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Resumen

El cultivo larvario del lenguado senegalés presenta cuellos de botella atin por resolver, siendo este el mayor
costo de produccién. Durante el desarrollo larvario de los peces planos se dan drasticos cambios fisioldgicos
y morfoldgicos. Desde una perspectiva transcriptomica han sido analizadas las diferentes fases larvarias y
estados metamorficos, identificandose genes expresados diferencialmente que mediante el andlisis de
enriquecimiento determinaron los procesos biol6gicos relevantes. Estos resultados aportan nuevos
conocimientos sobre los factores gendmicos en relacién a los procesos biolégicos durante el desarrollo
larvario.

Introduccion

El lenguado senegalés (Solea senegalensis, Kaup 1858) es un pez plano marino de gran interés en acuicultura
debido a la gran aceptacion de su carne en los mercados de Europa. Para el afio 2022 su produccidn alcanzo las
1222t, con un valor total de 20,4M€, del cual el 30% es producido en Andalucia (APROMAR 2022). Su
acuicultura afronta multiples problematicas aln por resolver, como por ejemplo la presencia de patologias,
capacidad reproductiva de los machos F1, ademas de aquellos relacionados a la mala calidad de los juveniles
para el engorde, los cuales representan el 39% del costo variable de produccién. Especificamente durante el
cultivo larvario las problemaéticas se basan en la aparicion de anomalias esqueléticas, problemas de
pigmentacién, disparidad de talla, mortalidad, incluso bajo peso medio, entre otros. En general, pueden ser
causadas por factores nutricionales, ambientales o genéticos. Se ha descrito que el proceso ontogénico esta
caracterizado por el desarrollo de nuevos tejidos y 6rganos, y que los peces planos sufren drésticos cambios
fisiologicos y morfoldgicos adicionales (Bjerndal et al 2016, Mufioz-Cueto., et al 2019), por lo que resulta
interesante estudiar los principales procesos bioldgicos que ocurren durante el desarrollo larvario del lenguado
senegalés, desde las ventajas que brinda una perspectiva transcriptdmica, capaz de analizar la expresion y
cambios de multiples genes a la misma vez, y su posible relacion con los eventos que se desarrollan.

Material y métodos

Se colectaron muestras de Solea senegalensis durante el diferentes fases larvarias y estadios metamérficos
(PO, P1-P2, P3-P4, P5-P9, S1, S2, S3, S4), utilizando los criterios descritos por Sarasquete et al. (2017) y
modificado por Mufioz-Cueto et al. (2019). Posteriormente, se extrajo el RNA total, y se secuenci6 el
ARNmM mediante el sistema de Illumina. Para el control de calidad de las secuencias a través del software
Hisat2 v2.0 se utilizaron los criterios a) N > 10%, b) 50% de bases de la lectura es <=5, y ¢) Qphred > 20.
Y el mapeo utilizando como referencia el genoma fSolSenl.1 Ig (GCA_919967415.2) a través del software
Hisat2 v2.0.5. Los niveles de expresion genética se cuantificaron a través de la medida FPKM. Para
verificar la confiabilidad y evaluar la reproducibilidad del experimento, se ha examinado el coeficiente de
Pearson. Para medir expresion genética diferencial (DEG) entre fases contiguas, aplicando la formula log2
(FoldChange) >= 1y padj <= 0,05 como umbral de deteccién para la expresion genética diferencial.

El andlisis de enriquecimiento se realizé a partir del listado de genes DEG sobre-expresados utilizando el
software clusterProfiler y la base de datos de Gene Ontology (GO). Los procedimientos experimentales se
ajustaron a la recomendacién de la Universidad de Cédiz (Espafia) para el uso de animales de laboratorio.
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Resultados y discusion

