecundar al ovocito y de responder funcionalmente al cambio térmico
inducido al liberarse los gametos al agua para la fecundacion externa. Ademas, el
colesterol es una molécula que tiene una funcidon endocrinoldgica esencial como
precursor de las hormonas esteroideas que intervienen en la reproduccion, como el
estradiol y la progesterona (Nagahama, 1994). En la trucha arco iris, la calidad del
esperma se mejoro utilizando una dieta enriguecida en fosfolipidos (Labbé et al., 1995;
Pustowka et al., 2000). Mientras, en Solea senegalensis, un mayor contenido de colesterol
en la dieta favorecid también la calidad del esperma de esta especie (Cabrita et al., 2010).

Con respecto al perfil de AG de las dietas (Tabla 3), observamos principalmente un menor
contenido en MUFASs en la dieta experimental, donde destacan los valores de 20:1n-9 y
22:1n-11, este Gltimo ha demostrado ser un buen indicador de la dieta en los depredadores
marinos (Cooper et al., 2006). Por otro lado, esta dieta presenta una mayor abundancia de
PUFAs, tanto de la serie omega-6 (n-6) como de la serie omega-3 (n-3). Entre estos
ultimos, destaca la proporcién de DHA, que casi duplica la observada en la dieta control.
El DHA es considerado un AG esencial, puesto que es imprescindible para el desarrollo
gonadal y la calidad de los huevos y larvas (Sargent et al., 2003; Rodriguez-Barreto et al.,
2012, 2014; Zupa et al., 2017; Pousis et al., 2019). En base a esto podemos sefialar que
su abundancia relativa en la dieta experimental podria suponer un punto clave en la
funcién reproductiva de S. dumerili. En cuanto al EPA, este aparece mas representado en
la dieta control, algo que ya fue reportado para otras especies de peces, y en particular
para reproductores de medregal, dando pie al presente disefio experimental con la

reduccion dietaria de este &cido graso a favor de incrementar ARA y DHA (Rodriguez-
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Barreto et al., 2012, 2014; Zupa et al., 2017; Pousis et al., 2019). Por ultimo, entre los
acidos grasos de la serie omega-6, el ARA se encuentra también en mayor proporcion en

la dieta experimental, concordando el conjunto con aspectos ampliamente referenciados

en la bibliografia, sobre la relevancia de una adecuada proporcion de AG n-3 y n-6, asi

como de DHA/EPA/ARA (Sargent et al., 2003), lo que podria significar que el consumo

de esta dieta experimental aportase unas proporciones de n-3/n-6, DHA/EPA/ARA mas

equilibradas y, por tanto, favoreciera la adecuada funcion reproductiva.

Tabla 3. Perfil de &cidos grasos (% acidos grasos total) de las Dietas Control y Experimental

