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Resumen

Durante las Gltimas décadas, las consecuencias de las catastrofes naturales unidas
a los efectos negativos de la actividad humana se han visto reflejadas en el deterioro de
los habitats naturales asi como en la reduccion de la variabilidad de las especies que
habitan en ellos. Los cursos fluviales son uno de los habitats mas susceptibles, debido
principalmente a que desde los comienzos de la civilizacion, los rios han sido el foco de
asentamiento de las poblaciones humanas. En la provincia de Leon, la degradacion del
medio fluvial, la pesca exhaustiva y los brotes epidémicos han diezmado algunas
poblaciones de peces, siendo la especie mas emblematica y mas amenazada la trucha
comun (Salmo trutta L.). Por ello, se han desarrollado durante afios programas de cria en
cautividad y repoblacién, que han permitido contrarrestar en gran medida estos efectos.
Sin embargo, la cria intensiva de trucha comun presenta mas dificultades que el cultivo
de otras especies, debido en parte a que es muy susceptible de padecer enfermedades. La
creacion de stocks hibridos a partir de machos autoctonos y hembras de procedencia
centroeuropea mejoré la productividad en cautividad. Sin embargo, este tipo de
cruzamientos provoca introgresion génica de las poblaciones foraneas en el genoma de
las poblaciones nativas, provocando la desaparicion de caracteres seleccionados,
favorables en un determinado hébitat y reduciendo la variabilidad génica de las
poblaciones salvajes. La repoblacion con stocks obtenidos a partir de las poblaciones
nativas, requeriria crear un stock para cada poblacion genéticamente diferenciada, lo que
conlleva un gran coste y un riesgo de deriva genica a lo largo de las generaciones. En la
cuenca del Duero, que es la que nos ocupa, existen diferentes poblaciones que muestran
caracteristicas diferenciales y que se encuentran perfectamente caracterizadas. En este
contexto, la creacion de un banco de germoplasma, donde almacenar gametos y
embriones, seria enormemente Util en programas de conservacion, ya que permitiria la
preservacion del material genético que define una poblacion, su posterior empleo para la
fecundacion y finalmente la reintroduccion de las distintas variedades en sus lugares de
origen.

La criopreservacion es el procedimiento més utilizado para preservar los gametos
y embriones que constituyen un banco de recursos genéticos (GRB), y la puesta a punto
de un GRB para cualquier especie requiere el dominio de esta técnica. Por ello nos
proponemos comprobar si la criopreservacion seminal garantiza la preservacion de la

variabilidad genética de las poblaciones de trucha amenazadas y analizar si el uso de
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Resumen

proteinas anticongelaciéon mejora los resultados obtenidos en la congelacion de
embriones de peces.

Aunque la criopreservacion de semen de peces se ha llevado a cabo en méas de
200 especies, la mayor parte de ellas de agua dulce, los estudios realizados en trucha
comun son muy escasos. Por otra parte, datos recientes sugieren que la congelacion del
semen promueve fragmentacion de la cromatina e indican que podria afectar al perfil
genético de la descendencia. EI protocolo utilizado en este trabajo, resulté de adaptar
uno descrito por nuestro equipo para trucha arco iris, donde se utiliza una solucion
crioprotectora que contiene yema de huevo como estabilizador de membrana y DMSO
como crioprotector principal. Para evaluar la calidad de la muestra antes y después de la
criopreservacion se realizaron estudios a nivel de estabilidad de la membrana plasmatica,
integridad del ADN y capacidad fecundante de los espermatozoides. Ni el porcentaje de
células viables (entendiendo como viables aquellas células que mantuvieron la
membrana plasmatica intacta), ni el valor medio de fragmentacion del ADN sufrié
alteraciones significativas tras la criopreservacion, aunque si se redujo el porcentaje de
células con menos del 5% de la cromatina fragmentada. Sin embargo, el porcentaje de
huevos fecundados disminuyd de forma notable, debido probablemente a la suma de
pequefios dafios causados en las células a diferentes niveles durante el proceso. Aunque
los dafios a nivel del ADN no fueron significativos tras la descongelacion, se produjo una
disminucion en el nimero de espermatozoides que conservaban su genoma en estado
intacto, por lo que no asegura que no haya consecuencias en la descendencia. Ademas, la
seleccion de los espermatozoides mas resistentes durante el proceso de criopreservacion,
también podria conducir a una seleccion de determinados caracteres, provocando una
variacion en el patron genético de la siguiente generacion. Por ello, se realizo el analisis
de 9 microsatélites en la descendencia, que demostré que los patrones genéticos de las
progenies obtenidas a partir de semen fresco y congelado eran idénticos. Este hecho
implica que la criopreservacion de semen de trucha comun es una herramienta valida
para preservar su potencial genético, y asi poder utilizar estas muestras en posteriores

programas de repoblacion.

En cuanto a la criopreservacion de embriones y ovocitos de teledsteos, hasta el

momento nunca se ha alcanzado con éxito este objetivo debido a su gran tamafio y su
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Resumen

particular estructura. Teniendo en cuenta este factor, asi como el hecho de que los
embriones de salmonidos tienen un tamafio particularmente grande y un desarrollo lento,
y que existe un escasisimo conocimiento sobre sus caracteristicas criobioldgicas, parece
méas adecuado utilizar una especie modelo que ha sido bien estudiada, es facil de
mantener en laboratorio y presenta embriones con caracteristicas, a priori, mas favorables
para la criopreservacion. Por eso, en los estudios realizados en el presente trabajo se
utilizé el pez cebra como modelo, con el fin de desarrollar mejoras en la congelacion de
embriones que puedan ser en un futuro aplicadas a la trucha comun.

Los mayores éxitos alcanzados en criopreservacion de embriones de teledsteos, se
obtuvieron cuando embriones de la especie Pleuronectes americanus mostraron indicios
de desarrollo tras la descongelacion. Este hecho fue atribuido a que estos peces del
Artico expresan unas proteinas anticongelacion (AFPs) que actian como crioprotectores
naturales. Por eso, se creyd oportuno incorporar estas AFPs a los protocolos
convencionales de criopreservacion, ya que la incorporacion o expresién de estas
proteinas podria incrementar la resistencia a la criopreservacion en animales que no las
producen naturalmente. En estudios previos, el empleo de la microinyeccion para
introducir las AFPs en embriones de rodaballo y de dorada, demostr6 que el dafio
mecanico que se produce durante la manipulacion resulta incompatible con la
vitrificacion. En el presente estudio se han incubado embriones de pez cebra en varios
estadios embrionarios (2-8 células, 128 células y blastula avanzada) en un medio que
contiene AFPs. El analisis de microscopia confocal demostrd que existe una estrecha
ventana temporal en el desarrollo embrionario (durante el estadio de 128 células), en la
cual los blastémeros de la linea marginal, que daran lugar a la linea sincitial y a 6rganos
derivados del aparato digestivo anterior (faringe, pancreas e higado), captan esas
proteinas del espacio perivitelino, manteniéndose localizadas en esos puntos, al menos
hasta la eclosion. Este hecho resultd ser un gran avance teniendo en cuenta que la linea
sincitial es considerada la barrera mas impermeable de la estructura embrionaria y mas
susceptible de sufrir dafios durante el proceso de vitrificacion/descongelacion. El efecto
crioprotector de estas proteinas, quedd demostrado desde el momento en que los
embriones de pez cebra incubados con AFPs, resistieron mucho mejor las bajas
temperaturas que los embriones control, duplicando el porcentaje de eclosién tras 45
minutos a -10 °C. Tras la vitrificacion también se observd el efecto beneficioso de las
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AFPs, ya que disminuy0 el porcentaje de embriones que colapsan durante la
descongelacion, debido probablemente a que la presencia de estas proteinas en la linea
sincitial confiere mayor resistencia a esta envuelta, protegiendo el saco vitelino y el
compartimento celular. Sin embargo, ademas de la morfologia embrionaria se considerd
necesario evaluar los dafios producidos a nivel celular, ya que los embriones son
incapaces de continuar el desarrollo. Con este fin, se desarroll6 un protocolo de
evaluacion del compartimento celular para cada embrion independiente, con el fin de
obtener datos del estado del compartimento embrionario propiamente dicho. Los
resultados mostraron que, tras la criopreservacion, solo el 50% de las células se mantiene
viable independientemente de la incubacién con AFPs, considerdndose que este
porcentaje de células viables es incompatible con el desarrollo embrionario. Sin
embargo, las células procedentes de embriones incubados con AFPs mostraron mejor
funcionalidad celular, ya que son capaces de sobrevivir en cultivo durante mas tiempo
que las células de embriones control. Los avances producidos demuestran que las AFPs
ejercen un efecto crioprotector, pero ha de conseguirse una distribucién mas amplia de
las mismas a lo largo del embrién para obtener mejoras significativas en los resultados.
Los progresos obtenidos hasta el momento no son suficientes como para emprender
estudios especificos en trucha comun.

Teniendo en cuenta las dificultades que plantea la criopreservacion de embriones,
se planted la posibilidad que incorporar las AFPs a los protocolos tradicionales de
congelacién de blastdbmeros como posible solucion a la preservacion del material
genético de ambos progenitores. Los resultados obtenidos en pez cebra, también
mostraron una notable mejoria, ya que el porcentaje de blastomeros viables se duplica al
afadir AFPs a la solucion crioprotectora. Este hecho probablemente fue debido a que
ademas de inhibir el crecimiento de los cristales de hielo durante la
congelacién/descongelacion, las AFPs actian como agentes estabilizadores de membrana
reduciendo los dafios producidos por las bajas temperaturas.

Atendiendo a que el proposito de la presente tesis doctoral es establecer unas
bases para la creacion de un banco de germoplasma para las poblaciones de trucha
comun de la provincia de Ledn, de los resultados obtenidos se puede concluir que: el
protocolo descrito para criopreservacion de semen es un método apropiado para
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preservar el potencial genético de los machos de esta especie, y por lo tanto es apto para
congelar muestras destinadas a formar parte de un GRB. Las técnicas de androgénesis
permitirian obtener una descendencia cuyo material genético fuese Unicamente de origen
paterno, evitando asi la introgresion génica en aquellos casos en que no haya
disponibilidad de ovocitos de hembras pertenecientes a la poblacion que sea necesario
repoblar. Incluso con tasas de fecundacion bajas se obtendria un ndmero de individuos
en la primera generacion suficiente para recuperar la poblacion original, debido a la gran
prolificidad de estas especies.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que la criopreservacion de embriones esta aun
lejos de ser alcanzada, la congelacidn de blastomeros parece una opcidén mas realista para
preservar el material genético de ambos progenitores. Los avances realizados en este
trabajo mediante incorporacion de AFPs al medio de congelacion, podrian ser aplicados
para la criopreservacion de blastomeros de trucha comun. Una vez estandarizado el
protocolo, la recuperacion de la poblacion amenazada podria ser llevada a cabo mediante
microinyeccion de blastdbmeros para creacion de quimeras o transferencia nuclear a
ovocitos enucleados. Sin embargo, para llevar a cabo con éxito este proceso aun es

necesario un largo proceso de investigacion.
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Introduccidn general

La trucha comun en Ledn

Teniendo en cuenta el efecto negativo que la actividad humana esta ejerciendo
sobre determinados habitats y las consecuencias que ello tiene sobre la biodiversidad, las
iniciativas conservacionistas toman cada vez mas fuerza, dirigiendo sus esfuerzos a
decidir las mejores politicas para gestionar adecuadamente las areas naturales, potenciar
la creacion de reservas y proponer nuevas estrategias para evitar el declive de las
poblaciones silvestres. Uno de los habitats mas susceptibles son los cursos fluviales, que
sufren intensas modificaciones en las areas de mayor actividad humana. Segun la IJUCN
(International Union for Conservation of Nature and Natural Resources), actualmente se
consideran en peligro de extincidén 1.571 especies de peces, casi todas de agua dulce. La
mayoria de ellas corren peligro debido a la degradacion de su habitat (entre ellas algunos
esturiones, anguilas o tiburones) y al menos 43 por sobrepesca. Otra causa de riesgo para
algunas poblaciones es la introduccion de especies exoticas, ahora mas vigilada, pero que
se ha permitido durante afios y que ha tenido importantes consecuencias, especialmente
entre las especies de aguas continentales. Muchas de las especies o variedades en peligro,
especialmente estas ultimas, tienen un gran valor econdémico para las areas de donde son
originarias y representan un recurso alimentario de primera necesidad. En el caso de la
provincia de Ledn y desde hace algunas décadas, existe una gran preocupacion por la
progresiva alteracion del medio fluvial. Uno de los efectos méas evidentes de la
degradacion en nuestros rios es la desaparicion de determinadas especies caracteristicas
de los mismos o la alarmante reduccién de las poblaciones de peces, siendo la especie
mas emblematica y mas amenazada la trucha comun.

El acusado descenso en las poblaciones de trucha comun (Salmo trutta L.),
debido al deterioro de la calidad ambiental, a la pesca exhaustiva y a los brotes
epidémicos que han diezmado algunas poblaciones, ha llevado al disefio de programas de
cria en cautividad y repoblacién que se han desarrollado durante afios. Sin embargo, la
cria de trucha comun salvaje presenta mayores dificultades que la de otras especies de
trucha, como por ejemplo la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), ya que es muy
susceptible de padecer enfermedades en cautividad. Por ello, se han desarrollado
programas de repoblacién utilizando truchas hibridas mas resistentes que han sido

obtenidas a partir de cruzamientos entre machos autoctonos y hembras foraneas,
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Introduccién general

principalmente de procedencia centro-europea (Corujo y cols., 2004). Sin embargo, este
tipo de cruzamientos provoca introgresion génica de las poblaciones foraneas en el
genoma de las poblaciones nativas, cuya principal consecuencia es la reduccion de la
variabilidad genética de las poblaciones salvajes, incluyendo la desaparicion de algunos
caracteres que pueden haber sido resultado de la seleccion natural por ser favorables en
un determinado habitat (Corujo y cols., 2004; Machordom y cols., 2000).

Para gestionar los recursos naturales de un modo seguro y eficiente, debe
realizarse un analisis en profundidad de la variabilidad genética que existe dentro de las
especies objeto de estudio. En los salmonidos, cada especie estd dividida en
subpoblaciones mas o menos diferenciadas genéticamente, que son reconocidas por la
existencia de diferencias morfoldgicas o ecoldgicas entre peces procedentes de distinto
origen (Ryman, 1983). Ryman, en 1983, demostr6é que las poblaciones de trucha comun
estan organizadas segun una jerarquia, donde el nivel mas alto viene determinado por la
vertiente donde desembocan los rios donde habitan. Por el contrario, Ostergaard y cols.
(2003), estudiando las poblaciones de trucha comin (Salmo trutta) de islas del mar
Baltico, comprobaron que la diferenciacion entre poblaciones que produce la deriva
génica debido al paso de generaciones (el factor temporal) es incluso superior a la
producida por la localizacion de los animales en diferentes cursos fluviales (el factor
espacial). En cualquier caso, y aunque las interacciones entre esos niveles ain no son
bien conocidas, cada grupo esta definido por unas caracteristicas genéticas especificas
(Garcia-Marin y cols., 1999; Machordom y cols., 2000; Sanz y cols., 2000). En la
Peninsula Ibérica, existen al menos dos linajes diferenciados: uno en el cual estan
incluidas las especies pertenecientes a la vertiente Mediterranea (linaje 1V) y otro
compuesto por aquellas pertenecientes a la vertiente Cantabrica (linaje 11) (Bernatchez,
2001; Cagigas y cols., 1999; Garcia-Marin y Pla, 1996; Garcia-Marin y cols., 1999;
Machordom y cols., 2000).

Las variedades de trucha comun objeto de nuestro estudio pertenecen a las
cuencas del Duerna y del Esla, que a su vez pertenecen a la cuenca del rio Duero, la cual
es una de las méas importantes de la vertiente Atlantica. Entre estas variedades existe una
gran diferenciacidn genética que se mantiene tanto a nivel macro- como microgeogréafico
(Bouza y cols., 2001; Cagigas y cols., 2002; Corujo y cols., 2004; Estoup y cols., 1998;
Sanz y cols., 2000). En la provincia de Leon, han sido llevados a cabo programas de
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Introduccidn general

repoblacion, sin tener en cuenta la variabilidad de las distintas poblaciones. Los peces
utilizados en la repoblacién, como se ha mencionado, fueron criados en piscifactorias a
partir de progenitores de procedencia centro-europea, con caracteristicas genéticas
completamente diferentes a las de las truchas autoctonas, por lo que no fueron capaces de
sobrevivir durante mucho tiempo en las condiciones ambientales de estos rios (Blanco y
cols., 1998; Corujo, 1999; Garcia-Marin y cols., 1991; Martinez y cols., 1993; Moran y
cols., 1991). Posteriormente, se crearon stocks hibridos a partir de cruces entre hembras
de procedencia centro-europea y machos autdctonos, 1o que supuso un mayor éxito en
cuanto a la supervivencia de estos individuos. Sin embargo, como ya se explicd
anteriormente, la introduccién de especies foraneas provocé un grado de contaminacion
génica que en los peores casos ha implicado pérdida de caracteres genéticos tipicos de
estas poblaciones (Corujo y cols., 2004).

Para evitar el riesgo de introgresion génica, lo mas apropiado seria repoblar los
rios con stocks obtenidos Unicamente a partir de reproductores nativos. Sin embargo,
para mantener la alta variabilidad existente en los rios de la provincia de Ledn, seria
necesario disponer de un stock de reproductores para cada poblacién genéticamente
diferenciada. Ademas, cada stock debe estar constituido por un nimero de individuos
suficiente como para evitar el llamado “efecto fundador”, que implica que, cuanto menor
sea el tamafio de la poblacion fundadora, mas se incrementa la homozigosidad de la
poblacion, reduciendo la variabilidad genética y aumentando la probabilidad de que se
expresen alelos recesivos deletéreos a lo largo de las generaciones. Debido al coste total
que esto supondria, la repoblacién con stocks de procedencia nativa no resulta muy
realista. Por otra parte, el mantenimiento de la poblacion en un cultivo intensivo también
puede ser perjudicial para los fines de conservacion, ya que segun observaron Riabova y
cols. (2006), en cultivos de esturion, se produce una pérdida de variabilidad genética a lo
largo del tiempo que esta relacionada con la densidad del cultivo, de forma que los
cultivos intensivos reducen dicha variabilidad.

