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Resum

El llobarro (Dicentrarchus labrax) és una de les espécies en que el desenvolupament gonadal es veu alterat per la
temperatura. La gonada primerament roman indiferenciada un periode en el qual és molt sensible a estimuls externs.
Animals indiferenciats van ser sotmesos a diferents temperatures des del moment de ’eclosié dels ous i durant
diferents periodes. No es van trobar diferéncies en la longitud de les gonades dreta i esquerra respecte als tractaments,
pero es van trobar diferéncies en la longitud de les gonades femenines 1 masculines. Lindex gonadosomatic en
femelles va ser unes set vegades major que en mascles. Temperatures elevades de cultiu (21° C) al principi del
desenvolupament van causar una masculinitzacio dels individus. En canvi, temperatures baixes (15° C) aconseguiren
augmentar fins a tres vegades la proporcio de femelles respecte a la de les temperatures elevades dels controls
(de 11,5 aun 35 %). D’aquests experiments i en conjunt amb els realitzats fins ara, es dedueix que no és possible
feminitzar individus aplicant tractaments de temperatura, pero si que es pot evitar el fenomen de masculinitzacid
que apareix en cultius larvaris a altes temperatures.

Paraules clau Llobarro, diferenciacié sexual, temperatura, aromatasa.

Abstract

The European sea bass is a fish species in which temperature can modify the process of sex differentiation. The
influence of the water temperature on the resulting sex ratios is maximal during the period in which sea bass gonads
remain sexually undifferentiated and thus they are highly sensitive to external factors. Undifferentiated fish were
reared at different water temperatures from hatching and during different periods. Sex ratios were determined one
year later by histological examination of the gonads. No significant length differences were found between the left
and right gonads among the different temperature regimes. However, differences in gonad length between sexes were
found. Furthermore the gonadosomatic index was 7-fold higher in females than in males. High rearing temperatures
(21° C) during early development can result in the masculinization of the fish. On the other hand, low rearing
temperatures (15° C) increased the number of females 3-fold respect to those groups reared at high temperature
(from 11.5% to 35%). From this and other previous experiments we can conclude that complete feminization of fish
populations cannot be induced with different temperature regimes. However, low temperatures are capable to reduce
and even eliminate the androgenesis-induced in the sea bass when reared at high temperatures.
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INTRODUCCIO

Es conegut que la temperatura afecta de manera signi-
ficativa molts processos biologics, tant al metabolisme
com a la fisiologia. Alguns vertebrats, entre els quals
trobem amfibis, reptils i alguns peixos, poden veure
alterat el seu procés de diferenciacié sexual per fac-
tors ambientals o socials. El llobarro (Dicentrarchus

labrax) €s una espécie gonocorista (o de sexes sepa-
rats), en que la gonada es desenvolupa de forma directa
i en direccio caudocraneal (Roblin i Bruslé, 1983).
Aquesta roman indiferenciada a I’inici del desenvolu-
pament i és molt sensible a estimuls externs que poden
decantar el procés de diferenciacio envers testicles o
ovaris. Aquest periode de major sensibilitat és ano-
menat periode labil. Les femelles son les primeres a
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diferenciar 1’ovari, mentre els mascles resten un peri-
ode més llarg indiferenciats. La diferenciacié gonadal
és més dependent de la talla que de 1’edat (Blazquez
et al., 1999) 1 t¢ lloc en peixos entre 8,3 1 11,8 cm (Sai-
llant et al., 2003). Aquesta plasticitat de la gonada fa
que factors externs, entre els quals la temperatura té el
major grau d’influéncia, alterin de forma significativa
el desenvolupament gonadal. Caromatasa (P450arom)
és un dels enzims clau en la diferenciaci6 sexual, encar-
regat de convertir els androgens a estrogens, esteroides
responsables del desenvolupament testicular i ovaric,
respectivament. Elevades temperatures causen una su-
pressio de I’expressio del gen P450arom en espécies
com el Paralichthys olivaceus (Kitano et al., 1999)
o el peix zebra (Uchida ef al., 2004). Es podria pen-
sar, doncs, que €s necessaria una repressio del gen per
a desenvolupar la gonada envers un testicle, perd no
queda clar si és la temperatura la causa directa d’a-
questa repressio o si actua des d’un altre punt de vista
causant la repressié de 1’aromatasa com a efecte se-
cundari.

Prenent en conjunt diferents estudis d’alguns inves-
tigadors (vegeu la taula 1), es pot concloure que tant
les elevades temperatures (20-21° C) com prolongats
periodes de baixes (13-15° C) indueixen a la mascu-
linitzacié (Saillant et al., 2002). En canvi, 1’aparicid
de percentatges de femelles més elevats s’aconsegueix
mantenint els peixos a baixes temperatures des del
dia de fertilitzaci6 fins a la meitat de la metamorfosi
(17-18 mm) (Pavlidis et al., 2000).