Dieta Control

Dieta Experimental

Acidos grasos
16:0

18:0

2 SFAs

16:1n-7
18:1n-9
18:1n-7
20:1n-9
22:1n-11
2 MUFAs

18:2n-6
20:4n-6 (ARA)
22:5n-6

2 n-6 PUFA

18:3n-3
18:4n-3
20:5n-3 (EPA)
22:6n-3 (DHA)
> n-3PUFA

2 PUFAs
n-3/n-6
ARA/EPA
DHA/EPA

195+0,2
32%01
29,4+0,3

54+0,0
17,3+0,2
28+0,2
50+0,0
76+0,0
42,703

53%0,1
0,5+0,0
0,0+0,0
6,101

01,6 +0,0
22+0,1
6,5+0,2
8,704
205+0,7

27,7+08
34+01
0,1+0,0
1,3+0,0

225+0,2
46+0,1
33,0%+15

42+0,0
15,0+0,0
28+0,1
24+0,0
22%01
30,3%+0,3

6,7+0,2
1,2+0,0
1,7+0,0
9,8+0,2

1,2+0,0
1,0+£0,0
58%0,2
16,7+0,3
26,2+0,7

36,5+0,5
2,701
0,2+0,0
29+0,0

Los valores son expresados como medias * desviacion estandar. SFAs, acidos grasos saturados; MUFAs,
acidos grasos monoinsaturados; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; LC-PUFA, &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga. X, los sumatorios incluyen acidos grasos no presentados en la tabla. Los
valores separados por “/”” indican relaciones entre 4cidos grasos o entre sus sumatorios
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5.2. Efecto de la dieta en la composicion lipidica del esperma y ovocitos de S.
dumerili
Los lipidos son los componentes de la dieta de los reproductores que mas afectan la
composicion de los gametos e incluso los factores dietéticos principales que determinan
la reproduccion exitosa y la supervivencia de la progenie (Izquierdo et al., 2001). En la
tabla 4 podemos observar el contenido total y composicion de clases lipidicas del esperma
y de los ovocitos analizados en funcién de la dieta suministrada a los reproductores. Como
se puede comprobar, no se observo un efecto significativo de la dieta en la composicion
lipidica de los gametos, salvo una tendencia a un menor contenido graso y una mayor
proporcion de lipidos polares en los gametos de los ejemplares alimentados con la dieta
experimental. Mas concretamente, el esperma de ejemplares experimentales parece
mostrar una tendencia a la baja en el contenido de TAG, si bien, de nuevo se trata de
diferencias no significativas. Esto se puede deber a la elevada variabilidad de los datos,
que posiblemente esté relacionado con el hecho de haber agrupado muestras de diferentes
fechas y, por tanto, diferentes estadios de maduracion, para la realizacion del anélisis
estadistico. La decision de agrupar los datos se tomdé basandonos en el reducido nimero
de muestras viables para la realizacion del andlisis lipidico. En este sentido, y para una
mejor determinacion del efecto de la dieta en los gametos, lo ideal seria repetir el
experimento en un futuro, de manera que podamos conseguir un mayor nimero de
muestras que nos permita hacer un estudio estadistico mas detallado y preciso, y
comparando, distintos momentos reproductivos.
Aungue no sea estadisticamente significativo, debemos destacar el hecho de que la dieta
experimental promueva precisamente una mayor proporcion de LP (11 puntos
porcentuales), sobre todo en el esperma, en comparacion con la dieta control, destacando
entre estos lipidos el contenido en PC. Se trata de algo que se perseguia en el disefio de
la dieta experimental, si bien, parece ser necesarios nuevos ajustes del perfil dietario, o
un mayor tiempo de experimentacion para observar efectos méas significativos en los
perfiles.
La PC es una lecitina muy presente en el medio marino, que tiene un elevado contenido
en DHA que es importante en las sinapsis y los gametos, donde se requieren eventos de
fusién de membranas (Tocher et al., 2008). Entre los LN, destaca la abundancia del
colesterol. Como mencionamos previamente, el colesterol es una importante molécula
que interviene en la fluidez y la resistencia al estrés osmotico de la membrana celular
(Mdiller, 2008), factores claves en la membrana espermatica de peces con reproduccion
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externa, donde las células se enfrentan a importantes diferencias de temperatura y
osmolaridad.

Para las muestras de ovocitos, tampoco se detectaron diferencias significativas entre
grupos para ninguna de las clases lipidicas. Sin embargo, se observo una mayor
proporcion de LN frente a LP mas acusada que la observada en el esperma. En el entorno
natural, los peces acumulan gran cantidad de reservas lipidicas, principalmente en forma
de lipidos neutros tales como los TAG, que se distribuyen principalmente en el higado y
el masculo. Estas reservas son movilizadas y utilizadas como energia metabdlica, en
especial el lipido neutro, para la maduracion de las gonadas y la gametogénesis (Sargent
etal, 2003). Ademas, en las hembras estas reservas también son trasladadas al ovario para
el proceso de formacion del vitelo (vitelogénesis) (Almansa et al., 2001; Tocher, 2003).
De este modo, como se muestra en algunos estudios, durante la temporada de desove se
produce un detrimento de las reservas de lipido en musculo e higado en favor de un
aumento del contenido lipidico neutro en el ovario (Henderson et al., 1984; Almansa et
al., 2001; Pérez et al., 2007).