En este contexto, la congelacion de semen, ovocitos y embriones permitiria crear
un banco de recursos genéticos, entendido como banco de germoplasma,
extraordinariamente Gtil en programas de conservacion, en el cual seria posible preservar
el material genético que define una poblacion y la posterior reintroduccion de las
distintas variedades en sus lugares de origen.
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Bancos de germoplasma

Una de las estrategias conservacionistas aplicadas actualmente es la creacion de
bancos de recursos genéticos (GRBs), que implica el almacenamiento de gametos y
embriones cuyo fin principal es mantener ex situ el patrimonio genético de aquellas
especies amenazadas y su posterior utilizacion para recuperar la poblacion original
cuando las condiciones ambientales sean favorables. Algunos defensores de la
conservacion de los ecosistemas, ven la modalidad de conservacion ex-situ irrelevante
desde el punto de vista de que los organismos conservados no sobreviven durante mucho
tiempo en su habitat natural. Sin embargo, aunque en la practica las posibilidades de
reintroduccion son limitadas, ya que siempre dependeran de la restauracion del habitat,
se han conseguido algunos éxitos que no habrian sido posibles sin la contribucion de la
conservacion ex-situ (Stanley Price, 1989). El éxito en el desarrollo de programas de cria
en cautividad, incluidas las aplicaciones de las tecnologias de reproduccion y GRBs,
dependeréa de los avances en el conocimiento sobre la biologia de la especie en cuestion.
Por eso, en este contexto, debe considerarse esencial el conocimiento en profundidad de
la biologia reproductiva de las especies (Wildt y Wemmer, 1999). En este sentido, los
GRBs combinan los aspectos practicos de dos disciplinas amplias y complejas: la

biologia reproductiva y la criobiologia.

Los comienzos de los GRBs se remontan a los afios 50, cuando se desarrollaron
los primeros experimentos de criopreservacion de semen, lo cual supuso un gran avance
en las técnicas de fecundacion artificial utilizadas para la reproduccién de animales de
granja. Sin embargo, hasta 25 afios después no comenzo a aplicarse esta técnica a la
conservacion de especies salvajes (Watson, 1978). La creacion de bancos de esperma es
una herramienta cada vez mas apreciada, ya que, como veremos mas adelante, reduce
significativamente el nimero de animales vivos necesarios para mantener una poblacion
viable (Roldan y Garde, 2004) y por ello, su ritmo de creacidn para especies amenazadas,
se ha incrementado de forma intensa en los Ultimos afios. Estos bancos se estan
utilizando de forma sistematica en programas dirigidos a la conservacion de ungulados,

felinos o grandes mamiferos en diferentes partes del mundo (Watson y Holt, 2001).

28



Introduccidn general

En el caso de la conservacion de peces, en las conclusiones de la Conferencia de
Naciones Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo, celebrada en 1992, ya se propuso
la creacion de un banco internacional de recursos genéticos de peces, para preservar el
genoma de las especies en peligro de extincion mediante la congelacion de su esperma.
Este banco se inici6 en Vancouver en 1994 bajo la direccion del Dr Harvey
(Internacional Fisheries Gene Bank: www.worldfish.org/wft_experience.pdf). Por otra
parte se estan haciendo muchos esfuerzos para conservar las poblaciones de diferentes
especies de esturion a partir de semen congelado (Grunina y cols., 2006) y son también
numerosos los trabajos dedicados a la conservacion de poblaciones o subespecies de
salmonidos y ciprinidos utilizando como herramienta la congelacion espermatica para,
posteriormente, fecundar ovocitos de especies proximas mediante procesos de
androgénesis (David y Pandian, 2006).

La conservacion de ovocitos presenta muchas mas dificultades técnicas que la del
esperma. Esto es debido a las caracteristicas de estas células, que por su tamafio, su
contenido en lipidos, la disposicién de su material genético y de su citoesqueleto, sufren
una gran cantidad de dafios durante la criopreservacion. No obstante, se ha logrado la
fertilizacion de ovocitos congelados/descongelados en raton, hamster, conejo, vaca y
humano entre otras especies (Watson y Fuller, 2001). El avance en este campo va mas
ligado a la medicina reproductiva en humanos y al desarrollo de progenies clénicas u
otras técnicas de manipulacion genética, que a su aplicacion directa en ganaderia o
conservacion. En el caso de los peces y a pesar de los esfuerzos realizados hasta el
momento, que han sido resumidos recientemente por Zhang y Lubzens (2008), no se ha
obtenido ningln éxito, de forma que de momento no puede esperarse su utilizacién como
reserva de material genético.

El caso de los embriones presenta una dificultad intermedia. En la década de los
70 se criopreservaron con éxito embriones de raton (Whittingham y cols., 1972) y se
publico el primer caso de prefiez con embriones congelados bovinos (Wilmut y Rowson,
1973). Hasta la fecha se han desarrollado tecnologias para la congelacion de embriones
de ganado vacuno, de oveja, caballo, gato, conejo, mandril, titi, ratén, rata, mono (Rall,
1992) y humano (Trounson y Mohr, 1983) y, mas recientemente, en el afio 2000, se
obtuvieron los primeros cerdos nacidos de embriones congelados. Las tasas de embarazo

y supervivencia hasta el parto obtenidas tras la transferencia de los embriones
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descongelados a una hembra receptora, ain no son semejantes a las que se obtienen con
embriones frescos, pero se espera que en un futuro no muy lejano el uso de embriones
congelados se generalice en algunas especies. No obstante, de nuevo los peces ofrecen
una peor respuesta a la conservacion y, como se detallara mas adelante, aun son
necesarios muchos esfuerzos para hacer posible la supervivencia embrionaria tras la
criopreservacion. El desarrollo de métodos de congelacioén de embriones se considera de
sumo interés, ya que proporciona un nuevo impulso a los bancos de germoplasma al
permitir la conservacion de todo el genoma, no solo el procedente del espermatozoide
(Whittingham y cols., 1972; Wilmut y Rowson, 1973), evitando la necesidad de
desarrollar tecnologias de reproduccion para recuperar la poblacion original a partir s6lo
del esperma.

La posibilidad de establecer GRBs para la conservacion de especies silvestres o
agricolas es una forma de contribuir al mantenimiento de su diversidad genética, cuya
pérdida implica un grave problema que puede suponer la extincion de la poblacién como
consecuencia final. Un aspecto clave en la pérdida de diversidad genética es el tamafio de
la poblacién efectiva. Incluso en especies que, como tales, no pueden considerarse en
peligro de extincion, la existencia de pequefias poblaciones en determinadas
localizaciones puede representar un peligro para la supervivencia de las mismas a largo
plazo ya que se potencia la tendencia a la endogamia, provocando que la variabilidad se
vaya perdiendo en cada generacion (Frankham, 2001). La utilizacion de material
criopreservado y almacenado en GRBs solventa en parte este problema, ya que los
gametos congelados de determinados reproductores estarian disponibles para programas
de cria, incluso durante tiempo superior al periodo de vida del donante. Teniendo en
cuenta el amplio desarrollo de la tecnologia aplicada a la reproduccion, esos individuos
podrian ser considerados como miembros reproductivos adicionales al grupo en
generaciones posteriores, incrementando asi el tamafo efectivo de la poblacion (Holt,
2001).

Los GRBs pueden organizarse en funcién de dos objetivos bien distintos. Por una
parte, objetivos taxondmicos, demogréaficos o de investigacion, para los cuales los GRBs
estan constituidos principalmente por tejidos somaticos criopreservados, lineas celulares

y muestras de ADN de diversas especies. Por otra parte, el GRB puede organizarse con
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fines meramente reproductivos, conservando principalmente gametos y embriones,
aunque los ultimos experimentos de clonacion en mamiferos a partir de lineas celulares
adultas demuestran una nueva posibilidad de crear individuos a partir de lineas celulares
criopreservadas, mediante transferencia nuclear en ovocitos.

Dentro de los GRBs con fines reproductivos podemos diferenciar tres tipos de
bancos en funcion del objetivo que queramos conseguir. Asi, pueden existir bancos para
conservacion animal, para preservacion de especies agricolas o para investigacion
médica y biotecnologica. Los objetivos de los GRBs para uso agricola y biotecnolégico
son considerablemente mas sencillos que los dirigidos hacia conservacion de especies
amenazadas, en cuyo caso es muy importante preservar lineas genéticas especificas sin
introgresion de ninguna otra.

Teniendo en cuenta que el espacio fisico asi como la financiacion para programas
de GRB son limitados, cuando la poblacion que se desea conservar es de gran tamafio,
debe realizarse una seleccion de los gametos. Soélo en el caso de poblaciones muy
pequefas seria posible almacenar muestras de todos los individuos. Sin embargo, para
fines de conservacion, esta medida seria un objetivo ideal para el mantenimiento de la

diversidad genética.

Bases para la creacion de un banco de recursos genéticos

Como ya se indico anteriormente, la creacion de un GRB implica la aplicacion de
dos disciplinas: la biologia reproductiva y la criobiologia.

El conocimiento de la biologia de la reproduccion de cada una de las especies que
formardn parte del GRB es imprescindible, tanto para la extraccion de gametos como
para la posterior utilizacion de los mismos. Este conocimiento en combinacion con el
desarrollo de nuevas técnicas de reproduccion asistida ofrece sustanciales beneficios en
programas de conservacion de especies. En el caso de la trucha comun, la obtencion de
gametos, fecundacion artificial e incubacion de embriones, se practican habitualmente en
piscifactorias, obteniéndose buenos porcentajes de supervivencia a la eclosion
(Sedgwick, 1995).
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El método utilizado para preservar los gametos y embriones que constituyen un
banco de germoplasma es la criopreservacion. El procedimiento de criopreservacion debe
ser bien estudiado para cada especie y cada tipo celular, ya que presentan diferente
reaccion a la congelacion. Sin embargo, el conocimiento de las bases del proceso es

esencial para posteriormente aplicarlo a cada tipo celular en concreto.

Principios sobre la criopreservacion de gametos y embriones

La criobiologia es la disciplina que estudia los efectos de las bajas temperaturas
en células y tejidos criopreservados, entendiendo la criopreservacion como el proceso en
el cual células o tejidos son congelados a muy bajas temperaturas con el fin de detener
las funciones vitales de una célula u organismo, manteniéndolos en condiciones de “vida
suspendida” durante tiempo indefinido. La posibilidad de una recuperacién posterior del
material criopreservado, manteniendo la viabilidad celular tras la descongelacion, hace

de la criobiologia una herramienta esencial en el desarrollo de la tecnologia reproductiva.

En los comienzos de la criobiologia, la temperatura final a la que eran mantenidos
los gametos venia determinada por el agente criogénico disponible en ese momento. Los
primeros estudios donde se obtuvieron espermatozoides viables tras procesos de
vitrificacién y deshidratacion se realizaron utilizando hielo seco (Polge y cols., 1949),
que alcanza una temperatura de -79 °C. Posteriormente, el aumento de la disponibilidad
de nitrégeno liquido a partir de finales de los 50, lo convirtio en el modo de
almacenamiento mas utilizado, alcanzando -196 °C en la fase liquida, y un rango de -140

°C a -160 °C en los vapores justo sobre la superficie del nitrégeno.

Teoria bésica de la criopreservacion
Durante los dltimos 30 afios el conocimiento de los procesos biol6gicos y

biofisicos que tienen lugar cuando se produce el enfriamiento ha incrementado

gradualmente.
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Cuando una solucidon es enfriada por debajo de su punto de congelacion,
inicialmente es “superenfriada”, es decir, que permanece en estado liquido a una
temperatura inferior a la temperatura real de congelacion. Esta es una situacion inestable,
y a medida que la temperatura desciende incrementa la probabilidad de que ocurra el
denominado proceso de nucleacion donde comienzan a formarse cristales de hielo. En
una solucién, el agua pura es lo primero en congelarse, de modo que la solucién se hace
cada vez mas concentrada a medida que el agua pura se congela, alcanzando valores de
osmolaridad 20 veces superiores cuando la solucion se encuentra a -40 °C. Por debajo de
esa temperatura, la solucion solidifica totalmente (Mazur, 1984).

Cuando la solucién contiene una suspension celular, tiene lugar el denominado
“efecto solucién”, es decir a medida que avanza el proceso de cristalizacion, se produce
una salida de agua del interior celular debido al incremento de la osmolaridad del medio
extracelular (Mazur, 1965). Si el enfriamiento es lo suficientemente lento, la célula se
deshidrata totalmente antes de que se produzca la solidificacion total del medio externo,
evitando la formacion de cristales de hielo en el interior celular. Si esto no ocurre, es
muy probable que la célula muera en el proceso (Watson y Fuller, 2001).

La recuperacion de células viables tras la criopreservacion depende de muchas
variables, pero si Unicamente tenemos en cuenta la tasa de enfriamiento, la mayor
supervivencia va asociada con la utilizacion de una rampa especifica de enfriamiento,
que depende de cada tipo celular. Durante un enfriamiento muy lento, las células estaran
expuestas a unas condiciones hiperosmoticas extremas por un tiempo lo suficientemente
largo como para experimentar dafios. Por otra parte, si es demasiado réapido, las celulas
no se deshidratan totalmente, permitiendo la formacion de hielo intracelular que también
produce darfios irreparables.

La iniciacion del crecimiento de los cristales de hielo es un punto muy importante
a tener en cuenta, y dificilmente controlable, que tiene lugar tanto en el proceso de
enfriamiento como durante la descongelacién, momento en el cual se forma el hielo
intracelular. La formacion de hielo requiere una ordenacion especifica de las particulas
en solucion, de modo que los cristales tienden a crecer a partir de los centros de
nucleacion, que pueden ser otros materiales cristalinos, particulas sélidas o incluso las

propias células de la suspension (Rall, 1987).
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En algunos casos especializados, la criopreservacion se ha intentado en
condiciones donde la formacién de cristales de hielo sea muy limitada o inhibida por
completo, produciendo la formacién de un estado vitreo en el medio extracelular e
intracelular a muy bajas temperaturas, formando una estructura estable, sin formacion de
hielo (Rall y Fahy, 1985). Este proceso es conocido como vitrificacidn, y requiere una
combinacion de aditivos especificos (crioprotectores) asi como un intensivo control de
proceso de congelacion/descongelacion (Kuleshova y cols., 1999). Su desarrollo
comenzd en 1980 como alternativa de preservacion, y como posible solucion a las
dificultades que supone la formacién de hielo y la deshidratacion celular. Este proceso
implica la transformacion de una solucion acuosa en un solido amorfo de aspecto vitreo
donde no se forman cristales de hielo, debido a un drastico aumento en la viscosidad
durante la congelacion (Fahy y cols., 1984). Para que esto ocurra son necesarias altas
concentraciones de crioprotectores (superiores a 6M), y velocidades de congelacion
relativamente rapidas (1000-2000 °C/min) (Watson y Fuller, 2001). Normalmente se
utilizan combinaciones de varios de estos crioprotectores, ya que asi se reduce la
concentracion final de cada uno de ellos disminuyendo su potencial toxicidad. Otra de las
ventajas de este proceso, ademas de evitar la formacion de cristales de hielo, es que la
congelacién se produce tan rapidamente que las células u 6rganos criopreservados apenas
estan expuestos al efecto solucién, por lo que se reducen los dafios producidos por la
deshidratacion (Watson y Fuller, 2001).

A lo largo del proceso de descongelacion (normalmente también rapido), tampoco
se forman cristales de hielo y la célula es devuelta a temperatura ambiente sin sufrir los
dafios que se producen en la congelacién convencional. La adicion de cada crioprotector
provoca un grado de deshidratacion previo a la congelacion el cual puede ser mas o
menos prolongado dependiendo del tipo de crioprotector (Watson y Fuller, 2001). Estos
métodos han sido puestos a punto con embriones (Rall y Fahy, 1985) y ovocitos (O'Neil
y cols., 1998), donde resultan méas beneficiosos que en semen, ya que las altas
concentraciones de crioprotectores que se requieren resultan muy toxicas para los

espermatozoides.
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Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias que reducen el dafio celular producido por el
proceso de congelacion y descongelacion. EI mecanismo por el cual ejercen su efecto
estd relacionado con la reduccion de la concentracion de electrolitos en el medio
extracelular (Karow, 1997), con la disminucién de la formacion de cristales de hielo y
con la proteccion de la membrana y sus constituyentes (Parks, 1997) debido a sus
propiedades coligativas (Fullerton y cols., 1994; Keener y cols., 1995). Cuando son
afadidos, disminuye el punto de congelacion de las células en solucion, permitiendo que
la temperatura sufra un mayor descenso antes de que el medio comience a congelarse. El
proceso de congelacion se ralentiza favoreciendo la deshidratacion celular antes de que
se produzca la congelacion total del medio (Rall y cols., 1983).

Atendiendo a su capacidad de penetracion en las células, estos compuestos
pueden clasificarse en dos grupos: permeables y no permeables.

Los crioprotectores permeables suelen ser moléculas no electroliticas, de bajo
peso molecular y anfipaticas, capaces de atravesar las membranas celulares, ejerciendo
su funcién interna y externamente (Anchordoguy y cols., 1991). Al penetrar en las
células provocan la salida del agua intracelular, reduciendo la formacion de cristales de
hielo en el interior de la célula. Estas sustancias resultan toxicas para las células, en
mayor o menor medida dependiendo de la concentracion, del tiempo de exposicion, o de
la temperatura, por lo que estos tres factores deben ser combinados de modo que el
crioprotector sea efectivo causando el minimo dafio. EI conocimiento de cada uno de los
dafios provocados por los crioprotectores es esencial para poder evitarlos, por ejemplo,
Ilevando a cabo la adicion o eliminacién de los mismos en pasos sucesivos de exposicion
a crioprotectores en concentracion creciente o decreciente segln el caso.

Por otra parte, los crioprotectores interactian con los grupos polares de los
fosfolipidos de las membranas haciéndolas mas plasticas, disminuyendo los efectos del
estrés osmatico asociado a la deshidratacion de las mismas durante la congelacion,
reemplazando el agua alrededor de la parte hidrofilica del fosfolipido. Este fendmeno
hace que la temperatura de transicion de fase de los fosfolipidos disminuya, reduciendo
la desorganizacion inherente a los cambios de fase y haciendo la membrana mas estable
(Anchordoguy y cols., 1991; Labbé y cols., 1995; Labbé y Maisse, 1996).
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El grado de proteccion que puede aportar un crioprotector depende en gran
medida de sus caracteristicas propias. Entre las sustancias que pueden actuar como
crioprotectores permeables encontramos, glicerol, metanol, etanol, etilenglicol,
propilenglicol, dimetilformamida, dimetilacetamida y dimetil sulfoxido (DMSO).