Lobjectiu d’aquest estudi ha estat poder determinar
amb més exactitud quins régims térmics afavoreixen
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Figura1l Temperatures (° C) registrades en els diferents
grups experimentals al llarg de I’estudi. dpf = dies postfer-
tilitzacio. Grups experimentals: control = mantingut a 21°
C durant tot I’experiment; 30 = mantingut a 15° C des de
I’eclosio fins a 30 dpf; 60 = mantingut a 15° C des de 1’e-
closio fins a 60 dpf; 90 = mantingut a 15° C des de I’eclosid
fins a 90 dpf; 120 = mantingut a 15° C des de I’eclosio fins
a 120 dpf. Acabats els diferents tractaments a 15° C es va
incrementar la temperatura de cultiu a 21° C fins al final de
I’experiment.

I’aparicié de femelles i de mascles, i aclarir com la
temperatura pot afectar el desenvolupament gonadal i
a quin nivell.

MATERIAL I METODES

Per a realitzar els experiments s’utilitzaren ous fertilit-
zats d’elevada qualitat procedents d’una sola femella.
Es van repartir en gobelets de PVC de 19 1 a una den-
sitat de 20.000 ous/gobelet. Els ous es van mantenir
entre 13-14° C fins al moment de ’eclosi6. Es van
alimentar ad libitum amb artémia, artémia enriquida i
pinsos de diferents mides en funci6 del grau de desen-
volupament.

Els peixos, sexualment indiferenciats, es van sot-
metre per duplicat a cinc régims termics diferents: un
grup control a 21° C des de I’eclosio dels ous i quatre
grups cultivats a 15° C durant diferents periodes, al fi-
nal dels quals es va incrementar la temperatura a 21° C
(vegeu la figura 1). Aquests grups van ser anomenats
grup 30, 60, 901 120 en funcio dels dies postfertilitza-
ci6 mantinguts a 15° C. Els increments de temperatura
de 15a21° Ces van fer aradé d’1° C/dia. Lexperiment
es va repetir quatre vegades amb la progénie de quatre
encreuaments de progenitors diferents. Es van reco-
llir mostres de gonades durant el desenvolupament i a
I’any amb la finalitat de realitzar analisis histologiques
(determinaci6 del sexe) i moleculars (nivells d’expres-
si6 de P450arom i de receptor d’androgens). Finalitzat
I’experiment s’agafaren dades de pes (g) i longitud
(mm) de les gonades. Durant el desenvolupament es
registraren dades de pes (g) i talla (cm) dels individus
per a monitoritzar el creixement dels animals.

RESULTATS

A les dues primeres families la proporcié de feme-
lles al grup control va ser d’11,5 + 0,6 %. Els grups
que van estar a temperatures baixes des de 1’inici del
desenvolupament van aconseguir augmentar tres vega-
des la proporcio de femelles respecte al control (fins
aproximadament el 35 %), sense una clara relacid en-
tre temps de cultiu a 15° C i proporcié de femelles
produides. (Vegeu la taula 2.)

S’analitzaren els indexs gonadosomatics (IGS) de
mascles i femelles de cada grup i es va obtenir apro-
ximadament un IGS set vegades major en femelles
que en mascles (vegeu la taula 3). Es va realitzar una
ANOVA d’una via per a mascles i un altra per a feme-
lles, i es va observar el mateix patr6 de diferéncies en
referéncia al tractament per als dos sexes.

Es va realitzar un estudi comparatiu entre la longi-
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Taula 1 Efecte de la temperatura en la proporcid de sexes del llobarro.

Temp. (° C) Periode (dpf)? Mitjana % femelles Referencia

22 15-57 5,8 Blazquez et al. (1998)

13 1-93 73,0 Pavlidis et al. (2000)

15 1-74 69,0 Pavlidis et al. (2000)

20 1-65 26,3 Pavlidis et al. (2000)

15 1-64 66,1 Koumoundouros et al. (2002)

15 1-38 47,1 Koumoundouros et al. (2002)

15 1-11 37,6 Koumoundouros et al. (2002)

20 1-56 18,1 Koumoundouros et al. (2002)

13 0-346 11,0 Saillant et al. (2002)

20 19-149 32,5 Saillant et al. (2002)

15 0-120 35,0 Navarro et al. (dades no publicades)
21 15-120 11,5 Navarro et al. (dades no publicades)

# dpf: dies postfertilitzacio

Taula 2 Percentatges de femelles (n = 14-49 per réplica).