Tanto para los individuos alimentados con la dieta control como para los alimentados con
la dieta experimental, la PC fue la clase lipidica méas representada. Los fosfoglicéridos
son la CL que mayor importancia fisiologica tiene y la que méas abunda (Turchini et al.,
2022). Dentro de este grupo encontramos, entre otros, la PC y la PE que contienen altos
niveles de DHA, considerado como el mejor indicador de calidad tanto para esperma
como para ovocitos (Sargent et al., 2003). Es tal la importancia de la PC que este
fosfolipido forma parte de 2/3 de la fraccion lipidica de la vitelogenina (Sargent et al.,
2003) y ademéas también es el principal fosfolipido de ovarios maduros y huevos
fertilizados (Watanabe y Vasallo-Agius, 2003). Numerosos autores destacan la
importancia de PC y PE por su contenido en n-3 LC-PUFA, asi como su implicacion en
las relaciones de EPA/ARA/DHA que son esenciales en el desarrollo de las gonadas y en
la calidad de los huevos y el desarrollo y supervivencia larvarias (Fernandez-Palacios et
al., 1995; Almansa et al., 1999; Rodriguez-Barreto et al., 2012, 2014; Olsen et al., 2014;
Liy Olsen, 2015).
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Tabla 4. Contenido lipidico (% en peso fresco) y perfil de clases lipidicas (% de lipido total) de esperma
y ovaocitos de Seriola dumerili alimentados con diferentes dietas (Dieta Control vs Dieta Experimental)

ESPERMA OVOCITOS
Dieta Control Dl_eta Dieta Control Dl_eta
Experimental Experimental

Lipido total 27+18 1,6 +0,7 24+14 1,4+05
Clases Lipidicas
Lisofosfatidilcolina 03+0,4 04+£05 0,3+0,3 0,7+0,5
Esfingomielina 09+0,3 1,2+0,6 16+0,8 22+16
Fosfatidilcolina 15,4+ 3,0 19,0+ 2,7 11624 118+1,9

Fosfatidilserina+ 6,3+ 3,0 8,745 35+1,7 55+14

fosfatidilinositol
Fosfatidilglicerol 1,7+05 3,722 21+0,6 1,9+05
Fosfatidiletanolamina 72+4,6 95144 56+27 6,2+1,1
X Lipidos polares 31,7+£116 425+84 250+£6/4 28,3+2,6
Monoglicéridos 8,1+4,6 6,3+4,3 38+1,7 43+30
Diglicéridos 1,1+£0,3 15+£0,8 1,1+0,3 15+0,7
Colesterol 39,1+£12,6 38,4%6,1 21,2+5.3 23,2+5.2
Acidos grasos libres 24110 34122 28+14 23+10
Triglicéridos 12,7+ 14,8 51+472 174+£5,6 20,7+£75
Esteres de esterol 5,0+6,6 27+14 28,6 +8,6 28,3+2,6
2 Lipidos neutros 68,3+ 11,6 575+8/4 75,0+6,4 71,7+26

Los valores son expresados como medias + desviacion estdndar. Asterisco (*) representa diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05)

En latabla 5 aparece representado el perfil de acidos grasos del espermay de los ovocitos
de S. dumerili alimentados con diferentes dietas. Como se puede observar existen
diferencias significativas al comparar la composicion lipidica del esperma entre los
tratamientos dietarios. Estas diferencias se observan sobre todo en los MUFAS
concretamente en el 20:1n-9 (p = 0,02) y 22:1n-11 (p = 0,02). En ambos casos se observa
una menor representacion de estos acidos grasos, cuando los ejemplares son alimentados
con la dieta experimental. Considerando que la dieta experimental, presenta en su
composicion una menor cantidad de estos AG (tabla 3), los resultados obtenidos, ilustran
el efecto de la dieta, en el perfil lipidico del esperma. Por otro lado, también se hallaron
diferencias significativas en el contenido de 22:5n-6 (p = 0,04) entre tratamientos, siendo
este superior en el esperma de los individuos alimentados con la dieta experimental que
aportaba mayor proporcion de este acido graso. Una vez mas, podemos observar el efecto
de la dieta sobre el esperma. Aunque no se observaron diferencias significativas en los
valores de EPA, ARA o DHA, si que se observan diferencias en sus coeficientes
(ARAJ/EPA (p = 0,003) y DHA/EPA (p = 0,02), que son superiores en condiciones

21



experimentales. La ausencia de diferencias significativas a nivel individualizado podria

estar condicionada por los elevados valores de desviacion estandar registrados.