Los crioprotectores no permeables son sustancias de elevado peso molecular, que
actGan como estabilizadores de membrana o sobre las propiedades fisico-quimicas del
medio de congelacion, evitando la formacion de cristales de hielo y el efecto de los
solutos. La presencia de estas sustancias favorece un flujo de agua fuera de la célula
inhibiendo el crecimiento de cristales en el interior, ademas de aumentar la viscosidad
del medio extracelular manteniendo el hielo en forma de estructura amorfa evitando asi
el crecimiento de cristales que puedan dafar las membranas.

Dentro de este grupo de crioprotectores encontramos sustancias como la
polivinilpirrolidona (PVP), los polivinil alcoholes (PVA), compuestos lipidicos como por
ejemplo la yema de huevo, proteicos como la albimina sérica bovina (BSA) y azUcares,
principalmente sacarosa (Bergeron y Manjunath, 2006; Karow, 1997; Watson y Fuller,
2001).

Dentro del apartado de sustancias con capacidad crioprotectora, es importante
destacar aquellas producidas por los propios organismos como mecanismo de adaptacion
al frio. Algunas especies de insectos, peces y plantas expresan unas proteinas
anticongelacion (AFPs) que actian como crioprotectores naturales. Los primeros
estudios acerca de estas proteinas en peces los realizaron DeVries y Wohlschlag (1969),
cuando descubrieron que la sangre de peces que habitaban en aguas de la Antartida, no se
congelaba incluso cuando las aguas alcanzaban temperaturas un grado por debajo de su
punto de congelacion. EI motivo por el cual estos peces son capaces de sobrevivir bajo
condiciones tan extremas sin congelarse se debe principalmente a dos caracteristicas. Por
una parte, comprobaron que el suero de estos peces contiene unas concentraciones de
cloruro sodico, urea y proteinas que lo hacen isosmotico con respecto al agua de mar, y
por lo tanto, debido al efecto coligativo de esas moléculas, el punto de congelacion
disminuye hasta -0,7 °C (DeVries, 1971). Por otra parte, encontraron en el suero una

familia de glicoproteinas, las cuales, mediante adhesion a las paredes de los cristales de
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hielo detienen su crecimiento hasta temperaturas inferiores a -1,7 °C (histéresis térmica)
(Jiay Davies, 2002), temperatura a la cual se produce la congelacién del agua de mar.
Teniendo en cuenta la capacidad protectora de resistencia al frio que las AFPs
confieren naturalmente a aquellos animales que las producen, hace pensar en la
posibilidad de utilizarlas en criopreservacion de células, tejidos, organos e incluso
embriones. Ademas de su aplicacion en criopreservacion, las AFPs tienen muy diversas y
ventajosas utilidades. En medicina se han utilizado para preservacion en frio (4 °C) de
plaquetas o tejidos para transfusiones y transplantes respectivamente (Macouzet y cols.,
1999; Tablin y cols., 1996), y en criocirugia para destruccién de tumores malignos
(Wang, 2000). En la industria alimenticia también se ha experimentado con AFPs debido
a su capacidad para inhibir la cristalizacion y recristalizacion del hielo en los alimentos
congelados a muy bajas concentraciones (0,003-0,0025 mM) (Crevel y cols., 2002; Li y
cols., 1991). Ademas, los promotores génicos de las AFPs son utilizados para dirigir la
expresion de otros genes, como por ejemplo la hormona de crecimiento, de modo que al
insertar dicha construccidon se logra un incremento de las tasas de crecimiento en

salmédnidos y otras especies de gran interés en acuicultura (Zbikowska, 2003).

Criopreservacion de semen de teledsteos

Los espermatozoides de peces son células altamente diferenciadas, que presentan
un patron morfoldgico similar al de otras especies de vertebrados. En su estructura se
pueden diferenciar tres partes: la cabeza, donde se encuentra el nicleo haploide, la parte
intermedia que contiene una o varias mitocondrias y los centriolos y finalmente el
flagelo, que debido a su extension hace que la relacion superficie/volumen de estas
células sea muy grande. El citoplasma esta limitado por una membrana especializada en
algunas regiones, donde se localizan los mecanismos de reconocimiento y fusién al
ovocito. Muchos organulos estan ausentes, como por ejemplo el aparato de Golgi o los
ribosomas, y otros estan especializados ya que tienen una funcion especial en el proceso
de fertilizacion y desarrollo temprano. En la mayoria de las especies de vertebrados, los
espermatozoides poseen en la parte mas apical de la cabeza el acrosoma. Este organulo

contiene enzimas hidroliticas cuya funcion es facilitar la entrada al interior del ovocito,
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degradando las distintas paredes que lo rodean. En el caso de los teledsteos, salvo en los
esturiones, los espermatozoides no tienen acrosoma ya que los ovocitos de peces estan
rodeados por una envuelta rigida, el corion, que los espermatozoides no pueden
atravesar, por lo que presentan uno o mas canales de entrada para los mismos
denominados micropilos, siendo innecesaria la digestion de las envueltas. Los
espermatozoides de peces, a diferencia de los de mamiferos, permanecen inmoviles en el
plasma seminal. Su movilidad se activa tras la eyaculacién al ser liberados en el agua,
como consecuencia de distintos factores. En diferentes especies la activacion puede ser
producida por variaciones en la presion osmatica del medio, en el pH o en el contenido
en distintos iones (Alavi y Cosson, 2006). Una vez activada, la movilidad es muy breve,
variando segun las especies desde unos segundos (salmoénidos) hasta unos minutos
(algunas horas en arenques). Por eso, es muy importante que durante la manipulacion
previa a la criopreservacion no se produzca la activacion de la movilidad, ya que las
células agotarian todas sus reservas energéticas y no serian capaces de alcanzar el

micropilo en el momento de la fecundacion.

Hasta el momento se ha criopreservado semen de mas de 200 especies de
teledsteos (Tiersch, 2000), la mayor parte de ellas de agua dulce, ya que son las mas
utilizadas en acuicultura. El disefio de los protocolos de criopreservacion debe adaptarse
para cada especie. Deben ser tenidas en cuenta las caracteristicas especificas del semen
(volumen seminal, composicién del plasma, duracién y mecanismo de activacién de la
movilidad y resistencia de las células al chogue osmdtico), para poder determinar cuales
son los pardmetros méas adecuados para optimizar la criopreservacion (diluyente,
crioprotector, velocidad de congelacion/descongelacion, envase, etc).

La composicion del diluyente debe ser lo mas similar posible al plasma seminal, y
es imprescindible que mantenga una concentracion y una osmolaridad que impidan la
movilidad. Sobre todo se han utilizado soluciones salinas tamponadas, medios de cultivo
y sencillas soluciones a base de azUcares o de cloruro sodico. La efectividad del
diluyente dependera de la especie, ya que cada una posee unas caracteristicas tipicas en
su plasma seminal. Por ejemplo, en salmoénidos se ha de mantener una concentracion de
K" elevada (20-60 mM) para evitar la activacion de la motilidad, que ocurre por un
descenso en este i6n al contacto con el agua (Alavi y Cosson, 2006).
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En cuanto al crioprotector, igual que ocurre con el diluyente, la efectividad puede
variar en funcién de la especie en que se aplique. Normalmente se utilizan
crioprotectores permeables, como por ejemplo DMSO y metanol (Horvath y cols., 2005;
Lahnsteiner y cols., 1997) combinados con alguno no permeable que actie como
estabilizador de membrana, como por ejemplo yema de huevo, BSA o extracto de
proteina de soja (Cabrita y cols., 2001a). Se ha demostrado que la presencia de estos
compuestos estabilizadores de membrana incrementa el porcentaje de espermatozoides
viables, moviles después de la congelacion (Cabrita y cols., 2001a).

Una vez formulada la composicién del diluyente y la combinacion y
concentracion de los crioprotectores, hay que determinar en que proporcién va a ser
diluido el semen. La dilucion méas adecuada es aquella que reduce la concentracion
espermatica para facilitar la incorporacion del crioprotector en todas las celulas de la
muestra, manteniendo una concentracion de espermatozoides suficientes para llevar a
cabo una fecundacion efectiva. Las diluciones méas utilizadas varian desde 1:1 en tilapia
(Poleo y cols., 2005), 1:3 en salmonidos (Cabrita y cols., 2001a), 1:6 en dorada (Cabrita
y cols., 2005a) o 1:9 en carpa (Horvath y cols., 2007).

Una vez realizada la mezcla del semen con la solucidn crioprotectora es necesario
mantener un tiempo de equilibrado, suficiente para que el crioprotector penetre en las
células. Para reducir la toxicidad de la solucién, durante ese tiempo, la mezcla es
mantenida a 4 °C, mientras se procede al envasado de la muestra.

Los envases mas utilizados para la criopreservacion de semen son pajuelas o
criotubos de plastico. Actualmente es posible encontrar en el mercado gran variedad de
estos envases, con diferente capacidad en funcion del volumen de muestra que queramos
congelar (desde 0,25 a 5mL). La alta proporcion superficie/volumen que presentan las
pajuelas permite una buena transmision de la temperatura, ademas de una perfecta
identificacion permanente de las muestras, lo cual debe ser tenido en cuenta cuando las
muestras van a ser almacenadas por ejemplo en un banco de germoplasma. Después del
Ilenado, las pajuelas se sellan con poliacrilamida, con calor, o con bolas de acero.

Una vez envasadas las muestras, se procede a la congelacion, para lo cual hay que
determinar cual es la velocidad de enfriamiento méas adecuada para cada tipo de muestra.
No esté claro por qué las tasas de enfriamiento son mas dafiinas para los espermatozoides

de unas u otras especies, aunque muchos autores, relacionan esta variabilidad con la
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composicién de los lipidos de sus membranas, sugiriendo que los cambios de fase de los
lipidos pueden provocar la pérdida de integridad de la membrana (Watson, 1981; Watson
y Morris, 1987). La utilizacién de congeladores programables permite establecer la
rampa de congelacion que creamos adecuada en cada caso. Sin embargo, o mas comun
en condiciones de campo es utilizar cajas de poliestireno donde se vierte nitrégeno
liquido, y sobre cuya superficie se coloca una estructura flotante que mantiene las
pajuelas a una altura determinada. El tiempo que se mantienen las pajuelas en los vapores
de nitrégeno, asi como la distancia a la que se encuentran de su superficie, describe una
curva de enfriamiento que podra ser modificada en funcién de la muestra, variando estos
dos factores. En carpa, se suele congelar a una velocidad de -5 °C/min desde 2 °C hasta -
7 °C, luego se aumenta la velocidad a -20 °C/min hasta que se alcanzan los -70 °C y
desde esa temperatura se almacenan en nitrogeno liquido. Las muestras de tilapia, se
refrigeran desde los 25 °C hasta -35 °C a una velocidad de -20 °C/min y desde esa
temperatura hasta -75 °C se reduce la velocidad a -5 °C/min. Los salménidos admiten una
velocidad homogénea hasta -100 °C, que suele estar comprendida entre -20 y -30 °C/min.
Finalmente, las pajuelas son introducidas en nitrogeno liquido donde seran almacenadas
por tiempo indefinido.

Tan importante es establecer un control de la temperatura durante el enfriamiento
como durante la descongelacion. Cuando el envasado se ha realizado en pajuelas, la
descongelacion suele llevarse a cabo sumergiéndolas en un bafio de agua termostatizado.
La temperatura y tiempo necesarios han de establecerse previamente para conseguir la
descongelacion completa evitando el calentamiento de la muestra y varian en funcion del

tamafio del envase.

Todos los estudios realizados con peces demuestran una gran variabilidad de
resultados entre especies, poblaciones, individuos de la misma poblacién e incluso entre
muestras del mismo individuo recogidas en distintos tiempos. Por ello, es necesario
realizar un analisis exhaustivo de la muestra, antes y después de la congelacion, ya que,
es imprescindible conocer el estado inicial del semen extraido para poder decidir qué
protocolos de congelacion permiten mantener mejor sus caracteristicas. Por otra parte,
teniendo en cuenta que es inevitable una pérdida de calidad tras la criopreservacion, es

muy importante realizar una evaluacion previa, con el fin de seleccionar las muestras
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aptas para la congelacion. Esta evaluacion debe ser rapida, ya que no puede transcurrir
mucho tiempo desde la extraccion hasta el procesamiento.

La calidad espermatica se define como la capacidad para fecundar un ovocito y
producir una descendencia viable. La determinacion de la calidad de una muestra de
semen puede ser evaluada mediante el estudio de las caracteristicas del plasma seminal
(pH, osmolaridad, concentracion de iones), de la funcionalidad del espermatozoide
(movilidad, integridad de la membrana plasmatica, produccién de ATP) y sobre todo de
las interacciones entre espermatozoide y ovocito (Cabrita y cols., 2008).

Las pruebas realizadas para valorar la calidad de una muestra dependen de las
circunstancias. Es decir, si la valoracion debe realizarse en la piscifactoria o en
condiciones de campo, las pruebas serdn mas rutinarias y sencillas que si se realizan en
un laboratorio de analisis molecular.

Generalmente, el analisis mas rapido y sencillo que da informacion “a priori” del
estado de la muestra es el analisis de la movilidad. En condiciones de campo, con un
microscopio sencillo es posible hacer una estimacion subjetiva del movimiento de los
espermatozoides, tras la activacion de la muestra con un medio adecuado, atribuyendo
una escala de 0 a 5, dependiendo del porcentaje de células con movimiento progresivo
(Billard y cols., 1977). Una vez en el laboratorio, existe la posibilidad de evaluar la
movilidad utilizando métodos informatizados, que permiten digitalizar y analizar cada
imagen en tiempo real y que proporcionan gran cantidad de caracteristicas del
movimiento (Kime y cols., 2001). Algunos autores sugieren que existe una correlacion
entre movilidad y fertilidad (Lahnsteiner y cols., 2000), sin embargo, otros estudios
demuestran que una buena movilidad inicial no garantiza los resultados finales (Cabrita y
cols., 2005a).

Otro factor determinante en la capacidad fecundante del semen es la
concentracion espermatica. Es un factor que se puede analizar facilmente, por ejemplo
utilizando un hemocitometro, y que nos da una idea de en qué momento del ciclo
reproductor se encuentra el animal. Recuentos bajos pueden reflejar que la muestra ha
sido recogida al principio o al final del periodo reproductor y, por lo tanto el semen sera
de baja calidad (Nagahama, 1994). Ademas, el célculo de la concentracion espermatica
permite establecer las dosis necesarias para la fecundacion, ya que es necesario mantener

una proporcion espermatozoide/ovocito.
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Puede ocurrir que durante la extraccion se produzca contaminacién con heces u
orina. En ese caso, la muestra tendra unos valores de pH, osmolaridad y concentracion,
desviados con respecto a la media de la especie, indicando que no es apta para su
utilizacion para fecundar en fresco o para ser criopreservada.

El estado de la membrana espermatica es determinante en el analisis de la calidad
seminal, ya que su integridad es imprescindible para la funcionalidad del
espermatozoide. Los procesos que tienen lugar durante la congelacion/descongelacion,
pueden provocar dafios en la membrana. Entre estos procesos se encuentran la
incorporacion de crioprotectores (estrés quimico), la exposicion a soluciones
hiperosmoticas (estrés osmatico) que provocan cambios volumeétricos en la célula con el
consiguiente dafio en la membrana (estrés mecanico), la deshidratacion inducida por la
congelacién asi como la formacion de cristales de hielo (dafio mecanico), el cambio de
fase de los fosfolipidos de membrana debido a los cambios de temperatura (estrés
térmico) y finalmente el estrés oxidativo que provoca el propio metabolismo celular
(Parks y Graham, 1992). Actualmente, lo mas habitual es utilizar colorantes
fluorescentes para determinar la integridad de la membrana. EI modo de accién de estos
reactivos se basa en la capacidad de penetrar en el interior celular, debido a las
propiedades lipofilicas de algunos de ellos. Asi es posible diferenciar las células que
presentan dafios en la membrana de las que la tienen intacta, ya que serdn o no
coloreadas en funcion de la funcionalidad de la membrana y de las caracteristicas del
marcador utilizado. Existen Kits comerciales que combinan varios de estos colorantes,
mostrando las células viables y no viables en distintos colores. La identificacion y
cuantificacion puede realizarse utilizando microscopia de fluorescencia basica o
citometria de flujo. Esta Ultima, es capaz de detectar 10.000 células en pocos segundos,
permitiendo analizar varias muestras en muy poco tiempo de un modo mas fiable que la
microscopia de fluorescencia (Ogier de Baulny y cols., 1999).

Durante el proceso de criopreservacion se forman especies reactivas del oxigeno
(ROS) que ademas de provocar dafios en la membrana celular, debido a la oxidacion de
los 4cidos grasos insaturados, provocan la fragmentacion del ADN. Estos dafios se ven
reflejados en un descenso de la capacidad fecundante de la muestra, o aberraciones
genéticas en la descendencia (Aitken y Baker, 2006; Mirzoyan y cols., 2006). Un modo
de reducir los efectos provocados por los ROS es afadir antioxidantes a la solucion de
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criopreservacién, como por ejemplo acido citrico, o estabilizadores de membrana, como
la yema de huevo o la BSA (Bergeron y Manjunath, 2006; Cabrita y cols., 2001b). Las
técnicas mas utilizadas para evaluar el grado de fragmentacion del ADN son el “ensayo
cometa” (Comet assay) y la técnica del SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay). El
ensayo cometa consiste en someter las células espermaticas a una electroforesis alcalina,
tras lisar las membranas y desnaturalizar el ADN. Durante la electroforesis, se produce
una migracion de los fragmentos de ADN, de modo que cuando las células son tefiidas
con bromuro de etidio, u otro colorante especifico de ADN, forman una estructura
similar a un cometa, donde el nucleo de la célula representa la cabeza, y los fragmentos
de ADN la cola. El andlisis mediante un software especifico de las imagenes
digitalizadas de cada célula permite obtener un dato numérico del dafio a nivel de ADN
que presenta una muestra (Cabrita y cols., 2005b; Dietrich y cols., 2005; Labbé y cols.,
2001; Zilli y cols., 2003). En la técnica del SCSA, el semen es tratado con una solucion
acida que desnaturaliza el ADN en aquellos puntos donde se ha producido rotura.
Posteriormente, una tincién con naranja de acridina permite discernir entre el ADN que
permanece en estado nativo y el desnaturalizado. Los resultados son analizados mediante
citometria de flujo, obteniendo valores del porcentaje de células que presentan diferente
estabilidad en el ADN (Evenson y cols., 1991).

