Resumen de tesis

Sperm quality and cryopreservation in teleost: effect of seminal
plasma component and climate change

La seleccidn de gametos de alta calidad es un requisito indispensable a tener en cuenta en los
programas de reproduccién asistida. El desarrollo de herramientas biotecnolédgicas como la
criopreservacion de gametos, juega un papel importante en la produccién acuicola y en la
formacion de bancos de germoplasma, que contribuirdn luego en la mejora genética de las
poblaciones de peces, principalmente aquellas en peligro y que pudieran estar mas afectadas
ante futuros cambios climaticos. Esta tesis estd siendo implementada bajo un convenio de
cotutela entre la Unesp y UPV. En la primera fase de esta tesis realizada en la Unesp, se trabajé
con una especie neotropical de elevada importancia econdmica para la regién. La Segunda fase
realizada en la UPV se trabajé con la Anguila europea, una especie clasificada en la Lista Roja
de la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN) como especie "en
peligro critico de extincidon". En la primera fase se buscé caracterizar la composicién bioquimica
del plasma y las caracteristicas seminales de la especie. Evaluar las posibles relaciones entre
estos parametros. En la composicién del plasma seminal se observé principalmente iones de
sodio (Na?*) y dentro de los componentes organicos sobresalieron las proteinas totales y la
glucosa. A través del analisis de componentes principales (PCA) se observé que la motilidad
tenia una fuerte correlacion positiva con el tiempo de motilidad, la concentraciéon de
espermatozoides y las proteinas totales. Estos andlisis sirvieron de base para la creacién de una
solucidn diluyente utilizada posteriormente en la sustancia crioprotectora. Luego se determind
la influencia del plasma seminal como constituyente de la solucién crioprotectora en la
criopreservacién de semen de P. reticulatum. Se utilizaron tres tratamientos: glucosa 5% +
Metanol 10% (T1), a este crioprotector se le agregd 30% de plasma seminal natural (T2) y 30%
de plasma seminal artificial en base a los resultados de los componentes bioquimicos del
plasma determinados para la especie en el experimento anterior (T3). Se evaluaron pardmetros
de motilidad espermatica, capacidad fecundante del semen criopreservado, asi como
fragmentacion del ADN. El tratamiento T1 resultd con los mejores valores de motilidad seguido
del T2, y la capacidad fertilizante de estos dos tratamientos fue similar al control, sin embargo,

el tratamiento T2 mostré menos dano en el ADN. Mediante la PCA se demostré que T1 tenia



una mejor asociacion con la fertilidad y la motilidad total y progresiva. Finalmente, evaluamos
las estructuras de las subpoblaciones espermaticas en cada uno de los tratamientos utilizados.
Mediante analisis multivariado en dos etapas, fue posible determinar tres subpoblaciones
espermaticas en el semen crioconservado de la especie, SP1 (rapido-lineal), SP2 (rdpido-no
lineal) y SP3 (lento-lineal). T1 presenté el mayor porcentaje de SP1, siendo confirmado por la
efectividad en la protecciéon de las células de este tratamiento en el proceso de
criopreservacion de la especie. En la segunda fase que se estd llevé a cabo en la UPV, el
objetivo general fue determinar el efecto de la temperatura y el pH del agua de mar sobre la
motilidad de los espermatozoides en la anguila europea. Se determindé que el bajo pH del agua
de mar (6.5-7.4) disminuyo la motilidad de los espermatozoides de anguila en comparacién con
el control (pH= 8.2). Cuando estudiamos el efecto combinado del pH del plasma seminal
artificial y el pH de ASW (7.8 y 8.2), no encontramos diferencias estadisticas en la motilidad y
cinética de los espermatozoides en relacidn con el pH del plasma seminal artificial, pero si el
pH del agua de mar. Se encontraron valores mas altos de motilidad total (MOT), FA y ME con un
pH de 8.2 que con un pH de 7.8. En contraste, la temperatura del agua de mar no afecto los
parametros de motilidad de los espermatozoides o la longevidad de los espermatozoides. Para
estudiar el efecto de la interaccién entre la temperatura del agua de mar y el pH sobre la
motilidad de los espermatozoides, se probaron dos temperaturas: 4y 24 °C, y dos pH: 7.8 y 8.2.
Hubo diferencias significativas entre la temperatura y el pH en varios parametros cinéticos,
como MP, VCL, VSL, VAP, ME y SL, donde los valores mas bajos para MP, VCL, VSL y VAP se
observaron en las muestras activadas a baja temperatura y pH bajo (4 2C, pH 7.8). Nuestros
resultados sugieren que la acidificacién del agua de mar, pero no las temperaturas mas altas,

pueden afectar la motilidad de los espermatozoides en el contexto del cambio climatico.