En relacion con el efecto de la dieta en los ovocitos, se puede observar un mayor numero
de diferencias significativas entre los dos grupos de estudio. Estos datos parecen indicar,
un mayor efecto o un efecto mas directo de la dieta, en el perfil lipidico de los ovocitos,
que finalmente podran influir en aspectos muy importantes como el tiempo para la
primera madurez, la fecundidad, el tamafio y la calidad de los huevos, la eclosion y la
supervivencia larvaria (Schreck, 2010).

Los acidos grasos 16:0, 18:0, 18:1n-9 y el 20:1n-9 son consumidos en gran cantidad
durante el crecimiento y especialmente durante la maduracién gonadal y la ovogeénesis en
hembras por su importante aporte energético a través de la beta oxidacién (Henderson et
al., 1984; Henderson y Almatar, 1989). En este sentido, altas concentraciones de éstos
AG pueden indicar un estadio de gametogénesis avanzado. En el presente estudio, el
contenido en SFA fue similar entre tratamientos, mientras el contenido en MUFA fue
superior en los ovocitos del tratamiento control. Estos resultados, parecen estar ligados a
la composicién de la dieta, ya que la dieta experimental, fue la que presenté un menor
aporte de MUFAs. Sin embargo, los efectos de esta bajada en los niveles de MUFAs
(aunque compensada con el aumento del contenido en PUFAS) en la reproduccion del
medregal, estan aln por determinar, ya que durante el periodo experimental no fue posible
obtener una liberacidn espontanea de gametos, ni la obtencion de huevos fecundados y
larvas de los ejemplares F1 estudiados, factor que nos permitiria un estudio mas profundo
de las necesidades nutricionales de la especie durante esta fase.

Existen numerosos estudios que demuestran que ARA, EPA y DHA, particularmente
ARA y DHA, tienen una gran implicacion en el desarrollo de una buena funcion
reproductiva, interviniendo en la gametogénesis y el desarrollo embrionario y en los
estadios tempranos del desarrollo larvario. Este hecho se debe a que, ademas de intervenir
en la produccién de cambios conformacionales de las mebranas asociados a eventos de
fusién (eperma-6vulo, motilidad de esperma, sinapsis neuronales, entorno fosfolipidico
de transportadores de membrana, etc.), también tienen un importante papel en la
formacion de las gonadas, huevos, y esperma (Glencross et al., 2009; Rodriguez-Barreto
etal., 2014; Zupa et al., 2017).

En el presente estudio cabe destacar el contenido en ARA (p = 0,03) en los ovocitos de

hembras alimentadas con la dieta experimental. EI ARA es una AG que suele ser con
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frecuencia infravalorado en las dietas de peces cautivos, generando desbalances
importantes entre este y el EPA. EI ARA 'y el EPA, son los principales precursores de los
eicosanoides, moléculas que juegan un papel critico en muchos procesos fisiologicos
como la reproduccion, la respuesta inmune, la inflamacion o la osmoregulacion (Bell y
Sargent, 2003). Ambos AG, interfieren competitivamente en la produccién de estas
moléculas bioactivas. Los eicosanoides derivados del EPA presentan una menor actividad
bioldgica y un espectro de accion distinto de aquellos producidos a partir del ARA. No
obstante, el ARA adquiere una particular relevancia en el proceso reproductivo,
mostrando jugar un papel esencial en la estereidogénesis y en la maduracién del oocito
de diversas especies de peces (Sorbera et al., 2001; Stocco et al., 2005; Henrotte et al.,
2011).

El EPA y el DHA por su lado, regulan la produccion de eicosanoides y docosanoides,
incluyendo prostaglandinas, que toman parte de diversos procesos reproductivos, incluida
la produccién de esteroides y en el desarrollo gonadal, como la ovulacién y pueden actuar
como feromonas importantes que estimulan la conducta sexual y sincronizan a ambos
sexos en el desove y por lo tanto influyen directamente sobre la fertilizacion (Larsen et
al., 1997). En el presente estudio y similar a lo ocurrido con los deméas AG, se observo
un efecto directo de la dieta en la cantidad de EPA y DHA presente en los ovocitos de
medregal, aumentando el DHA frente al EPA en los ovocitos experimentales. Estas
diferencias son ademas observadas en las ratios n-3/n-6 (p = 0,04), ARA/EPA (p = 0,002)
y DHAJ/EPA (p = 0,001). Los valores de ARA/EPA y DHAJ/EPA, superiores en el
tratamiento experimental, podrian indicar una mejora en la composicion lipidica de los
reproductores alimentados con esta dieta, puesto que se ha visto que una mayor ratio
favorece que los huevos tengan un perfil lipidico méas equilibrado (Sargent et al., 2003),
por otro lado, supone también un perfil que se acerca mas al de las génadas de individuos
salvajes de esta especie (Zupa et al., 2017; Pousis et al., 2019), si bien, como se indico
anteriormente, no fue posible en este estudio, comprobar si estos cambios indujeron una