Ninguno de los parametros descritos hasta el momento es suficiente para realizar
una prediccion fiel de la calidad seminal, y menos aun de la calidad tras la
descongelacion. Sin embargo, la combinacion de varios de estos métodos de evaluacion
ayuda a descartar las muestras no aptas.

Finalmente, si definimos calidad seminal como la capacidad de fecundar y
obtener descendencia viable, es necesario realizar pruebas de fecundacion para ver si el
semen es viable tras la congelacion. El procedimiento a seguir es caracteristico de cada
especie, pero lo que si es comdn a todos los casos es que las células se vuelven muy
fragiles y muchos espermatozoides, aun los moviles, no serdn capaces de alcanzar los
micropilos antes de sufrir la lisis. Por ello, es muy importante que la fecundacion se
produzca inmediatamente tras la descongelacion. En muchos casos, para la activacion se
utilizan soluciones minerales especiales que prolongan el movimiento y minimizan el

choque osmotico. Ademas, teniendo en cuenta que tras la congelacion muchos
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espermatozoides no seran viables, la proporcion espermatozoide/ovocito debe ser mayor
que la utilizada para fecundaciones con semen fresco.

Como ya se ha explicado anteriormente, la criopreservacion reduce la capacidad
fecundante del semen, y asi lo demuestran trabajos como el de Cabrita y cols. (2001a),
donde el porcentaje de huevos fecundados desciende de 89% con semen fresco a 65,4%
con semen criopreservado, o el desarrollado por Labbé y Maisse (2001), donde
obtuvieron resultados similares, observando una reduccion de 94,1% a 79,7% tras la
criopreservacion. Ambos trabajos fueron realizados en trucha arco iris. En trucha comun,
Sarvi y cols. (2006), también observaron una reduccion de la fertilidad tras la
criopreservacién, aunque en esta especie, los porcentajes de huevos fecundados son
inferiores a los obtenidos con trucha arco iris, tanto antes como después de la
criopreservacion (72,5% y 59,8% respectivamente).

En el caso que nos ocupa, y teniendo en cuenta que la preservacion de semen de
trucha comun, va enfocada hacia la reconstruccién de poblaciones amenazadas, las bajas
tasas de fecundacién no suponen un problema, ya que cada hembra en una Unica puesta
puede poner entre 1.000 y 2.000 huevos, dependiendo de su tamafio y de la época
reproductora. Sin embargo, lo que si supone un problema importante que debe ser tenido
en cuenta es si la fecundacion con semen criopreservado proporciona poblaciones
semejantes a las obtenidas con semen fresco. Los diferentes trabajos publicados
recientemente y que demuestran que la congelacion seminal puede provocar
fragmentacion del DNA (Beirdo y cols., 2008; Cabrita y cols., 2005b; Zilli y cols., 2003)
pueden hacer sospechar que la criopreservacion podria tener efectos sobre las frecuencias
alélicas de la descendencia. Kopeika y cols. (2003), demostraron que la utilizacion de
semen criopreservado ejerce un claro efecto sobre la descendencia, no solo en cuanto a
una reduccién del porcentaje de supervivencia, sino que ademas, el proceso de
congelacién provoca una seleccién espermatica que dara lugar a una poblacion de
embriones con un perfil genético muy homogéneo. Por eso seria interesante comprobar
que el patron genético de la descendencia obtenida con semen criopreservado no difiere
del de la descendencia obtenida con semen fresco, ya que si no es asi, estas muestras no

deberian formar parte de un banco de germoplasma.
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Criopreservacion de embriones de teledsteos

La posibilidad de criopreservar embriones en lugar de espermatozoides u ovocitos
presenta muchas ventajas, ya que permite preservar el material genético de ambos
progenitores. Los beneficios de la criopreservacion son muy numerosos teniendo en
cuenta las posibles aplicaciones en acuicultura, programas de conservacion de especies
en peligro de extincion y creacién de bancos de recursos genéticos de especies con valor
biotecnologico o ecoldgico.

Desde el punto de vista de la acuicultura, la disponibilidad de embriones
criopreservados facilitaria un suministro constante de animales, ya que en muchos casos,
la produccién se reduce al periodo reproductor de la especie. Ademas, el coste que
suponen las instalaciones y el mantenimiento de reproductores se veria reducido, asi
como el impacto ambiental que supone la captura de animales para formacién de nuevos
stocks.

En cuanto a conservacion, tanto de especies o0 poblaciones amenazadas, como de
variedades o lineas con interés biotecnologico, la principal ventaja de la criopreservacion
de embriones es que permite preservar la diversidad genética. EI mantenimiento en
cautividad de los reproductores implica, como ya se ha citado, pérdida de variabilidad en
cada generacion (Ostergaard y cols., 2003), por lo que seria muy Util, poder descongelar
y cultivar esos embriones que mantienen todas las caracteristicas genéticas de la especie,
poblacién o variedad, para finalmente repoblar aquellos ambientes naturales donde sea
necesario.

Sin embargo, y a pesar de todas las ventajas que supondria, la criopreservacion de
embriones de peces es un objetivo no alcanzado hasta el momento. Asi como la
criopreservacién de semen ha sido lograda con éxito en muchas especies de teledsteos, la
congelacién de ovocitos y embriones sigue siendo un reto para los criobidlogos. Esto es
debido principalmente a su estructura multicompartimentada, que dificulta el intercambio
de agua y crioprotectores entre el embridn y el medio, necesarios para llevar a cabo con
éxito el proceso (Robles y cols., 2008).

Dentro de las especies de teledsteos existe una gran variabilidad en cuanto al
tamafio de los embriones, de modo que el didmetro puede variar entre 6-8 mm en

salménidos y 1 mm en pez cebra. Lo que es comun en todos los casos es que al ser tan

45



Introduccién general

grandes, al contrario que en los espermatozoides, la relacion superficie volumen es muy
pequefia, dificultando el flujo entre el interior y el exterior del embrién.

Su estructura consta de tres compartimentos bien diferenciados: el saco vitelino,
el espacio perivitelino y el compartimento celular o embrion propiamente dicho. Cada
compartimento esta delimitado por unas envueltas que crean barreras de permeabilidad
selectiva, y que muchos crioprotectores no son capaces de atravesar (Hagedorn y cols.,
1997a; Zhang y Rawson, 1998). La envuelta que rodea méas externamente el embrion es
el corion, que es una estructura rigida, semipermeable y multilaminada que lo protege de
dafios mecanicos. Durante el desarrollo, se forma la linea sincitial, que es una estructura
multinucleada, situada entre el vitelo y el compartimento celular a través de la cual se
produce la captacion de nutrientes. El vitelo estd compuesto por lipoproteinas, de las
cuales se nutre el embrion a través de este sincitio (via endocitosis), hasta que puede
ingerir alimento por via oral. La linea sincitial es la principal barrera de permeabilidad de
la estructura embrionaria (Hagedorn y cols., 1998). Por ello, muchos estudios de
criopreservacion centran sus objetivos en disefiar un protocolo que facilite el paso de los
crioprotectores a través de esta estructura. Por ejemplo, hay estudios donde se demuestra
que la expresion de aquaporinas en embriones de pez cebra incremento la permeabilidad
de la linea sincitial (Hagedorn y cols., 2002).

Tanto los datos de permeabilidad, como los de sensibilidad al frio indican que los
estadios de desarrollo tempranos no son adecuados para realizar la congelacion, siendo
mas apropiados los estadios mas avanzados, en los que el embrién ya ha finalizado la
gastrulacion y muestra un desarrollo relativamente avanzado (Hagedorn y cols., 1997b;
Zhang y Rawson, 1995).

La velocidad de congelacion también es crucial en el proceso. Aunque los
protocolos de congelacion lenta han sido muy utilizados en los ensayos de
criopreservaciéon de embriones de peces, hay estudios que demuestran que este proceso
no permite una correcta deshidratacion de las células. Como consecuencia de ello se
formaran cristales de hielo en el citoplasma que dafiaran las membranas y organulos
provocando la muerte celular (Acker y cols., 2001; Acker y McGann, 2001; Hagedorn y
cols., 2004; Mazur, 1984). Por esta razén muchos autores consideran que la vitrificacion
es la mejor opcién (Hagedorn y cols., 2004). Sin embargo, estudios realizados en
embriones de rodaballo sometidos a protocolos de vitrificacion determinaron que la
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cantidad de crioprotector que puede incorporarse en los compartimentos embrionarios es
muy inferior a la que se precisa en un proceso de vitrificacion (Cabrita y cols., 2003a;
Cabrita y cols., 2003b). Ademas, otros estudios de vitrificacion en embriones de
rodaballo y pez cebra mostraron que durante el proceso de descongelacion se produce
recristalizacion en el saco vitelino, que causa la destruccion mecénica del embrion (Liu 'y
cols., 1998; Robles y cols., 2003).

Robles y cols. (2005), consiguieron el mayor éxito logrado hasta el momento en
criopreservacion de embriones de peces cuando vitrificaron embriones de la especie
Pseudopleuronectes americanus, Yy observaron indicios de desarrollo tras la
descongelacion. Este hecho fue atribuido a la expresion de AFPs, que como ya se explicd
anteriormente, actlan como crioprotectores naturales que se adhieren a los cristales de
hielo impidiendo su crecimiento, durante los procesos de congelacién y descongelacion,
lo que conlleva una reduccién del dafio celular (Fletcher y cols., 2001; Wang, 2000). Este
hecho hace pensar que, la introduccion o expresion de estas proteinas en otras especies
podria incrementar su resistencia a la vitrificacion o incluso hacer viable un mecanismo
de congelacién lenta.

Los primeros ensayos de incorporacion de AFPs en peces, se realizaron mediante
microinyeccion. El efecto beneficioso de estas proteinas se demuestra en trabajos como
el de Robles y cols. (2007), en el cual, se produjo un incremento de la resistencia al frio
en aquellos embriones el los cuales se microinyectaron AFPs. Sin embargo, los dafios
mecanicos producidos en los embriones durante el proceso, hacen que este método
resulte incompatible con la vitrificacion. Estudios realizados en rodaballo, mostraron que
embriones microinyectados sometidos al protocolo de vitrificacion/descongelacion
presentaron severas alteraciones, llegando en la mayoria de los casos a desintegrarse
totalmente durante la descongelacion (Robles y cols., 2006).

Por esta razdn, aunque parece evidente el efecto positivo de las AFPs en los
protocolos criopreservacion de embriones de peces, es necesario buscar un método
alternativo de introduccion que resulte efectivo e inocuo al mismo tiempo.

Teniendo en cuenta que la gran cantidad de vitelo es uno de los principales
inconvenientes para conseguir congelar con éxito embriones de gran tamafio como los de
salménidos, nuestro grupo ha ensayado una forma novedosa de abordar el tema. El

procesd consistid en intentar congelar el compartimento celular aislado, es decir, el
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embrion propiamente dicho, separado mediante diseccion del resto de las estructuras
embrionarias y facilitando su desarrollo “in vitro” tras la descongelacion. No se disponia
de referencias que hubieran conseguido con éxito el cultivo in vitro de explantes
embrionarios hasta el final del desarrollo, siendo el Unico trabajo realizado en este campo
el realizado por el equipo de Langenberg y cols. (2003) en el cual se describen métodos
para facilitar el cultivo in vitro durante ciertas horas, con el fin de permitir una mejor
observacion del desarrollo del sistema nervioso. Los ensayos, que iniciaron el desarrollo
de la presente tesis doctoral, se realizaron con embriones de pez cebra, pero no fue
posible optimizar el protocolo. Cuando los compartimentos celulares fueron extraidos en
estadios anteriores a la formacién de los somitos, algunas de las células mantenidas en
cultivo se diferenciaron hacia tejido cardiaco presentando en algunos casos reflejos de
contraccion. Cuando la diseccion se realizO en estadio de 5-somitos, también se
observaron movimientos reflejos de los embriones, pero en cualquier caso los explantes
resultaron amorfos y no se mantuvieron en cultivo mas de 3 dias. Puesto que no era
posible mantener embriones “in vitro” desprovistos del saco vitelino, se renuncié a la
posibilidad de congelar esos explantes, ya que no iban a poder desarrollarse normalmente
tras la descongelacion y se considerd de nuevo la congelacion del embrién completo

como Unica alternativa con ciertas posibilidades de éxito.

Criopreservacion de semen y embriones de trucha comun

Desde los comienzos de la criopreservacion de semen, los salmonidos, y en
concreto la trucha arco iris, ha sido una de las especies mas estudiadas, y por tanto mejor
conocidas actualmente (Babiak y cols., 2001; Cabrita y cols., 1998; Cabrita y cols.,
2001a; Cabrita y cols., 2001c; Cabrita y cols., 2005b; Labbé y Maisse, 1996; Labbé y
cols., 2001; Muller y cols., 2008). Sin embargo, los trabajos realizados en
criopreservacion de trucha comin son muy escasos. Cabe esperar, que por la proximidad
filogenética que existe entre las dos especies, sea relativamente sencillo adaptar los
protocolos descritos en trucha arco iris a la criopreservacion de semen de trucha comun.
Sin embargo, los espermatozoides de esta Ultima especie son mucho menos resistentes a

este tipo de tratamientos. Son méas susceptibles a la toxicidad de los crioprotectores, por
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lo que habra que poner especial atencion en la formulacion de la solucion crioprotectora
y en los tiempos de equilibrado. Ademas, la movilidad tras la activacion es muy breve.
Mientras que los espermatozoides de trucha arco iris permanecen en movimiento durante
aproximadamente 2 minutos, los de trucha comun solamente se mueven durante 10
segundos, lo cual también dificulta los protocolos de fecundacion in vitro. Otra de las
dificultades que presenta la congelacion de semen de trucha comin, es el volumen de
muestra que se puede obtener. Mientras que de un macho de trucha arco iris pueden
extraerse varios mililitros de semen, en trucha comun, en plena época reproductora, es
habitual extraer en torno a un mililitro.

Teniendo todo esto en cuenta, el protocolo de criopreservacion deberd ser
cuidadosamente seleccionado para minimizar los dafios, ya que el fin Gltimo es preservar
el material genético. Los espermatozoides criopreservados seran utilizados en futuros
programas de reproduccion, bien para fecundar ovocitos de la misma especie si
estuvieran disponibles o bien para originar nuevos individuos mediante técnicas de
androgénesis. Esta técnica permite obtener embriones cuyo material genético es
Unicamente de origen paterno, debido a que el nucleo del ovocito utilizado en la
fecundacion ha sido inactivado. Asi, y teniendo en cuenta la dificultad de criopreservar el
material genético materno, se podria utilizar semen criopreservado de trucha comdn para
realizar un proceso de androgénesis con ovocitos de trucha arcoiris, obteniéndose
individuos normales con el genoma diploide de Salmo trutta. De este modo, seria posible
realizar repoblaciones de trucha comdn sin pérdida de los caracteres genéticos que
caracterizan la poblacion. Dentro de este campo, es destacable el trabajo de Babiak y
cols. (2002), que realizaron experimentos de androgénesis con semen criopreservado de
trucha arco iris, que se utilizé para fecundar ovocitos de esta misma especie, obteniendo
un 42,5% de larvas eclosionadas, demostrando que es posible establecer un stock de
peces viable a partir de un genoma criopreservado. Por otra parte, David y Pandian
(2006), demostraron que es posible obtener individuos viables mediante androgénesis
intergenérica. En este trabajo, huevos procedentes de hembras de la especie
Gymnocorymbus ternetzi fueron fecundados con semen obtenido post-mortem de machos
de la especie Hemigrammus caudovittatus, obteniendo un 46% de embriones fecundados.
Estos resultados demuestran que la aplicacion de técnicas de androgénesis en programas
de creacion de bancos genéticos cubre las necesidades de la industria acuicola,
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preservando lineas o variedades de importante valor comercial, asi como de la
conservacion de recursos naturales, preservando especies o poblaciones amenazadas o0 en

peligro de extincion (David y Pandian, 2006).

En cuanto a la criopreservacion de embriones, existen pocos estudios realizados
con salmonidos, principalmente debido a su enorme tamafio, que dificulta los flujos de
agua y crioprotectores, y a la gran cantidad de vitelo que contienen, que los hace
especialmente sensibles (Billard y Zhang, 2001). La mayoria de los estudios se han
realizado en pez cebra, ya que es un modelo muy utilizado en biologia y muy facil de
mantener en el laboratorio. En el caso concreto de la trucha comdn, la disponibilidad de
embriones se ve limitada a los dos meses que dura el periodo de reproduccion
(Diciembre y Enero), y que resulta demasiado breve para realizar un estudio exhaustivo
de las cualidades de los embriones para la criopreservacion. Por eso, seria mas adecuado
poner a punto los protocolos en una especie que permita un suministro constante de

embriones, y aplicar los éxitos obtenidos durante su periodo reproductivo.
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Obijetivos

El objetivo de la presente tesis doctoral es progresar en los conocimientos basicos
necesarios para el establecimiento de un banco de germoplasma representativo de las
distintas poblaciones de trucha autdctonas de la provincia de Leon. Para ello se tratara de
comprobar si la criopreservacion de esperma es un método que garantiza la conservacion
del patrimonio genético de la trucha comdn (Salmo trutta L.) y desarrollar nuevos
métodos que permitan mejorar los resultados obtenidos hasta el momento en
criopreservacion de embriones. Por ello, los principales objetivos de este estudio seran

los siguientes:

1. Comprobar si los protocolos de criopreservacion seminal disefiados por nuestro
equipo para trucha arco iris permiten obtener esperma de buena calidad tras la
descongelacion cuando son aplicados a la trucha comdn.

2. Evaluar especificamente los dafios producidos por la criopreservacion a nivel de
ADN, y determinar si el proceso de congelacién/descongelacion permite obtener
una descendencia genéticamente idéntica a la obtenida con semen fresco.