Las lecturas brutas fueron obtenidas en un rango de 44340124 a 69185960, posterior al control de calidad y
finalmente mapeadas entre 41226589 a 64828671, con Q20 > 75. Esto determina que se obtuvieron
secuencias de alta calidad. Los valores de FPKM permitié la estimacion de la abundancia de los transcritos
de cada gen a nivel masivo. El andlisis de correlacidon de Pearson demostro valores > 0,85 entre replicas
bioldgicas, indicandose estrecha relacidon de las muestras para ser analizadas en su conjunto como una
muestra. Sobre los DEG se indica que las comparaciones con la mayor y menor cantidad de genes
sobrexpresados fue P1-P2 vs POy S3 vs S2 (tabla 1). Este contraste entre las fases larvarias P1-P2 respecto a PO
puede explicarse en el contexto de la transicion de un estado altricial a un estado endotréfico sensible a
estimulos oculares y motilidad insipiente; sin embargo, para S3 vs S2 puede entenderse que existe alta similitud de
los procesos fisioldgicos que suceden en ambos estados metamorficos.

Tabla 1. Nimero de Genes Diferencialmente Expresados sobre expresados por cada comparacion.

Comparacion P1-P2 vs PO |P3-P4 vs P1-P2 |P5-P9 vs P3-P4|S1 vs P5-P9 |S2 vs S1 S3vsS2 [S4vs S3
Sobre expresados 5430 1621 622 1755 1962 29 3066
Reprimidos 3543 2059 470 1805 1178 45 2312

No diferenciales [14882 20198 22821 20460 20857 23900 18720

Segun los resultados del analisis de enriquecimiento del GO destacan algunos procesos biolégicos, que
pueden relacionase con los procesos fisiol6gicos contenidos en Mufioz-Cueto et al., 2019, para cada
comparacion, por ejemplo la comparacion entre P1-P2 vs PO aquellas relacionadas con “adhesion célula-
celula”, “transporte de iones de sodio”, “transporte de iones de potasio”, posiblemente relacionados con la
osmorregulacién; para P3-P4 vs P1-P2 “metabolismo de péptidos™, “traduccion”, “proceso de biosintesis de
amida”, posiblemente el comportamiento de caza y activa la demanda energética de fuentes enddgenas, asi
como también la actividad biosintética de péptidos en general; para P5-P9 vs P3-P4 “transporte de lipidos”,
“plegamiento de proteinas”, se pueden relacionar con el consumo de remanentes energéticos del saco vitelino
y parte de la alimentacidn exdgena con contenido lipidico, asi como el requerimiento de glicoproteinas
esenciales con funciones estructurales y hormonales; para S1 vs P5-P9 “metabolismo celular de amidas”,
“proceso metabolico peptidico”, “traduccion”, ‘“replicacion”, “protedlisis”, pueden relacionarse con
metabolismo de proteinas en general, incluyéndose la traduccion del ADN vy el anabolismo de aminoéacidos;
para S2 vs S1 “adhesion celular”, “protedlisis”, “proceso biosintético del acido monocarboxilico”, es posible
que la demanda proteinas requeridas en procesos de adhesion entre células desencadene el anabolismo de
aminoacidos; para S3 vs S2 “entrecruzamiento de péptidos”, “regulacién del proceso de desarrollo”,
“diferenciacion celular”, posiblemente se den multiples modificaciones de proteinas, asi como procesos de
diferenciacion celular y desarrollo de estructuras anatdmicas especificas que permitan la adaptacion al
bentos; para S4 vs S3 “procesos del sistema inmunolégico”, “protedlisis”, “adhesion a la matriz celular”,
“glicosilacién de proteinas”, posiblemente en esta etapa se requiera un sistema linfohematopoyético
desarrollado con capacidad inmunoldgica funcional. En general, los cambios significativos de expresién de
un gen durante una fase larvaria o estado metamdrfico, demuestran el requerimiento de funcion de una
proteina a nivel celular o extracelular, la cual da lugar a acciones especificas o a la diferenciacion celular, incluso al
desarrollo de nuevos tejidos, drganos y estructuras. Estos resultados aportan nuevos conocimientos sobre los
factores gendmicos en el contexto del desarrollo larvario y la modificacion del plan corporal, como también
identifica marcadores capaces de asociarse con la presencia de las principales dificultades durante el cultivo
larvario y asi contribuir a su optimizacion.
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