Tractament % femelles + SD
Control 11,5+0,602

30 dpf 32,7+0,85"

60 dpf 37,8 +8,76°

90 dpf 30,7 + 6,26 2
120 dpf 37,8 +2.82°

Diferents lletres indiquen diferéncies significatives en un test
de Tuckey amb P < 0,05.

tud de les gonades dreta i esquerra i es va concloure
que no existien diferéncies entre la longitud dreta i
esquerra respecte als tractaments. En el cas de com-
parar la longitud de les gonades de les femelles amb
les dels mascles es trobaren diferéncies entre sexes. La
longitud mitjana de les gonades dretes era de 35,6 =
7,3 mm en el cas dels mascles, mentre que la de les
femelles era de 24,4 + 1,7 mm. Les gonades esquerres
mesuraven de mitjana 36,9 £+ 7,6 mm per als mascles i
24,6 = 1,9 mm en el cas de les femelles.

Quant a I’expressié d’aromatasa, es van trobar uns
nivells majors (P < 0,01) en femelles que en mascles,
amb diferencies significatives entre les femelles del
grup 90 i les del grup control. Lexpressio del receptor
d’androgens (AR) va resultar significativament major
(< 0,05) en mascles que en femelles. No obstant aixo,
no es van trobar diferéncies entre sexes dins del grup
de 90. (Vegeu la taula 4.)

DISCUSSIO

Observant els resultats obtinguts quant a proporcié de
sexes dels diferents régims térmics podem afirmar que

les baixes temperatures aconsegueixen augmentar la
proporci6 de femelles aproximadament tres vegades
respecte els controls a altes temperatures. En estudis
previs aquest increment va ser similar, encara que par-
tint de proporcions de femelles en els controls més
elevades i, en conseqii¢ncia, obtenint proporcions ma-
jors als tractaments de temperatures baixes —des d’un
18 a un 66 % (Koumoundouros ef al., 2002) i des d’un
26 aun 73 % (Pavlidis et al., 2000). No obstant aixo,
no es va aconseguir obtenir una feminitzacié completa
aplicant temperatures. D’aqui es pot deduir que les
temperatures baixes no son suficients per a feminitzar
els mascles genotipics i que, en canvi, temperatures al-
tes decanten el procés de diferenciacio envers mascles,
masculinitzant les possibles femelles genotipiques.

Tant els resultats d’expressié de P450 com d’AR
ens mostren que son bons indicadors de la preséncia
de mascles o de femelles, respectivament. Aixi, se-
ria interessant poder veure com varien aquests nivells
durant el procés de desenvolupament gonadal.

AGRAIMENTS

A I’Elvira Martinez per I’ajuda en el manteniment dels
peixos i a la Silvia Joly per la feina d’analisi molecular.
Finangat pel projecte SEXRATIO AGL-2002-02636 a
F. P. i per la beca del MEC AGL2002-02636 a L. N.

BIBLIOGRAFIA

BLAZQUEZ, M.; ZANUY, S.; CARRILLO, M.; PIFERRER, F.
(1998). «Effects of rearing temperature on sex differen-
tiation in the European sea bass (Dicentrarchus labrax,
L)». J Exp. Zool., 281:207-216.



58

NAVARRO-MARTIN ef al.

Taula3 Index gonadosomatic (n = 14-44 per réplica).

Tractament Femelles (mitjana = SD) Mascles (mitjana £+ SD)
Control 0,254 +0,03172 0,039 +0,01852

30 dpf 0,246 + 0,0429 2 0,027 +0,01192

60 dpf 0,207 + 0,0276° 0,036 = 0,0430b°

90 dpf 0,168 + 0,0498 0,022 +0,0119°¢

120 dpf 0,171 +£0,0311°¢ 0,021 + 0,0094

Diferents lletres indiquen diferencies significatives en un test de Tuckey amb P < 0,01.

Taula 4 Nivells d’expressié d’aromatasa i receptor d’androgens (n = 2-10).

P450aromA/18S AR/18S
Tractament Femelles Mascles Femelles Mascles
Control 7,73 £ 1,305 0,65 +0,029¢ 1,88 £0,183 ¢ 3,33+0,1952
30 dpf 6,82 + 0,949 2 0,80 + 0,067 ¢ 2,06 £ 0,224 b¢ 2,93 £0,232°
60 dpf 8,02 + 1,194 b¢ 1,03 +0,1034 1,50 + 0,096 2,37+0,211%
90 dpf 10,88 +£0,620°¢ 1,04 £0,0854 2,33+0,140¢ 2,69 + 0,197 2
120 dpf 537 +1,4982 1,27 +0,1254 1,94 £0,672°¢ 3,23 +0,294 2

Dades com a mitjana + SD
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