3. Ensayar en especies modelo (pez cebra) nuevas formulas de crioproteccion de
embriones basadas en el empleo de proteinas anticongelacion (AFPs) con el fin
de evaluar futuras aplicaciones en embriones de trucha comun. Para ello se
pretende evaluar métodos no invasivos de incorporacion de las proteinas y
analizar el efecto crioprotector de las mismas durante la vitrificacion.

4. Desarrollar nuevas técnicas de evaluacioén de embriones que permitan obtener un
mayor conocimiento de los dafios que se producen en el embrién tras la
criopreservacion, con el fin de ir solventando las barreras que hacen que hasta el
momento, no se haya conseguido con éxito la criopreservacion de embriones de

teledsteos.
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Cryobanking for brown trout conservation

Abstract

Sperm cryobanking could be a good alternative to breeding in captivity in order to
preserve genetic diversity. Sperm from two well-characterized brown trout populations
originating from two river basins in the Northwest of Spain (Esla and Duerna), both
threatened by extinction, was cryopreserved. In order to determine whether a sperm
cryobank is the best option for preserving genetic profiles, cell viability, chromatin
fragmentation, fertility and genetic variability of the offspring obtained with fresh and
frozen sperm, were analyzed. Sperm viability was not reduced by freezing, (87.0 +
3.32% to 77.9 £ 3.59% and 77.6 + 6.53% to 76.6 £ 2.61% in fresh and frozen sperm
from Esla and Duerna, respectively). The percentage of fragmented DNA increased after
freezing in spermatozoa from Esla males (from 4.7 = 0.23% to 6.0 + 0.28%), but not
those from Duerna males.

After freezing/thawing, the percentage of eyed embryos drops from 66.8 + 6.77%
to 16.1 + 3.46% and from 50 + 8.97% to 11.5 = 2.50% in the Esla and Duerna basins,
respectively. This reduction indicates than many spermatozoa have lost their ability to
contribute to embryo development and this loss is not related to either spermatozoa
viability or the DNA integrity. Genotypic determination by microsatellite analysis
showed that frozen/thawed sperm provided offspring with a similar genetic profile to
unfrozen milt, demonstrating the accuracy of the cryopreservation procedure.

Taking into account the prolificacy of this species, even a low rate of success of fry after
cryopreservation, could provide enough individuals to recover stable populations without
altering the genetic profiles of the preserved strains. Therefore, cryopreservation is
considered a safe, simple and cheap technology for gene banking in the analyzed brown

trout populations.
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1. Introduction

According to the World Conservation Union (IUCN) (www.iucnredlist.org),

2.514 species of teleosts are extinct in the wild or threatened to different extent. Many
subspecies, varieties or geographically isolated subpopulations or stocks, which are often
of particular interest as fishing resources, are also in danger of extinction. Brown trout
(Salmo trutta L.) is considered an endemic species in the Iberian Peninsula inhabiting
some rivers in the north of Spain. However, river pollution, uncontrolled fishing and
other factors are endangering local populations, drastically reducing the number of
individuals or even causing total extinction. This situation has prompted the development
of restocking programmes involving the introduction of foreign as well as hatchery-
reared strains.

A hierarchical populational genetic structure has been confirmed in brown trout
[1], although the number of levels within this hierarchy and interactions among different
lineages or groups has not been solved in detail [2-4]. A high level of genetic diversity
has also been shown to exist among Spanish populations. In the Iberian Peninsula, at
least two clearly distinguished lineages can be identified: populations from the
Mediterranean drainage (lineage IV) and those from the Cantabric drainage (lineage 1)
[2,3,5-7]. This differentiation at a macrogeographic level also occurs at a
microgeographic level [4,8-11]. The Duero river is one of the main Atlantic river basins.
A strong intrabasin differentiation has been detected and previous surveys have proven
the existence of genetic differences among natural populations. In the province of Leén,
the Duero basin has been subjected to restocking programs, using the same hatchery
stock for the whole province. However, these hatchery strains have been established with
individuals from central Europe whose genetic characteristics are completely different
from those of indigenous populations [12-15]. Later, the policy was to construct hybrid
stocks (German stock/local populations) where Central European domestic females were
crossed with wild males from the Duero basin. Females from the hybrid offspring were
again crossed with wild males for several generations. These stocks are likely to be more
successful at survival than pure exotic stocks but there is an obvious risk that this
initiative will increase introgression rates, and thus genetic contamination of natural

populations [11]. Finally, stocks with only indigenous breeders were created, removing
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the risk of the introgression of Central Europe genes (Corujo, pers. comm.). To maintain
the high level of genetic diversity existing in the Duero basin, a great number of total
indigenous stocks should be created, one for each genetically differentiated population.
Due to total cost and area needed, this solution is not realistic. Thus, the creation of a
cryopreserved sperm bank could be an alternative option for preserving the indigenous
genetic pool.

Sperm cryopreservation is a very valuable tool for the conservation of endangered
species [16]. It is considered a secure method for the ex situ preservation of biodiversity,
providing the opportunity to preserve representative samples and further reconstruct the
original strain, population or variety, after the required environmental restoration. The
development of reproductive technologies in fish allows population recovery from semen
samples through crossbreeding programs or by the application of androgenesis
procedures [17-19]. Cryobanking of sperm has considerable advantages over breeding in
captivity in terms of costs, labour and security; since thousands of samples from different
generations can be maintained in a minimum space, without the risk of loss caused by
disease or genetic drift over time. Moreover, transportation and management of frozen
samples is relatively simple, allowing greater flexibility in designing recovery programs.

Sperm cryopreservation has been widely investigated in fish by Billard and
Zhang [20], Chao and Liao [21], Tiersch et al. [22] or Lahnsteiner et al. [23]. This
process has been proven to affect cell structure and functionality, especially in salmonids
[24-26]. A different degree of chromatin fragmentation has been reported after
freezing/thawing in gilthead sea bream (Sparus aurata), rainbow trout and European sea
bass (Dicentrarchus labrax) sperm [27-29] and clastogenic effects have also been
demonstrated on sturgeon oocytes after fertilization with frozen/thawed sperm [30].
There is no data on the effects of cryopreservation on the DNA of brown trout sperm,
although this fact should be carefully evaluated when freezing is carried out for gene
banking purposes. The conservation of any population involves the conservation of its
genetic profile [21], so it is necessary to check whether the genetic information that we
are going to preserve will be representative of the current population when sperm is
thawed. Few studies deal with fidelity in genetic transmission by cryopreserved germ

cells of fishes, analyzing isoenzymatic variation in different loci [31,32].
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The aim of this study is to evaluate the usefulness of the creation of a
cryopreserved sperm bank as gene repository for two brown trout subpopulations
originating from two rivers that form part of the Duero basin (Esla and Duerna).
Evaluation of sperm quality and chromatin stability after freezing as well as analysis of
the genetic variability of the offspring will provide interesting data about their suitability

as an alternative source to fish farming in restocking programs.

2. Materials and methods

All chemicals were obtained from Sigma (Madrid, Spain), Merck (Barcelona,
Spain) or Panreac (Barcelona, Spain). Media were not bought as such but prepared in our

laboratory as referred to in the text.

2.1. Collection of sperm and eggs

Sperm and eggs were obtained from brown trout (Salmo trutta L.) provided by
the Vegas del Condado fish farm (Ledn, Spain). Trout used in the experimental design
belong to two different genetically well-characterized populations, from the Esla and
Duerna basins. Sample collection was carried out in January and February, during their
natural reproductive period.

Sperm was collected from twelve males from each basin. Prior to milt extraction,
males were anesthetized (0.2 g/l MS-222). Milt was obtained by abdominal massage and
collected from the urogenital papilla with an insulin syringe without a needle, taking
special care to avoid urine and faeces contamination.

Three females from each basin (Esla and Duerna) were anesthetized and eggs

were obtained by stripping.

2.2. Sperm cryopreservation

The cryopreservation process was carried out immediately after extraction. Sperm

was diluted at a ratio of 1:3 (v/v) in an extender kept at 4 °C composed by 7% DMSO

74



Cryobanking for brown trout conservation

and 10% egg yolk in #6 Erdahl and Graham mineral solution (EG) (0.70 mM
CaCl,-2H,0, 1.08 mM MgCl,-6H,0, 1.49 mM Na,HPO,, 34.30 mM KCI, 99.95 mM
NacCl, 0.52 mM citric acid, 55.51 mM glucose, 10 mL KOH solution 226.34 mM, 20 mL
bicine solution 324.81 mM, and 323 mOsm/kg, pH 7.4) [33]. The equilibration time was
10 minutes. During this time, 500 pL of the mixture was loaded in 0.5 mL straws (IMV,
France), which were sealed with polyacrylamide powder. The straws were frozen, in a
Styrofoam box at 2 cm above the liquid nitrogen surface for 10 minutes, and then
plunged into the liquid nitrogen. Samples were stored in a liquid Nitrogen container until
use.

Finally, the straws were thawed in a water bath at 25 °C for 30 seconds.

2.3. Sperm viability

The percentage of viable cells was determined using double labelling with
SYBR-14 and propidium iodide (PI) (Invitrogen, Spain). Fresh sperm was diluted in EG
(1:3 v/v) to reach the same concentration as the cryopreserved sperm. Prior to the
addition of fluorescent dyes, 1 pL of fresh (1:3 v/v in EG) or thawed sperm was diluted
in 250 pL of EG. Subsequently, 2.5 uL of SYBR-14 working solution (50-fold dilution
in distilled water of the stock solution -10-fold dilution in DMSO of the SYBR-14
commercial solution-) was added to the cell suspension. After 10 minutes of incubation
at room temperature in the dark, 3 pL of working PI solution (0.5 mg/mL PBS 0.1M)
was added to the cell suspension. The spermatozoa were incubated for 10 minutes under
the same conditions and analyzed by epifluorescence microscopy (Nickon Eclipse ES800
microscope) fitted with a 450—490 nm excitation filter and a 520 nm barrier filter, with a
40X objective. SYBR-14, a membrane-permeable nucleic acid stain, emits green
fluorescence, whereas PI, a non-permeable probe, emits red fluorescence. Hence, cells
emitting green fluorescence were considered viable cells, whereas red cells were
considered to be non-viable. The percentage of viable cells was established on a count of

one hundred cells for each male, for fresh or cryopreserved sperm.
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2.4. Comet assay (Single-cell gel electrophoresis procedure)

The Comet assay allows DNA fragmentation to be detected. The Comet assay
was performed following the protocol described by Cabrita et al. [29].

2.4.1. Preparation of samples

Aliquots of fresh and frozen/thawed sperm from each male were 40-fold diluted
in EG solution or in H;O, 500 mM in EG solution (positive control) and maintained in
crushed ice for 20 minutes. After this time, they were diluted 10-fold in EG solution.
Next, 10 puL of diluted sperm was embedded in 75 pL low melting point agarose (5
mg/mL in PBS). Immediately, the cell suspension was spread over a slide, and covered
with a coverslip. The slides were previously coated with a thin layer of normal melting
point agarose (5 mg/mL in PBS). The second layer of agarose containing the
spermatozoa was left to solidify at 4 °C for 15 minutes and the coverslip was then
removed. For each male, three slides per treatment (fresh and frozen/thawed sperm, with

or without pre-treatment with H,O,) were subjected to the Comet assay.

2.4.2. Cell lysis, DNA denaturalization and electrophoresis

Slides containing the spermatozoa were immersed in lysis solution (2.5 M NacCl,
100 mM Na,-EDTA, 10 mM Tris-pH 10, 1% Triton X-100, 1% Lauril sarcosine; pH 12)
for 1 hour at 4 °C. DNA denaturalization was then performed. After this, the slides were
incubated in lysis solution containing DTT in a final concentration of 10 mM for 30
minutes at 4°C. The slides were then incubated for 90 minutes at room temperature in 10
mM Dithiothreitol (DTT) and 4 mM Litio diiodosalicilate lysis solution.

After DNA denaturalization, the slides were placed in an electrophoresis cube
(Bio-Rad), and covered with electrophoresis buffer (0.3 M NaOH, 1 mM Na,-EDTA, pH
12) in which they were maintained for 20 minutes at 4 °C. Electrophoresis was
performed at 4 °C for 10 minutes at 25 V and 300 mA. Next, the slides were immersed in

a neutralization solution (0.4 M Tris, pH 7.5) for 5 minutes. This procedure was repeated
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three times. The slides were fixed by immersion in methanol for 3 minutes, left to dry in

the air and stored at 4 °C until further analysis.

2.4.3. Comet visualization and analysis

Ethidium bromide solution (stock solution 5 pg/mL dH,O stored at 4 °C in
darkness) was used for comet visualization. Fifty microlitres of ethidium bromide
working solution (0.5 pg/mL dH,O) was pipetted onto the slide containing the sample
covered with a coverslip. The samples were then observed under an epifluorescence
microscope (Nickon Eclipse E800) fitted with a 510-560 nm excitation filter and a 590
nm barrier filter, with a 40X objective. For each male and treatment, three slides were
analysed. Images were acquired from the microscope with a digital camera (Nikon
DXM1200F) taking 50 cells per male and treatment using the software Nikon ACT-1 (v.
2.62, Nikon). All the images were analysed with the Komet software imaging system
(version 5, Kinetic Imaging, UK). Each spermatozoon image displays a comet like shape,
containing undamaged DNA in the head and fragmented DNA in the tail.

Of all the parameters analyzed by Komet software, percentage of tail DNA
(%DNALt), was chosen to compare DNA damage in different treatments. This index is
given by the formula: % DNAt = 100 x (DNAc — DNAh)/ DNAc, where DNAc and

DNAM are intensities of the pixels in the whole comet and in the head, respectively.

2.5. Fertilization

For fertilization assays, 12 males and 3 females from the same basin were
crossbred. Eggs from one female were used for fecundations with sperm from four males
(fresh and cryopreserved). Each crossbreeding was carried out in duplicate giving a total
of 12 crossbreedings by duplicate from fresh and frozen sperm from each basin. Batches
of 100 eggs were placed in a Petri dish and 500 pl of fresh (1:3 v/v in EG) or
frozen/thawed sperm (one straw) was added. Spermatozoa motility was then activated
with 10 mL of DIA solution (94.97 mM NacCl, 49.95 mM Glicine, 19.98 mM Tris). After

10 minutes, the eggs were washed with water and placed in an incubator with running
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water at 4-8 °C, where they developed until eye stage. Dead embryos were removed once

a week. Fertility was expressed as percentage of eyed embryos.

2.6. Microsatellite analysis

Breeders adipose fins and ten-week old larvae from each crossbreeding were
fixed in 96° alcohol for further DNA extraction following the standard Chelex®100 (Bio-
Rad) resin protocol [34]. Twenty-four males and 6 females were characterized for 9
microsatellite loci: Str60INRA, SsoSL438, Ssa408Uos, Ssa410Uos, SSsp2213,
SSsp2216, SsaD71, SsaD190 and OMMI1064 following the protocol described by
Lerceteau-Kohler and Weiss [35]. Offspring were analyzed only when the number of
larvae obtained in the cross exceeded 16. Four crosses did not reach this number, so
finally 20 crossbreedings were studied (Table 1). A total of 750 larvae were studied (350
from fertilization with frozen sperm and 400 from non-frozen). Amplification products
were separated on an ABI 3100 automated sequencer (Applied Biosystems). Genotypes
of each offspring were tested for conformity with expected Mendelian segregation of

alleles.

2.7. Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using the software package SPSS 15.0 for
Windows. Results were expressed as means = SEM.

Comparison between percentage of sperm viability and fertilization rate in fresh
or freeze/thawed sperm were performed using a Student’s t-test for independent samples
(p<0.05).

The average of fragmented DNA (DNAt) was compared using the Student’s t-test
(p<0.05). Results were also expressed as the frequency of cells with different DNAt
percentage.

After genotypic determination, differences between the offspring from the same
male/female crossbreeding with fresh or frozen sperm were compared using the

contingency test, applying the Yates’ correction for small sample sizes [36]. As multiple
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comparisons tests were made, sequential Bonferroni correction was applied to re-

calculate the significance level, following the method used by Rice [37].

3. Results

3.1. Sperm viability

The percentage of viable spermatozoa did not decrease after freezing/thawing.
Statistical analysis did not detect significant differences between fresh and frozen
samples, or between populations. Average of percentages of viable spermatozoa ranged
from 87.0 = 3.32 in fresh sperm from Esla males, to 76.6 = 2.61 in thawed sperm from

Duerna males (Fig. 1).
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Fig. 1. Cell viability of fresh and frozen spermatozoa from males from the Esla and
Duerna basins (n=12). Bars indicate S.E.M. There is no significant difference between

treatments or between populations (p<0.05).
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3.2. Comet assay (Single-cell gel electrophoresis procedure)

Spermatozoa from brown trout showed low DNA fragmentation values, both
before and after freezing, ranging from 4.7 + 0.22% DNAt in fresh sperm from the
Duerna males to 6.0 + 0.28% DNAt in frozen sperm from the Esla males.

In fresh and frozen sperm from both basins, previous treatment with H,O,
promoted strain breaks in DNA, as was demonstrated by statistical analysis. Strain
breaks in DNA were observed, except in cryopreserved samples from the Duerna basin
(Fig. 2).

Student’s t-test demonstrated that only in spermatozoa from Esla males DNA
fragmentation increased after freezing (4.7 + 0.23% and 6.0 = 0.28% in fresh and frozen
spermatozoa respectively) whereas there were no significant differences in sperm
obtained from the Duerna basin (4.7 £ 0.22% and 5.3 £ 0.24% in fresh and frozen

spermatozoa respectively) (Fig. 2).
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Fig. 2. Percentage of DNA fragmentation of fresh and frozen spermatozoa of males from
the Esla and Duerna basins (n=12). Different letters show significant differences between

treatments for each population (p<0.05).
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Cell frequencies in relation to DNA damage (%DNAt) were represented in Fig. 3.
The histogram showed similar distribution for both populations, before and after
freezing. In all samples, the percentage of tail DNA was lower than 30% in all the
analysed cells, with most of the events displaying less than 5% DNAt. Cryopreservation
slightly reduced the percentage of spermatozoa with less than 1% DNAt in the Esla
males, but did not affect the chromatin stability in cells from the Duerna males. Previous
treatment with H,O, promoted a decrease in the percentage of spermatozoa with the
lowest degree of DNA damage, this being more noticeable in cryopreserved sperm from

the Esla basin.
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%DNAt
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Fig. 3. Percentages of cells with different degree of %DNAL.