mejora en la funcién reproductiva del medregal.
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Tabla 5. Perfil de acidos grasos (% de acidos grasos totales) de esperma y ovocitos de Seriola dumerili
alimentados con diferentes dietas (Dieta Control vs Dieta Experimental)

ESPERMA OVOCITOS
C[())Inettracl)l Dieta Experimental | Dieta Control Expe?rlierzl:aen tal

Acidos grasos

16:0 299+88 31,0£75 18,6 +1,9 19,3+1,8
18:0 70+£16 8,1+20 5015 53+1,0
20:0 0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,2 0,2+0,1
X SFAs 39,6 +8,0 42,1+9,0 26,3+3,0 26,7+3,1
16:1n-7 25+15 1,4+1,1 29+13 1,6 +0,4*
18:1n-9 18,9+ 3,9 18,0+ 3,6 18,2+3,2 14,5 +1,0*
18:1n-7 25+0,7 22+0,9 3804 39105
20:1n-9 2008 1,0+0,3* 1,7+0,3 1,0+£0,1*
22:1n-11 15+0,7 0,6 +£0,2* 1,1+0,2 05+0,1*
24:1n-9 1,2+0,.2 0,6+0,6 1,1+0,8 1,0+0,7
X MUFAs 31,3+6,7 26,7+78 31,1£49 23,8+ 1,6*
18:2n-6 42+1,6 45+0,3 69+17 6,2+0,8
20:2n-6 0,3+0,0 0,3+0,2 04+0,1 05+0,1
20:4n-6 (ARA) 25+1,3 34+14 36+21 59 +1,4*%
22:5n-6 05+0,2 1,7+0,9* 06+0,1 2,7+0,5%
2 n-6 PUFA 7,7+£13 10,1+2,2 114+11 153+£1,1*
18:3n-3 05104 0,4+0,3 1,0+0,4 05+0,2
18:4n-3 03+04 0,0+0,1 06+04 0,2+0,1*
20:4n-3 0,2+0,2 0,1+0,1 04+0,1 0,3 £0,0*
20:5n-3 (EPA) 38+21 28+1,6 54+0,7 3,2+0,7*
22:5n-3 1,2+0,6 1,0+0,6 15+0,2 15+0,1
22:6n-3 (DHA) 14,0+ 8,9 155+11,3 18,3+19 23,7 + 4,6%
X n-3 PUFA 20,2+12,4 19,8+ 13,8 27,6 £3,0 29,7+£5,3
2 n-3 LC-PUFA 193+124 19,4+ 13,6 259+26 29051
UK 0,4+0,3 04+0,2 0,2+0,3 0,1+0,2
2 DMAs 06+0,8 05+0,3 2,7+£22 35%12
2 PUFAs 28,2 £ 13,7 30,3+ 15,7 39,7+3,0 459 + 55*
n-3/n-6 26112 1,8+0,9 24+04 2,0+0,4*
ARA/EPA 0,7+0,2 1,4 +0,3* 07+04 2,0+ 0,6*
DHA/EPA 35+0.4 5,2 +1,0* 34+0,2 75+1,1*

Los valores son expresados como medias + desviacion estdndar. Asterisco (*) representa diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05); SFAs, &cidos grasos saturados; MUFAs, acidos grasos
monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados; LC-PUFA, acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga. En los sumatorios (2) se incluyen &cidos grasos no presentados en la tabla. Los valores
separados por “/” indican relaciones entre acidos grasos o entre sus sumatorios.
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6. CONCLUSIONES - CONCLUSIONS

- No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las clases lipidicas del
esperma y ovocitos de los individuos alimentados con la dieta control en comparacion
con los alimentados con la dieta experimental, si bien, ciertas tendencias al alza de los
lipidos polares en los gametos experimentales podrian tal vez, haberse visto reflejadas de
forma significativa a mas largo plazo, favoreciendo la funcion reproductiva de los

ejemplares, de acuerdo a la bibliografia disponible para esta y otras especies de peces.

