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INTRODUCCION

La adaptacion de especies acuaticas al cultivo implica complejos cambios fisiologicos, conductuales y reproductivos, siendo la disfuncion reproductiva uno de los principales retos
para la produccion sostenible (Mylonas et al., 2010). En el lenguado senegalés (Solea senegalensis; Figura 1), el desarrollo de programas de cria selectiva ha permitido avances
significativos, pero su reproduccion en cautividad sigue siendo un cuello de botella ya que machos nacidos en cautividad presentan baja produccion de esperma y fertilidad
reducida (Cabrita et al.,, 2016). A diferencia de las hembras, los machos criados en cautividad muestran alteraciones en la espermatogénesis y fallos en el comportamiento
reproductivo, lo que limita el éxito de los programas de mejora genetica y la competitividad del sector (Garcia-Lopez et al., 2006; Morais et al., 2016). Diversos estudios han
abordado los mecanismos endocrinos y ambientales que afectan a la reproduccion en cautividad, pero los procesos celulares y moleculares subyacentes a la disfuncion testicular
en machos siguen sin estar claros. El reciente desarrollo de recursos gendmicos y tecnologias de transcriptomica de nucleo Unico ofrece nuevas oportunidades para caracterizar en
detalle la diferenciacion y funcion gonadal (Pérez-Sanchez et al., 2019; Seuntjens et al., 2023). En este contexto, el presente estudio utiliza este tipo de secuenciacion para
comparar la composicion celular y la expresion genica testicular entre machos de S. senegalensis nacidos en cautividad y en estado salvaje, proporcionando el primer atlas
transcriptomico del testiculo de esta especie y sentando las bases para estrategias de mejora reproductiva en acuicultura.

OBIETLIVOS MATERTAL Y METODOS
- Comparar la composicion celular y la expresién génica Se seleccionaron machos adultos de S. senegalensis nacidos en cautividad y en estado salvaje, ambos aclimatados
testicular entre machos de S. senegalensis nacidos en a condiciones de cultivo. Se extrajo tejido testicular de dos individuos por grupo y se aislaron nucleos celulares para
cautividad y en estado salvaje. su analisis mediante secuenciacion de ARN de nucleo Unico (snRNA-seq) utilizando la plataforma 10X Genomics. Las
- Identificar los mecanismos celulares y moleculares bibliotecas generadas se secuenciaron mediante la plataforma lllumina y los datos se procesaron con Cell Ranger
responsables de la disfuncién reproductiva en machos para obtener matrices de expresion génica. Se aplicaron filtros de calidad para eliminar nucleos con bajo numero de
nacidos en cautividad. genes detectados, alto contenido de ARN mitocondrial o posible presencia de dobletes. El analisis bioinformatico se

realizd con el paquete Seurat en R, incluyendo normalizacion, integracion de muestras, reduccion de dimensionalidad
y agrupamiento de células mediante el algoritmo de Louvain. Los clusteres celulares se identificaron y anotaron
segun la expresion de genes marcadores y analisis funcional. Ademas, se realizé un analisis de trayectorias celulares

g'eg“Ir:n;'ui{jeomp;;:g;'ég con Monocle3 para estudiar la progresion de la espermatogénesis y se compararon los perfiles celulares y de
(Solea senegalensis). expresion génica entre ambos grupos de machos.
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Los machos CB mostraron una sobre-representacmn testiculo (cada color indica un cluster celular diferente). B) Heatmap de los diez genes
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significativa de espermatidas maduras, lo que indica
una Interrupcion en la progresion de la
espermatogénesis (Figura 3).

Figura 3: Proporcion relativa de los tipos celulares
entre CB (izquierda) y WB (derecha).
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El analisis de trayectorias celulares mostro una progresion continua desde células madre espermatogoniales hasta
espermatidas maduras, confirmando la existencia de un gradiente transcripcional a lo largo de la espermatogenesis

(Figura 4)
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I Exprossion Se identificaron mddulos de genes especificos para cada etapa de la espermatogenesis. En CB, las células
-—{_ ) germinales tempranas mostraron mayor actividad traduccional y proliferativa, mientras que las etapas tardias
g f ’ presentaron menor expresion de genes asociados a maduracion y remodelado estructural (Figura 5).
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L] f la respuesta inmune, lo que podria estar implicado en la disfuncion testicular observada en cautividad (Figura
s [ ¢ Iﬂn 6). Ademas, El analisis de comunicacion intercelular reveld que los machos CB presentan una reduccion y
Figura 4. Trayectoria de diferenciacion o alteracion en las interacciones entre ceélulas Sertoli y células germinales, especiqlmentg en rutas _de
germinal,  desde  células  madre sefalizacion asociadas a la proliferacion y diferenciacion germinal. Esto sugiere gue la disfuncion reproductiva
espermatogoniales (azul) -~ hasta  rigyra 5. Heatmap de los médulos en cautividad esta vinculada a una comunicacion deficiente entre estos tipos celulares.
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mediante analisis de single-nuclei RNA- |5 trayectoria.
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caracterizada por una sobre-representacion de espermatogonias proliferativas y una reduccion de espermatidas maduras. El analisis
transcriptomico de nucleo unico reveld que esta disfuncion se asocia a cambios en la expresion génica tanto en las células germinales como
en las células somaticas, especialmente las ceélulas de Sertoli. Ademas, el analisis de trayectorias celulares confirmd la existencia de un
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gradiente transcripcional desde células madre hasta espermatidas maduras, pero evidencio un blogueo en las etapas finales en los machos RO fﬁwﬁ'
nacidos en cautividad. El estudio de la comunicacion intercelular puso de manifiesto que los machos CB presentan una reduccion vy .

alteracion en las interacciones entre celulas Sertoli y germinales, lo que sugiere que la disfuncion reproductiva esta vinculada a una H' I B cot [ wer
comunicacion deficiente entre estos tipos celulares. Estas alteraciones podrian explicar la oligospermia y la baja fertilidad observadas en los nm-—!—.—,—r wH i
machos de origen cautivo. Estos hallazgos proporcionan una vision detallada de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la SR

disfuncién reproductiva en cautividad, y destacan la importancia de la interacciéon Sertoli-germinal para el éxito reproductivo. Los resultados Figure 6. Graficas de barras con la frecuencia
relativa de cada tipo celular germinal entre

obtenidos ofrecen una base sdlida para desarrollar estrategias de mejora en los programas de cria y aumentar la productividad en machos CB y WB.
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