3.3. Fertilization

After seven weeks of development, the percentage of eyed embryos was similar
in crossbreedings from Esla and Duerna populations (Fig. 4). Cryopreservation
significantly reduced embryo development in both populations. The percentage of eyed
embryos after freezing decreased to a quarter in comparison with the controls (from 66.8

+6.77% to 16.1 £ 3.46% and 50 + 8.97% to 11.5 + 2.50% in the Esla and Duerna basin,

respectively).
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Fig. 4. Percentage of developing embryos. Bars indicate S.E.M (n=12). Different letters

show significant differences between treatments as well as between populations (p<0.05).

3.4. Microsatellite analysis

Genotypes of all breeders are shown in Table 1.

By knowing the genotypes from breeders and progenies, it is possible to deduce
for each larva which allele came from each breeder. This is how the allelic contribution
from the breeders to fresh and frozen offspring was calculated.

All offspring obtained from the same female were compared with each other to
analyze differences in female genetic contribution. No significant differences were found
in any of the comparisons made (data not shown).

Table 2 shows p-values of the comparisons between male allelic contribution to
fresh and frozen offspring. In 39 out of 180 cases, males were homozygotes for a locus
or their genotype matched with the female one. Comparisons could not be made because
it was not possible to recognize which allele came from each breeder. In the 141
remaining cases there were significant differences in 4 of them at p < 0.05 and only in 1
at p < 0.01. However, after Bonferroni’s correction, only in 1 case did the difference

remain significant, representing 0.007% of the total comparisons.
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Table 1. Crosses and breeders’ genotypes for the 9 loci microsatellites. Breeders’ code: E: Esla population, D: Duerna

population, numbers: number assigned to each breeder.

River Crosses Loci
Q x 3 SSsp2213 OMMI064 SsaD190 SsaD71  SsoSLA438  SSsp2216  Str60INRA  Ssa410Uos  Ssad08Uos
ESLA YEI 2027234 266/266 139/143 2107262 115/117 159203  95/97 178/238 258/266
3E1 2261242 178/262 1317135 2102210 117/135 2037215  95/95 238/282 254/258
SE2 2027242 266/266 135/163 2107262 109/117 1597215  95/101 178/234 254/314
3E3 2261242 178/266 1317139 2102210 117/135 2037215 95/101 178/238 258/278
3E4 2267230 262/262 139/147 210246 107/107 2031211 95/95 1787242 2707282
FE2 1787214 178/262 139/163 2067246 107/107 1797203  95/95 234/238 262/270
3E5 2027226 230/258 147/163 2107282 107/135 1837203  95/97 178/238 258/273
SE6 2261242 266/266 139/147 2067262 117/135 1592215  95/101 234/282 254/258
3E7T 226242 182/182 1317139 2627286  107/109 215/223  95/95 210/234 254/281
YE3 2027212 190/266 1317143 210210 107/109 1797203  95/101 238/242 282/314
SE8 202242 210/266 1317139 2102210 117/135 1597215  95/95 238/282 254/258
SE9 2347238 178/262 1317147 206262  107/109 171211 95/101 210/222 242/278
SE10 2027234 262/266 139/163 2107262  109/117 2037203  95/101 242/282 254/270
SEIl 2261242 262/266 147/163 2067278 109/117 159/215  95/95 238/246 278/314
DUERNA  ¢DI 2307230 182/182 135/163 2107294 117/117 179/183  95/95 242/270 254/254
3Dl 2307234 178/182 123/139 2107230 109/117 2077211 95/95 254/282 254/278
3D2 2227234 178/182 135/155 135/155 117/117 183207  95/95 230/270 250/250
4D3 2147230 178/258 139/163 2547270 109/117 183/195  95/105 238/242 246/250
sD4 2307234 182/270 135/163 2701294 117/117 179207  95/95 242/242 250/250
¥D2 2027230 178/182 123/135 2107210 107/117 1837207  95/95 270/278 250/250
3D5 2027230 178/182 135/139 2307254 117/117 207211 95/95 270/270 250/278
sD6 1947230 182/182 123/135 2107254 107/117 1837207  95/95 242/270 246/250
aD7 2147234 178/262 139/163 2107258 107/117 167/179  91/95 218/222 250/254
YD3 194234 186/270 135/163 2107254 107/117 183/179  95/95 270/278 250/254
4D8 2027230 1787182 135/139 2307270 107/109 1792211 95/95 250/270 250/278
3D9 2307234 182/182 123/159 2102230 117/117 179/207  95/95 254/278 2507250
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4. Discussion

Sperm cryopreservation has been successfully achieved in many fish species.
Salmonids are one of the more studied groups and probably those in which more
difficulties have been encountered. The special characteristics of their sperm (short
duration of motility, low ATP production, high sensitivity to osmotic stress, high
number of spermatozoa required to fertilize one egg) make them more sensitive to the
cryopreservation process. Nevertheless, protocols have been developed for different
species with different degrees of success. Effects of freezing/thawing on brown trout
sperm have been described by Drokin et al. who reported alterations of the fine
structure of plasma membrane [38], Labbe and Maisse who showed fertilization rates
after thawing between 5 and 50% in comparison with fresh sperm [39] or Lahnsteiner et
al. who achieved around 80% of fertility in comparison with a fresh sperm control [40].

Many authors have described damage caused by cryopreservation in fish
spermatozoa affecting motility, cell metabolism, structure of plasma membrane,
mitochondria, tail and chromatin, among others [24,28,41-43]. Plasma membrane is one
of the structures most susceptible to damage due to its sensitivity to cold shock [44], to
osmotic stress promoted by the processes [45], and the presence of reactive oxygen
species (ROS) generated during freezing/thawing [46]. Membrane protection has been
achieved through the use of membrane stabilizers and antioxidants during
cryopreservation [25,47,48]. The analysis of cell viability performed with SYBR14/PI
showed that the protocol of freezing/thawing used in this study with brown trout, did
not provide significant differences in the percentage of viable cells before and after
freezing, demonstrating good protection of the plasma membrane structure and
permeability. Our extender contains 10% egg yolk as membrane stabilizer and citric
acid as antioxidant. DMSO is a well-known hydroxyl-free radical producer and, as
demonstrated by Mirzoyan et al., working with sturgeon sperm, addition of antioxidants
is specially recommended when this agent is used as cryoprotectant [30].

With regard to the integrity of DNA, spermatozoa from brown trout showed low
values of DNA fragmentation both before and after cryopreservation in comparison
with other fish species. ROS produced during cryopreservation can also affect DNA

structure [30,49]. Nevertheless, our results showed that cryopreservation did not
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increase mean values of %DNAt in samples from the Duerna basin and only a slight rise
was detected in the Esla population. This increase is considered slight enough to be
explained by real differences in sperm DNA fragmentation as well as by other factors
such as slight differences in electrophoresis run. In rainbow trout neomales
(Oncorhynchus mykiss) percentage of tail DNA goes from 6.1% to 13.69% after
freezing/thawing [50], gilthead sea bream (Sparus aurata) DNA showed a degree of
fragmentation of 28.23% and 31.3% DNAt in fresh and cryopreserved sperm
respectively [29] and the increase detected after cryopreservation in European sea bass
(Dicentrarchus labrax) sperm goes from 32.7% in fresh to 38.2% after thawing [27].
Chromatin structure varies between fish species [51] and sensitivity to damage
promoted by cryopreservation could be affected by these structural differences, by the
different plasma composition or by the specific metabolic rates, amongst others.
Positive controls treated with H,O, promoted strain breaks in DNA, both in fresh and
frozen samples, as was also reported by Dietrich et al. [49].

Despite the mean values of %DNAt being only slightly affected in brown trout
after cryopreservation, the percentage of cells with less than 5% of fragmented DNA
clearly decreased in Esla males. These samples also showed higher values of DNAt
after cryopreservation, demonstrating a higher susceptibility to damage than those from
the Duerna males. This fact could have important implications for the ability of the
frozen spermatozoa to fertilize the egg and to contribute to normal embryo
development. According to Aitken and Baker, spermatozoa with a low level of
oxidative damage could maintain their fertilization ability and, if the egg repair
mechanisms are not sufficient, alterations in the embryo development may occur [46].
As has been quoted, fertilization of sturgeon eggs with cryopreserved sperm increased
the rate of chromosomal aberrations in progeny [30].

In the present study, assessment of progeny development showed that the
percentage of eyed embryos was reduced to a quarter when fertilization was carried out
with cryopreserved sperm. Neither the spermatozoa viability nor the analysis of DNA
integrity, explain this important decrease in the rate of development to eye stage. Other
factors, such as a reduction in sperm motility, alterations in the ability of the
spermatozoon to recognize the egg suggested by Cabrita [52], or modification in the

distribution of plasma membrane proteins demonstrated in brown trout spermatozoa by
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Drokin et al. [38], could affect fertilization ability. Labbe and Maisse also failed to
detect in this species any correlation between fertilization rates of thawed sperm and
motility, viability, plasma membrane lipid profile, ATP content or membrane resistance
to osmotic shock [39]. Probably, the sum of all these factors is responsible for the
decrease in the percentage of eyed embryos and only the more resistant cells are able to
maintain their capacity to fertilize and contribute to embryo development after freezing.

The low values of fragmented chromatin could suggest that no changes the
genetic profiles of progenies from fresh and frozen samples could be expected. Labbe et
al., working with rainbow trout, concluded that sperm cryopreservation did not impair
offspring survival and quality [28]. Nevertheless, the selection of a specific population
of resistant spermatozoa during the cryopreservation procedure could lead to a variation
in the genetic profile of the obtained embryos, undesired from the point of view of the
preservation of specific populations or strains.

The existence of this gametic selection was tested by comparing the genetic
profile of fresh and frozen progenies obtained from the same cross. The results of the
comparison (Table 2) showed that there were no significant differences in the genetic
contribution by the male breeders to fresh and frozen progenies, thus cryopreservation
does not affect the genetic information of the offspring. Therefore all evidence suggests
that the genetic profile of the cryopreserved progeny is representative of the preserved

population.

Our results clearly showed that sperm cryopreservation is an appropriate method
to preserve the male genetic potential of brown trout in the highly genetically structured
Duero basin, even if the fertilization ability of the spermatozoa is reduced during
freezing/thawing. Frozen samples could be used to recover the original population with
the development of specific protocols of interspecific androgenesis, similar to those
developed for trout [17], sturgeon [18] or golden Buenos Aires tetra [19]. Taking into
account the prolificacy of this species, even a rate of success as low as 1% of fry after
freezing/thawing, could provide sufficient individuals to recover stable populations

without altering the genetic profiles of the preserved strains.
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AFPs incorporation into zebrafish embryos

Abstract

The cryopreservation of fish embryos is a challenge because of their structure,
with multiple compartments and permeability barriers, and their high chilling sensitivity.
Vitrification at advanced developmental stages is considered to be the more promising
option. Nevertheless, all reported attempts have failed. Previous studies demonstrated a
better ability for freezing in species that naturally express antifreeze proteins (AFPs).
These proteins have been delivered into other fish embryos using time-consuming
techniques like microinjection. In the present study, the introduction of FITC labelled
AFPs was assayed in zebrafish embryos at early developmental stages (from 2-cell to
high blastula stage), before the formation of the yolk syncytial layer, by an easy and non-
invasive method and evaluated by fluorescence and confocal microscopy. Incubation
with AFPs at 128-cell or high blastula stage provides incorporation of the protein in
50%-90% of embryos without affecting hatching. Incubation in media containing protein
is a simple, harmless and effective method which makes it possible to treat several
embryos at the same time. AFPs remain located in derivatives from marginal
blastomeres: the yolk syncytial layer, the most cryosensitive and impermeable barrier,
and different digestive organs. Our findings demonstrate that delivery of AFP type I and
AFP type III into zebrafish embryos by incubation in media containing protein is a
simple and harmless method that may improve cryoprotection of the cellular

compartment.
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1. Introduction

Fish embryo cryopreservation is a challenge for cryobiologists bearing in mind its
possible applications in breeding and selection management in aquaculture, wildlife
conservation programmes and the banking of particular species or strains with
biotechnological or ecotoxicological value, as well as its importance as a basic
cryobiological problem. Despite numerous efforts, no hatching rates or developmental
ability have been reported after freezing embryos from marine or freshwater species,
neither from warm nor temperate waters. The main handicaps for cryopreservation of
embryos are: their large size, high lipid content, the nature of their structure with
multiple compartments and barriers that render them very impermeable to
cryoprotectants (CPAs) and water, and their high sensitivity to chilling [3].

Previous studies performed with winter flounder (Pseudopleuronectes
americanus), a sub-arctic species, have revealed some developmental ability in embryos
subjected to a vitrification protocol [28]. This greater ability for freezing was attributed
to the expression of antifreeze proteins (AFPs) in this species, reported as early as hatch
[22; 23]. AFPs are natural CPAs able to adsorb ice crystals and prevent their further
growth, avoiding the formation of crystals during freezing as well as recrystallization
during thawing, and reducing cellular damage [11; 32; 35]. The introduction or
expression of these proteins in other species may also improve their response to
vitrification or even make it possible to use slow freezing protocols. Several studies have
been conducted in mammals to determine whether AFPs could improve the viability of
cryopreserved oocytes and embryos from different species, mainly by adding them to the
external medium. The results of these studies are controversial, most authors have
reported that these proteins have a positive effect on cryopreservation or hypothermic
storage [1; 5; 7; 10; 18; 25; 30; 31], whereas others have reported no effect, controversial
effects or even negative ones [6; 21].

Taking into account the low permeability reported for fish embryo membranes,
several methods have been applied for delivering substances into them, microinjection
being the method of choice for the introduction of cryoprotectants, proteins, RNA or
DNA [2; 15; 16; 20; 26]. To incorporate AFPs, microinjection was assayed by our group

using turbot and seabream embryos [26; 27]. Nevertheless, preliminary assays showed
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that mechanical damage prompted by microinjection increased embryo breakdown
during vitrification and thawing. Any manipulation causing additional injury to embryos
should be avoided before freezing. Recent studies showed a non-invasive alternative
method for introducing foreign material into developing zebrafish embryos using the
application of femtosecond laser pulses [19]. In spite of their successful results, this
technique requires a high level of expertise as well as very specific equipment, and their
compatibility with further cryopreservation has not been analyzed. Like microinjection,
the pore created by the laser could induce irreversible damage during the freeze/thawing
process.

As demonstrated by Hagedorn [13], the yolk syncytial layer (YSL) surrounding
the yolk, is the main permeability barrier, whereas the chorion is a semi-permeable
barrier that allows the penetration of small-sized molecules [4]. Formation of YSL starts
at early blastula (approx. 3 hours post fertilization -hpf- ) (Zebrafish Book;
http://zfin.org/zf info/zfbook/zfbk.html), but these early stages are reported to be
inadequate for freezing [33]. However, because of their toxic effects, cryoprotectants
cannot be introduced into the embryos a long time before freezing. AFPs from winter
flounder are small molecules (7.8 kDa AFPI and 9.5 kDa AFPIII), which may be able to
penetrate the zebrafish chorion. In contrast, AFPs have no toxic effects and could be
introduced in early stages without expecting negative effects on embryo development
and, subsequently, cryopreservation could proceed at later developmental stages. In this
study, the incubation of embryos at early developmental stages in AFPs will be carried

out and the penetration of these proteins will be analysed.

2. Material and methods

All chemicals were obtained from Sigma (Madrid, Spain). Media, except L-15,

were not bought as such but prepared in our laboratory as referred to in the text.
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2.1. Animal care and obtaining embryos

Zebrafish adults (Danio rerio) were maintained in 45-litre aquaria with
recirculating water at 28 °C, under a 14h light / 10h dark cycle. The fish were fed twice
daily with artemia and fish dry pellets (TetraMin®, Germany). Zebrafish were separated
by sex in different aquaria before breeding. For spawning three females and two males
were placed together in a mating tank during the late afternoon. This mating tank
contained a glass tray covered with a plastic net and plastic aquarium plants. At the
beginning of the light period the fish spawned and the eggs laid in the tray were
protected from predation by the net. Two hours after spawning, the tray was removed
and the eggs collected. Embryos were washed once with non-chlorinated water to
eliminate food and organic residues, and twice with a methylene blue solution (2 mg/l
H,Od) to eliminate possible parasites. Finally, the embryos were washed three times with
embryo medium (EM) (Zebrafish Book; http://zfin.org/zf info/zfbook/ztbk.html), in

which they were incubated at 28 °C until reaching the appropriate developmental stage.

2.2. Protein incorporation at different developmental stages

Incorporation of fluorescein isothiocyanate (FITC) labelled AFPI from winter
flounder and AFPIII from ocean pout (A/F Protein Canada 2000 Inc., St John’s, Canada)
into the embryos was assayed at four developmental stages, 2-8 cell (0.75-1.25 hpf), 16-
64 cell (1.50-2 hpf), 128-cell (2.25 hpf) and high blastula (HB) (3.3 hpf). Lyophilized
proteins were diluted (2 mg/ml) in 0.1 M PBS (NaCl 137 mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 7
mM, KH,POs 1 mM, pH 7.2) and stored at -20 °C until used. The penetration and
location of the proteins in the embryo compartments was analyzed using fluorescence
microscopy and confocal microscopy. All FITC-AFP solutions and embryos incubated
with these proteins were always kept in darkness to avoid losses of FITC emission.

Embryos at each developmental stage were placed in 24-well flat-bottomed
culture plates (Corning Inc, NY, USA) (20 embryos/well) after washing with methylene
blue solution and EM. The medium was removed leaving the embryos in 500 pl of EM,
then 25 pl pronase (25 mg/ml in PBS) was added, and the plates were shaken for 2

minutes. Finally, the embryos were washed with EM. The treatment promotes chorion
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permeabilization but not chorion removal. The embryos were then incubated with 500 pl
of L-15 medium 6% fetal bovine serum (FBS) (Sigma, Madrid, Spain) and 10 pl of a 2
mg/ml solution FITC-AFPI or FITC-AFPIII in PBS per well, giving a final protein
concentration of 40 pg/ml. Incubation was performed at 28 °C for 4h after which the
embryos were washed with EM to eliminate the excess of AFPs in order to avoid
background fluorescence.