- Los cambios dietarios si se vieron reflejados en el perfil de acidos grasos del esperma.
Asi, se observaron diferencias significativas al comparar el 20:1n-9 y el 22:1n-11, que
fueron méas abundantes en las muestras de machos alimentados con dieta experimental.
Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nivel de 22:5n-6
y las proporciones de ARA/EPA y DHA/EPA, mostrando valores mayores para el
esperma de los machos alimentados con dieta experimental en comparacion con los
alimentados con dieta control. Estas relaciones entre ARA/EPA y DHA/EPA, se

asemejan mas a las de las gonadas de individuos salvajes.

- Los cambios dietarios se vieron aun mas reflejados en el perfil de &cidos grasos de los
ovocitos. Se observaron diferencias significativas en los niveles de 16:1n-7, 18:1n-9,
20:1n-9, 22:1n-11 y el EPA que fueron més abundantes en las muestras de ovocitos
procedentes de hembras alimentadas con dieta control. Por otro lado, el ARA 'y el DHA
mostraron un mayor porcentaje en las muestras de ovocitos procedentes de hembras
alimentadas con dieta experimental lo que dio lugar también a diferencias
estadisticamente significativas en las proporciones de ARA/EPA y DHAJ/EPA,
mostrando valores mayores para las muestras de las hembras del grupo de dieta
experimental en comparacion con las alimentadas con dieta control. Estas relaciones entre

ARA/EPA y DHA/EPA, se asemejan mas a las de las gonadas de individuos salvajes.

- En base a los resultados obtenidos se puede concluir que la dieta afecta a la composicion
de AG de los gametos de ambos sexos. Los cambios inducidos por la dieta experimental
aproximan mas el perfil de &cidos grasos de los gametos al descrito para las génadas en

estado reproductivo de individuos salvajes. En futuros estudios cabria determinar si esto
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se traduce en un mayor éxito reproductivo, ya que en este trabajo no fue posible valorar

los resultados de la calidad de puesta.

- La alta heterogeneidad en los resultados obtenidos en las muestras de espermay ovocitos
analizadas, probablemente debida al limitado nimero de muestras y variaciones en la

época de recogida, debe tenerse en cuenta como una limitacion del presente estudio.

- No statistically significant differences were found in the lipid classes of sperm and
oocytes of individuals fed the control diet compared to those fed the experimental diet,
although certain upward trends in polar lipids in the experimental gametes may have been
significantly reflected in the longer term, favoring the reproductive function of the

specimens, according to the literature available for this and other fish species.

- Dietary changes were reflected in the sperm fatty acid profile. Thus, significant
differences were observed when comparing 20:1n-9 and 22:1n-11, which were more
abundant in the samples of males fed the experimental diet. In addition, statistically
significant differences were observed in the level of 22:5n-6 and the ratios of ARA/EPA
and DHA/EPA, showing higher values for sperm from males fed experimental diet
compared to those fed control diet. These ARA/EPA and DHA/EPA ratios more closely

resembled those of gonads from wild-type individuals.

- Dietary changes were further reflected in the oocyte fatty acid profile. Significant
differences were observed in the levels of 16:1n-7, 18:1n-9, 20:1n-9, 22:1n-11 and EPA
which were more abundant in oocyte samples from females fed control diet. On the other
hand, ARA and DHA showed a higher percentage in oocyte samples from females fed
experimental diet which also resulted in statistically significant differences in ARA/EPA
and DHAJ/EPA ratios, showing higher values for samples from females in the
experimental diet group compared to those fed control diet. These ARA/EPA and

DHAJ/EPA ratios are more similar to those of the gonads of wild individuals.

- Based on the results obtained, it can be concluded that diet affects the GA composition
of gametes of both sexes. The changes induced by the experimental diet bring the fatty
acid profile of the gametes closer to that described for the reproductive gonads of wild

individuals. Future studies should determine whether this translates into greater
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reproductive success, since in this work it was not possible to assess the results of clutch

quality.
- The high heterogeneity in the results obtained in the sperm and oocyte samples analyzed,

probably due to the limited number of samples and variations in the time of collection,

should be taken into account as a limitation of the present study.
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