Protein penetration into the embryos was evaluated at 5-somites stage (11.7 hpf)
using an inverted fluorescence microscope (Nikon eclipse TE2000-U) equipped with a
specific objective (Nikon plan Fluor 10X/0.30) and a B filter (Nikon) and its location
was analyzed with a confocal microscope RADIANCE 2000 (Bio-Rad).

2.3. Determination of optimal incubation conditions

Once the developmental stages allowing protein incorporation were established, a
factorial experiment was carried out in triplicate with HB embryos, to analyze the effect
of embryo number per well, the previous treatment of embryos with pronase to increase
the chorion permeability and the incubation time with the proteins, as described in the

flow chart (Fig. 1).

2h of incubation with AFP-1 or AFP-IIl |

’—{ With pronase

4h of incubation with AFP-1 or AFP-IIl |
10 embryos per well |

Without pronase

’—{ With pronase

25 embryos per well

4h of incubation with AFP-I or AFP-III |

2h of incubation with AFP-1 or AFP-IIl |

Hj 2h of incubation with AFP-1 or AFP-III |

4h of incubation with AFP-I or AFP-IIl |

2h of incubation with AFP-1 or AFP-III |

Without pronase - - -
4h of incubation with AFP-1 or AFP-I1I |

Fig. 1: Experimental development to determine incubation conditions
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Protein penetration into the embryos was evaluated at 5-somites stage using an
inverted fluorescence microscope. The chorion was removed with forceps to avoid the
retention of labelled protein in the perivitelline space which makes microscopic
evaluation difficult. Embryos were classified as negative, positive or strongly positive

according to the fluorescence detected in the embryos (Fig. 2).

Fig. 2: Embryos at the 5-somites stage under bright field and fluorescence microscopy.
First embryo (A and B) has chorion and shows widespread fluorescence. Dechorionized
embryos (C-F) are classified as positive (D-p), negative (D-n) and strongly positive (F-S)

according to the intensity of fluorescence in the yolk compartment. Scale bar: 250um.
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2.4. Effect of AFP incorporation and protein location

Once the incubation conditions were established, the effects of treatment on the
hatching rate and protein location inside the embryos during development were analyzed.
Embryos at the 128-cell and HB stages, 100 embryos per stage, were placed in a 24-well
plate (25 embryos/well) and incubated with 500 pl L-15 medium 6% FBS and 10 pl
FITC-AFPI or FITC-AFPIII solution (2mg/ml in PBS) at 28 °C for 4 hours. The
experiment was performed in triplicate.

Embryos were washed with EM and incubated on it at 28 °C. At the 5-somites
stage 25 embryos treated in 128-cell and 25 embryos treated at HB with AFPs, were
fixed in paraformaldehyde 2% (w/v) in Sorensen buffer (16% (v/v) solution A: 9.066 g
KH,PO4 / 1 H,0d; 84% (v/v) solution B: 23.866 g Na,HPO, / 1 HOd), for 4 hours at 4
°C, and then washed three times with Sorensen buffer, for microscopic evaluation.
Embryos that were not fixed (75 embryos per stage) were incubated in EM to calculate
the hatching rate. Larvae were fixed in the paraformaldehyde solution as described above
for microscopic analysis and were classified as negative, positive or strongly positive
according to the emission of fluorescence.

The location of proteins was determined by analyzing the embryos and larvae
with a confocal microscope RADIANCE 2000 (Bio-Rad). An image record for the

different embryo optical section was undertaken for each sample.

2.5. Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using the computerized package
generated by SPSS 15.0 software for Windows. Results were expressed as means+SEM.

For determination of the optimal incubation conditions in AFPs, initially a four-
way ANOVA analysis was used to determine the existence of interaction between factors
(p < 0.05). Next, comparison between means was carried out using a Student’s t-test for
independent variables, following a comparison of the standard deviation similarity using
a Levene test (p < 0.05).

The effect of treatments on survival rate and the percentage of embryos that

incorporated the proteins for each treatment were analyzed using a one-way ANOVA
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analysis, after a previous testing of interaction between factors by a two-way ANOVA
analysis (p < 0.05). Significant differences between control embryos, type of AFPs and
developmental stage were detected by a multiple range test, the SNK test (Student—
Newman—Keuls) (p < 0.05).

3. Results

3.1. Protein incorporation at different developmental stages

After incubation with FICT-AFPs, the proteins entered through the chorion and
remained in the perivitelline space, and all the incubated embryos were fluorescent (Figs.
2A, 2B). Embryos incubated with the proteins at the two earliest stages (2-8 cell and 16-
64 cell) did not show any fluorescence after chorion removal and washing. Analysis with
confocal microscopy demonstrated that all the FITC-AFP remained on the chorion or on
the chorion and also in the perivitelline space, without any sign of FITC-AFP inside the

embryo (Fig. 3).

Fig. 3: Embryos at 5-somites stage. Confocal images (A: transmission, B: fluorescence and
C: merge) show that protein is retained in the chorion (C). Also, traces of FITC-AFPI are
located in the perivitelline space (pe). Scale bar: 250pm.

In contrast, most embryos incubated with the proteins at 128-cell or HB stage,
displayed fluorescence of a different intensity in the yolk sac. Figure 2 shows the
classification of the embryos as negative (Fig. 2D, n), positive (Fig. 2D, p) or strongly

positive (Fig. 2F, s) according to the fluorescence detected in the yolk sac.
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3.2. Determination of optimal incubation conditions

The 4 way ANOVA analysis performed to analyze the factors that could affect
protein incorporation in HB embryos, revealed that the penetration of protein into the
embryos was independent of the type of AFP (Fig. 4). A slight interaction was detected
between the pronase treatment and the type of AFP: when embryos were treated with
pronase, the penetration of AFPIII was significantly higher than that of APFI after two
hours of incubation (90% and 33.33% positive embryos, respectively), but results after 4
hours of incubation were similar using both AFPs (73.32% and 53.08% positive
embryos, respectively). The number of embryos per well, did not affect the percentage of
embryos that incorporated the proteins. However, longer incubation times increased the
percentage of strongly positive embryos (15.42% after 2h and 42.43% after 4h). This
increase was shown with AFPI and AFPIII, and was independent of previous treatment

with pronase.
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Fig. 4: Percentage of embryos that incorporated the protein. Bars indicate S.E.M. Letters
show differences between strongly positive embryos for each period of incubation (p <

0.05).

3.3. Effect of AFP incorporation and protein location
The treatment for the incorporation of AFPs was not harmful to embryos, as

shown by the percentage of embryos that survived at hatching (Fig. 5), the hatching rates

of treated embryos being similar to that of their respective control. Nevertheless, survival
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was lower when embryo handling took place at 128-cell (hatching rates ranging from

72% to 20%) than at HB stage (ranging from 100% to 56%).
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Fig. 5: The effect of treatment on hatching rate. Bars indicate S.E.M. Letters show

differences between treatments and developmental stages (p < 0.05).

Most of the treated embryos incorporated the AFPs and significant differences
were not observed for the penetration of AFPI or AFPIII into the embryos at HB or 128-
cell stages. The percentage of embryos incorporating the protein (positive and strongly
positive) ranged from 50% to 90% (Fig. 6). Incubation with AFPIII at 128-cell allows the
incorporation of the protein in 90% of the embryos, 73% of them being strongly positive.

100
koo - l
80

60

40

pacentage

AFPI 128¢ AFPIHE  AFPIl128c  AFPHI HB

W Stronaly positive OPositive O hegative
Fig. 6: Percentage of embryos that incorporated Type I or Type III protein for each

developmental stage. Bars indicate S.E.M.
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Confocal microscopy showed that proteins are not located inside the yolk sac in
5-somite embryos, but in the surrounding layer. The yolk syncytial layer appears to be
strongly fluorescent in embryos that incorporated the labelled AFPs, regardless of the
type of protein, when incubation take place at 128-cell or HB stages (Fig. 7). This
demonstrated that proteins are mainly incorporated in the yolk syncytial layer, and not

inside the yolk sac.

Fig. 7: Embryo during its segmentation period of development. Confocal images (A:

transmission, B: fluorescence and C: merge) show the penetration of the protein into the
perivitelline space (pe) and in the yolk syncytial layer (YSL). Also, part of the protein is

retained in chorion (C). Scale bar: 250pum.

After hatching, larvae showed fluorescence emission, which confirmed that
proteins incorporated at early stages were maintained in the embryos during
development. In larvae the proteins were observed in different locations according to the
stage of incubation with AFPs. When the embryos were incubated with the protein at HB
stage, labelled proteins remains in the syncytial layer surrounding the yolk sac of the
larvae (Fig. 8). However, when embryos incorporated the proteins at the 128-cell stage,
fluorescence was also observed in some other structures. Proteins appear in different
larvae located in organs such as pharynx, liver and/or pancreas, which derive from

anterior endoderm (Fig. 9).
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110

Fig. 8: Embryos incubated in FITC-AFPI at the HB stage and observed under confocal
microscopy (A: transmission, B: fluorescence and C: merge) after hatching show

penetration of labelled proteins into the yolk syncytial layer (YSL). Scale bar: 250pm.

Fig. 9: Embryos incubated in FITC-AFPIII at the 128-cell stage and observed under
confocal microscopy (A: transmission, B: fluorescence and C: merge) after hatching. Cells
of the yolk syncytial layer (YSL; 10X) and cells that originated the pharynx (ph; 10X), the
pancreas (pa; 20X) or the liver (li; 20X) incorporated the protein. Scale bar: 250um.
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4. Discussion

The zebrafish is widely used as a model in developmental biology and many of
the studies on fish embryo freezing have been performed with this species. The
permeability of embryo membranes to cryoprotectants and water has been analyzed using
different methods, from volumetric approaches [12; 40] to HPLC [4], MR spectroscopy
or MR microscopy [12] as well as impedance spectroscopy [41], demonstrating a low
rate of exchange between the embryo and the external medium. The analysis of
cryoprotectant penetration to the embryo compartments reveals that chorion, the most
external embryo barrier, allows the movement of some cryoprotectants and water
between the medium and the perivitelline space [4; 29], but indicates that the YSL is a
very impermeable structure that avoids cryoprotectant penetration and dehydration of the
yolk sac [13; 14]. Under such conditions, concentrations of CPAs in the yolk are too low
to protect this structure and water content is very high, thus allowing the formation of ice
crystals during freezing and recrystallization during thawing. These events cause
structural damage in the YSL and, frequently, total embryo destruction [13; 29; 39].

Attempts to deliver cryoprotectants into the yolk sac by microinjection have been
made by different researchers, with a good tolerance to several CPAs being shown, even
at vitrifying concentrations [2; 27]. Nevertheless, this process allows the penetration of
the substance in the embryo compartment in which it is microinjected, but does not allow
its diffusion through other compartments or reduce injuries caused during vitrification in
the YSL [16; 27].

Our results show that zebrafish chorion is permeable to AFPs, which penetrated
to the perivitelline space in all the treated embryos. Pronase permeabilization increased
AFPIII incorporation at short incubation times, but did not improve the penetration of
AFPI. This could be due to the bigger size of AFPIII (9.5 kDa): pores created by pronase
could facilitate the penetration of AFPIII in the perivitelline space. The smaller size of
AFPI (7.8 kDa) enables free diffusion through the chorion without previous treatment
with pronase. Nevertheless, four hours of incubation with the proteins allows the same
percentage of positive embryos to be obtained without pronase treatment. So, this

previous treatment could be avoided if longer periods of incubation are used.
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Embryos at earlier stages (from 2- to 64-cell) were not permeable to the AFPs
located in the perivitelline space. Nevertheless, at later developmental stages, these
proteins were incorporated in some embryo structures in a high percentage of embryos
and were stable inside them, remaining in the tissues until hatching. Simple incubation of
embryos at specific developmental stages in the media containing AFPs, seems to be
sufficient to allow protein incorporation in specific cells. Early zebrafish embryos are
considered very sensitive to manipulation [12]. Nevertheless, our results demonstrated
that reduction of hatching rate caused by handling at 128-cell stage is slight and
compatible with further treatments, being this stage very convenient from the point of
view of AFPs penetration. Early embryos have a simpler structure than those required for
cryopreservation procedures (3-5 somites). The YSL, which prevents cryoprotectant
incorporation into the embryos, is formed at the time of the 9-10™ cleavage from a set of
marginal blastomeres. Classic studies on the fate of blastomeres have revealed that
tracers injected into these marginal cells at 64-, 128- and 256-cell stages (6-7 and 8"
cleavage) produced a labelled YSL, but also many labelled cells within the blastoderm,
which are present in clusters and strings around the circumference of the blastoderm
[17]. When tracers were injected into the YSL after its formation, at the HB or early
blastula stages, little or no dye passage to the blastoderm could be detected. These results
indicate that marginal blastomeres, present at the 128-cell stage, originate the YSL and
some other structures. Moreover, these studies show that, once YSL is formed and until
early gastrulation, communication between the blastoderm and the yolk cell is
progressively lost [17]. Detailed topological fate maps at the 128-cell stage are
unavailable, as important cell mixing takes place during early epiboly. The marginal
region experiences little mixing during the doming process [36], and according to
Wallace and Pack [34] progenitors of the pharynx, oesophagus, liver and pancreas also
reside at the blastoderm margin. These authors describe that the intestinal anlagen of
zebrafish derives from an endodermal structure, and the pharynx, oesophagus, liver and
pancreas arise from a common endoderm cluster rostral to this primitive endodermal
tube. Differentiation of these progenitors into distinct cell lineages and the formation of
the organ anlagen, take place later, between 24 and 52 hpf in zebrafish embryos [8; 9; 24;
38]. The pattern of AFPs distribution after hatching, in the embryos incubated at the 128-

cell stage, indicates that marginal blastomeres are able to capture the protein from the
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perivitelline space. The penetration of AFPs in these marginal cells allows the
distribution of the proteins in specific locations: the YSL and the digestive organs
derived from a common set of marginal cells. Nevertheless, incubation at HB only
facilitates the incorporation into the YSL and no further communication with other
embryo cells occurs.

Independently of the cells that incorporated the AFPs, the internalized proteins
remain in them or their derivatives, without diffusing through other tissues. Incorporation
at earlier stages, could promote a widespread distribution of the proteins, because all the
blastomeres are interconnected by cytoplasmic bridges before the 5" division, allowing
small molecules, such as AFPs, to travel from one cell to another [37]. If some of these
blastomeres were able to capture the proteins from the perivitelline space, a wider
distribution could be expected. Nevertheless, our results demonstrated that blastomeres
of embryos at these earlier stages, were not able to incorporate the AFPs from the
perivitelline space, suggesting that penetration of the protein is only possible after the
formation of the marginal blastomeres layer.

The penetration of the protein is restricted to a narrow period during the embryo
development (when marginal blastomeres are defined) and to the cellular compartment
and no traces of fluorescence were observed inside the yolk. Similarly, AFPs
microinjected into the turbot yolk sac at 72 hpf, were not incorporated in the embryo
cells [27], demonstrating a very selective transport of molecules between yolk and
cellular compartment.

The incorporation of AFPs in the YSL and other specific organs described in this
work, would not be enough to avoid all damage caused by the cryopreservation process.
Nevertheless, the presence of AFPs in the YSL represents an important achievement,
bearing in mind that this envelope is impermeable to traditional CPAs and is considered
a major focus of damage. So, new protocols of cryopreservation could be designed using
a combination of AFPs and traditional CPAs, which could reduce damage in
cryopreserved embryos.

In conclusion we can state that the delivery of AFPI and AFPIII into zebrafish
embryos by incubation in media containing protein is a simple method, easy to perform.
The next aim of our study will be to analyze the effect of AFPs in cryopreservation of

fish embryos. This is the first report on the direct incorporation of AFPs in fish embryos.
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Therefore, the method has to be optimized by evaluating different protein concentrations
and developmental stages for incubation. Future studies on the use of appropriate protein
carriers or the artificial expression of AFPs could also provide a widespread location of
AFPs in the embryo, and could significantly increase the beneficial effects of AFPs for
fish embryo freezing.
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AFPs as fish embryo cryoprotectants

Abstract

Fish embryo cryopreservation, which is useful in aquaculture or biodiversity
conservation, is still far from being achieved. Structural barriers reduce the entrance of
cryoprotectants into embryo compartments. Previous studies demonstrated a better
ability for freezing in Arctic species which naturally express antifreeze proteins (AFPs).
In this study, AFPs were delivered in early zebrafish embryos by incubation in media
containing protein. Their cryoprotective effects were then analyzed. Chilling sensitivity
was evaluated at 4 °C and -10 °C. Survival rates significantly increased in embryos
incorporating AFPI and kept at -10 °C. To analyze their effects on cryopreservation, 5-
somite embryos were vitrified. Incorporation of AFPI reduced the percentage of embryos
that collapsed at thawing (14.2% of AFPI-treated embryos and 48.9% of controls).
Cellular damage caused by vitrification was assessed after thawing by cell dissociation
and further analysis of cell survival in culture (SYBR-14/IP labeling). The percentage of
viable cells at thawing ranged from 25% to 50%, considered incompatible with embryo
development. Cells recovered from frozen control embryos did not survive in culture.
However, the incorporation of AFPs allowed survival similar to that of cells recovered
from unfrozen embryos. Blastomere cryopreservation trials incorporating AFPI in the
extender also demonstrated a significant increase in viability after freezing. Our findings
demonstrated that delivery of AFPs into zebrafish embryos by incubation in media
containing protein at early stages is a simple and harmless method that increases
cryoprotection of the cellular compartment. This beneficial effect is also noticed in

blastomeres, encouraging their use in further protocols for embryo cryopreservation.
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1. Introduction

Cryopreservation of fish embryos has yet to be achieved by cryobiologists. Their
large size, high lipid content, multi-compartmental structure and high sensitivity to
chilling make the cryopreservation of these embryos difficult. Several attempts have
been made but no hatching rates have been reported after freezing. Cryopreservation is
an interesting challenge to overcome taking into account its applications in the
management of reproduction in aquaculture, wild life conservation programs and
banking of species with biotechnological or ecological value [2].

Over the past few years, techniques for the cryopreservation of mammalian embryos
have been developed successfully. Nevertheless, the large size of fish embryos and their
envelopes that delimit different compartments, make them highly impervious to
cryoprotectants (CPAs) and water [10]. This hinders the exchange between media and
embryo compartments required for cryopreservation. Moreover, fish embryos are
particularly sensitive to chilling, and several authors have reported embryo death at
temperatures between -4 °C and -30 °C [11; 30; 33]. Taking into consideration these
particular characteristics, as well as the high temperature of intracellular ice formation
described by Hagedorn et al. in zebrafish, several authors consider that vitrification,
rather than slow freezing, is the most promising option for cryopreservation [13]. This
procedure is an ultra-fast freezing process that involves the use of high CPA
concentrations, promoting the formation of a vitreous state when freezing occurs without
ice crystal formation. Studies on CPA incorporation into turbot embryos subjected to
vitrification protocols showed that it is very difficult to reach vitrifying concentrations of
CPAs in the different embryo compartments [3; 4]. Previous studies on the vitrification
of turbot and zebrafish embryos have also shown that ice recrystallization always takes
place in the yolk sac during thawing [17; 25]. Under such conditions success remains a
distant goal.

However, when Pseudopleuronectes americanus embryos were vitrified, evidence of
development was observed after freezing [24]. This was attributed to the expression of
antifreeze proteins (AFPs), which are natural cryoprotectants, present in this Arctic
species, as well as in other fish, some species of insects and plants [6; 7]. AFPs adhere to

ice crystals preventing their further growth during freezing and thawing, thus reducing
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cellular damage [8; 29; 31]. These proteins have been added to the freezing media
employed for cryopreserving mammalian oocytes and embryos, and most authors have
reported a beneficial effect [1; 22]. The introduction or expression of these proteins in
fish embryos may also improve their chilling resistance and response to vitrification.

Microinjection of the proteins could be an option, but the process alters the embryo
envelopes, causing additional injuries and increasing embryo fragility. Previous studies
performed by our group showed that delivery of AFPs into zebrafish embryos by
incubation in media containing protein during the formation of the yolk syncytial layer is
a simple method, easy to perform [19]. This method allows protein incorporation in
specific cells without affecting embryo structure or hatching rate. In most of the embryos
incubated in media containing AFPs, the yolk syncytial layer (YSL) captured the protein.
Furthermore, when embryos were incubated at early stages (128-cell), AFPs were located
in other structures than the syncytial layer. Proteins appear in organs which derive from
anterior endoderm, such as pharynx, liver and/or pancreas. As demonstrated by
Hagedorn, the yolk syncytial layer surrounding the yolk is the main permeability barrier
[10]. Cryoprotectants enter the perivitelline space and, to a lesser extent, the cellular
compartment but they do not cross the YSL, leaving it unprotected [10; 19]. Hagedorn
and her colleagues reported significant damage in this structure during vitrification, even
after the use of Me,SO or propylene glycol as cryoprotectants [10]. Moreover, most of
the reported morphological alterations in the embryo structure are related to the
breakdown of the yolk cell. Taking this into account, the location of AFPs in the YSL is
important as it may increase the protection of embryos during the freezing/thawing
process.

In this study, the effect of these proteins on chilling sensitivity and freezing
resistance will be analyzed. Bearing in mind that hatching has not been achieved, the
most common way of evaluating the effects of any cryopreservation method is to
measure the percentage of embryos with normal morphology after thawing [5; 24; 25;
34]. Success is still a long way off as cryoinjuries that occur in different compartments,
which prevent normal embryo development, have not yet been characterized. This
underlines the importance of checking other factors besides survival rate or embryo
morphology, in order to gradually increase the knowledge that will help to find a global

solution. Previous studies by our group, analyzing the activity of cytoplasmic enzymes in
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vitrified turbot and zebrafish embryos, indicated the preservation of some cellular
activity after thawing, despite the total loss of developmental ability [23]. In the present
study, we will focus our interest on the cellular compartment. Therefore, cell viability
and cell survival in culture in each individual frozen embryo will be evaluated as
indicators of the cryoprotection conferred by AFPs. The effect of these proteins on
isolated cells will also be analyzed as additives for zebrafish blastomere

cryopreservation.

2. Material and methods

All chemicals, except the fluorescent probes, were obtained from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Media, except L-15 medium (Leibovitz) (Ref. L5520 Sigma-Aldrich,

Spain), were not bought as such but prepared in our laboratory as referred to in the text.

2.1. Animal care and obtaining embryos

Zebrafish adults (Danio rerio) were maintained in 45-litre aquaria, separated by sex,
under a 14h light/10h dark cycle. The fish were fed twice daily with artemia and fish dry
pellets (TetraMin®, Germany). For spawning, three females and two males were placed
together in a mating tank that contained a glass tray covered with a plastic net. The eggs,
which lay in the tray, were collected two hours after the light period began.

The embryos were washed once with non-chlorinated water to eliminate food and
organic residues and twice with a methylene blue solution (2 mg/l dH,O) to eliminate
possible parasites. They were then washed three times with embryo medium (EM) [32]
and incubated at 28 °C in this medium until they reached the appropriate developmental

stage.

2.2. Protein incorporation

Embryos at 128-cell (2.25 hours post-fertilization -hpf-) or high blastula stage
(3.3 hpf), were placed in a 24-well flat-bottomed culture plate (10-20 embryos/well), and
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incubated in medium containing AFPI or AFPIII (40 pg/ml) (A/F Protein Canada 2000
Inc., St John’s, Canada) for 4 hours at 28 °C. Protein was diluted in L-15 for incubation
of high blastula embryos, and in L-15 supplemented with 6% foetal bovine serum (FBS)
for 128-cell embryos to avoid abnormal development. Embryos incubated in L-15 or L-
15 6% FBS (high blastula or 128-cell embryos, respectively), were used as controls.
Subsequently, embryos were washed with EM and incubated in it until the 5-somite stage

was reached, in order to analyze chilling sensitivity at 4 °C and -10 °C, or to be vitrified.

2.3. Chilling sensitivity

Sensitivity at 4 °C was analyzed in 5-somites stage embryos placed in a 24-well plate
containing 1.5 ml EM per well at this temperature. Temperature was recorded with a
thermocouple (Cole-Parmer, Chicago, USA). Embryos that incorporated the protein at
the high-blastula stage were maintained at 4 °C for 15, 30, 60, 90 or 120 minutes and
those incubated with the protein at 128-cell stage were maintained at 4 °C for 60, 90, 120
and 180 minutes. After chilling, the embryos were transferred to another plate containing
1.5 ml EM per well at 28 °C and incubated under these conditions until hatching, when
the hatching rate was determined.

Sensitivity at -10 °C was also analyzed at the 5-somite stage, in embryos previously
incubated with the protein at 128-cell or high blastula stage, placing them in a cryostat
chamber (MICROM HM 505N) on a plate with 1.5 ml of 2 M Me,SO in Ringer [32] per
well at this temperature for 10, 15, 30 or 45 minutes. The EM was replaced with Me,SO
to prevent the medium from freezing. After chilling, the embryos were washed with EM
to eliminate cryoprotectant and incubated in EM at 28 °C until hatching, when the
survival rate was determined.

At a minimum, experiments were conducted in triplicate with embryos from
different batches. Each replicate was carried out with embryos from the same egg batch
and included treatments with AFPs and the corresponding controls without AFPs. The

number of embryos per well ranged from 10 to 20 depending on the batch size.
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2.4. Vitrification

After incubation with AFPI or AFPIII under the above-described conditions, the
embryos were incubated in EM at 28 °C until the 5-somite stage and then vitrified
following the protocol described by Robles et al. in 2003, using a vitrifying solution
containing 5 M Me,SO + 2 M methanol + 1 M ethylene glycol + 10% sucrose [25].
During the last step of the protocol, the embryos were loaded into 0.5 ml straws (approx.
20 embryos/straw). Embryos untreated with AFPs were vitrified as controls. One
thousand embryos from 21 different batches were vitrified. The number of vitrified
embryos per treatment ranged from 110 to 300.

The straws were thawed in a water bath at 25 °C for 7 s. Immediately after thawing, they
were cut and the embryos recovered in a Petri dish with EM and observed under a
stereoscopic microscope (Leica GZ6). The total number of embryos was counted and the
percentage of embryos with normal morphology determined by visual inspection under
light microscopy. The embryos were considered to have normal morphology when they
had a transparent yolk and no damage in the embryo compartment. The state of the
chorion was not considered because zebrafish embryos can develop without chorion if

incubated under suitable conditions.

2.5. Cell evaluation after thawing

To test cell viability after thawing, four hundred of the 1000 vitrified embryos with
normal morphology after thawing were dissociated: 100 control embryos (frozen-
control), 200 incorporating the AFPs at high blastula (100 from each protein type) and
100 incorporating the AFPs at 128-cell stage (50 from each protein type). Moreover, 50
embryos which were not subjected to any treatment (fresh-control) were dissociated to
analyze cell viability in culture.

Immediately after embryo thawing, the chorion was mechanically removed and the
embryo compartment dissected from the yolk sac using forceps and a steel surgical
needle under a stereoscopic microscope. The cell compartment of each embryo was
separately transferred with a Pasteur pipette to a well on a 24-well plate in a drop of EM

and dissociated using a modification of the dissociated cell culture method described in
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the Zebrafish book [32] and of the protocol described by Ober and Schulte-Merker in
1999 [21]. All procedures were carried out under sterile conditions, including materials
and solutions. Briefly, 150 pul of a trypsin solution (0.25% (w/v) trypsin in PBS, 1 mM
EDTA; pH 8) was added to the well. After 5 minutes, the trypsin reaction was stopped by
adding 150 pl of a solution of 2 mM CaCl, 3% (v/v) FBS in distilled water. The plate
was gently shaken for a few seconds and 150 pl of medium was removed using a
micropipette. A total of 150 pl of Calcium free Ringer (116 mM NaCl, 2.9 mM KClI, 5
mM HEPES, pH 7.2; 388 mOsm/Kg) was then added to the well. Five minutes later 300
pl of the medium was removed and 500 pl of grown medium [32] was added. Cell
suspensions were maintained in an incubator at 28 °C.

The percentage of viable cells was determined immediately after thawing in 84
embryos, at least 10 from each treatment, using double labeling with SYBR-14 /
propidium iodide (PI) (Invitrogen, Madrid, Spain). After dissociation, 0.6 ul of SYBR-14
working solution (50-fold dilution in Milli Q H,O of the SYBR-14 commercial solution)
was added to 300 pl of cell suspension. The plate was protected from the light and
incubated at 28 °C for 10 minutes in a cell incubator (Heto, Cell House 200).
Subsequently, 5 pl of working PI solution (0.5 mg/ml PBS 0.1 M) was added to the same
cell suspension. The cells were incubated for 10 minutes under the same conditions and
analyzed by fluorescence microscopy. SYBR-14, a membrane-permeable nucleic acid
stain, emits green fluorescence, whereas PI, a non-permeable probe, emits red
fluorescence. Hence, cells emitting green fluorescence were considered viable, whereas
red cells were considered to be non-viable. The percentage of viable cells was
established for each analyzed embryo.

To evaluate cell survival in culture, cells from 300 dissociated embryos (at least
50 per treatment) were maintained separately in culture. The cell suspensions were
incubated at 28 °C and aliquots of cells were labeled with SYBR-14 / IP, as previously
described, after 1, 2, 4, and 6 hours.
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2.6. Blastomere cryopreservation

To study the effect of AFPs on blastomere cryopreservation, 500 embryos from 4
batches were dissociated using the protocol described by Kopeika et al. in 2005 [14].
Embryos at the 50% epiboly stage (5.25 hpf) were placed in a Petri dish with EM and
mechanically dechorionized as previously described for cell evaluation after thawing.
Embryos were then placed in a 24-well plate (20 embryos/well), EM was removed and
1 ml of protease solution (2 mg/ml in PBS) added. After 20 minutes at room temperature
(R.T.), blastomeres were separated from the yolk with gently pipette suctions. The
blastomere suspension was washed twice in 10 ml PBS (centrifuge at 800 x g for 10
min). The supernatant was discarded and the pellet resuspended in PBS (16.4 x 10*
cells/ml) before applying treatments described in Table 1.

SOLUTION TREATMENT
Group 1 | 10ul cells + 1ml PBS 10% FBS solution 1 houratR.T.
Group 2 | 10yl cells + 1ml PES 10% FBS solution Cryopreserved
Group 3 | 10pl cells + 1ml 2M Me,SO in PBS 10% FBS solution 1 houratR.T.
Group 4 | 10yl cells + 1ml 2M Me,S0O in PBS 10% FBS solution Cryopreserved
Group 5 | 10pl cells + 1ml 10ma/ml AFPI in 2M Me,SO in PBS 10% FBS solution | 1 hourat R.T.
Group 6 | 10yl cells + 1ml 10mg/ml AFPI in 2M Me,SO0 in PBS 10% FBS solution | Cryopreserved

Table 1: Experiment design for blastomere cryopreservation.

Ten microliters of cell suspension was added to 1 ml of the following solutions: 10%
FBS in PBS; 2 M Me,SO in PBS 10% FBS and 10 mg/ml of AFPI in 2 M Me,SO in PBS
10% FBS and left for 30 minutes at R.T. Two groups were then formed: a control one
where cells were kept in 24-well tissue culture plates for 1 h at R.T. and a cryopreserved
one where cells were subjected to a cryopreservation protocol.

Cryopreservation was performed in eppendorf tubes and samples were frozen using
the following cooling rates: 5 °C/min from 20 to 0 °C, 5 min at 0 °C, 1 °C/min from O to -
40 °C by a programmable freezer before being plunged into liquid nitrogen. For thawing

the eppendorf tubes were warmed in air to R.T. and blastomeres were washed twice with
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PBS (centrifuge at 800 x g for 10 min). The pellets were resuspended in 20 pl of PBS
and cell survival was examined using trypan blue solution (0.4% (v/v) in Ca and Mg+2
free PBS) in a rate 1:1 (v/v) with cell suspension. Viable cell counts were carried out
using a hemocytometer. Cryoprotectant toxicity and cell viability after cryopreservation

were analyzed.

2.7. Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using the computerized package generated by
SPSS 15.0 software for Windows. All percentages were normalized through angular
transformation (Arcsin\(percentage/100)) and results were expressed as means + SEM.

Results of chilling sensitivity experiments were analyzed using a Student’s t-test.
Hatching rates for experimental treatments were compared to the control without AFPs,
for each time (p < 0.05).

A one-way ANOVA analysis was used to compare cell viability immediately after
thawing and survival in culture. Significant differences between control embryos, type of
AFPs and developmental stage were detected by a multiple range test, the SNK test
(Student—-Newman—Keuls) (p < 0.05). Cell survival in culture was also analyzed using a
linear mixed model (p < 0.05) to detect differences in the evolution of each treatment.
Effect of AFPs in blastomere cryopreservation was analyzed using a one-way ANOVA.
Significant differences between percentages of viable cells after each treatment were

detected by a multiple range test, the SNK test (Student—Newman—Keuls) (p < 0.05).
3. Results
3.1. Chilling sensitivity
Incubation at 4 °C for 180 minutes did not reduce the hatching rate in any treatment.
Moreover, the incorporation of proteins into the embryos did not improve hatching rates

at any developmental stage, as survival at hatching did not differ significantly from the

controls (Fig. 1A), which was confirmed by the statistical analysis.
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The hatching rate of embryos exposed to -10 °C decreased in time, especially in
the control embryos, showing a decrease from 76% to 45% when incubated 45 minutes at
this temperature (Fig. 1B). Embryos that incorporated the protein at the earlier stage also
showed a decrease in hatching rate. In those embryos incorporating the proteins at the
high blastula stage, the fall in the survival rate was less pronounced, resistance to cold

shock being significantly higher after the incorporation of AFPI than in control embryos.
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Fig. 1: Survival of embryos maintained at 4 °C (A) or -10 °C (B) at the 5-somite stage,
after incorporation of AFPs. Controls were exposed directly to chilling without protein.
Bars indicate S.E.M. Asterisk shows differences between control and AFP treatments after

45 minutes at -10 °C (p < 0.05).

3.2. Vitrification

Half of the vitrified control embryos showed morphological alterations after thawing
affecting to the embryo compartment and/or the yolk sac and 51% showed normal
morphology. The structural integrity of embryos that incorporated the protein at the high
blastula stage did not show a significant improvement (67.6% and 74.5% of embryos
with normal morphology for AFPI and AFPIIIL, respectively). The highest percentage of
embryos with good morphology after thawing, significantly higher than in the controls,
was obtained when AFPI was incorporated at the 128-cell stage (85.8%). Nevertheless,
under the same conditions, AFPIII did not provide a significant effect (63.5%).

The analysis of cell viability immediately after thawing did not show differences
between treatments, and morphologically normal thawed embryos that incorporated the
proteins showed the same percentage of viable cells as the controls. After incubation of
cell suspensions, cells from thawed AFP-treated embryos showed higher survival rates in

culture than those from control embryos after freezing (Fig. 2). Moreover, some mitotic
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events were observed in these culture plates, but not in the thawed control ones. During
the first hour in culture, a decrease in the percentage of viable cells was noticed in all
treatments except in those with AFPs incorporated at the 128-cell stage. From this
moment, the viability rate of cells from embryos incubated with AFPs showed an
increase. This phenomenon was not observed in cells from frozen control embryos after
thawing. None of the cells obtained from thawed control embryos were viable after 6
hours and only 0.3% of them were viable after 4 hours in culture. In contrast, the
percentage of viable cells from AFP-treated embryos ranged from 37.9% to 54.7% after
6 hours in culture, similar to that of cells from unfrozen embryos (61.8% in fresh-
controls).

The linear mixed model (p < 0.05) showed significant differences between the
frozen-control embryos and all the other treatments, regardless of the protein type.
Comparison of means with one-way ANOVA (p < 0.05) demonstrated that cells from
embryos that incorporated the protein at the high blastula stage showed better cell
survival than those from control embryos in culture from 4 hours onwards. Cells from
embryos that incorporated the proteins at the 128-cell stage showed noticeable

differences to the controls in culture from 2 hours onwards.
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Fig. 2: Cell viability and survival in culture of cells from control embryos and
from cryopreserved embryos treated with AFPs. S.E.M. bars are not represented

to simplify the graphs. Letters show differences between treatments (p < 0.05).
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3.3. Blastomere cryopreservation

Results demonstrated that the presence of AFPI in the cryoprotectant solution
significantly improved cell survival after cryopreservation (54.3%, 29.9% and 0% in
embryos frozen with AFPI +2 M Me,SO, 2 M Me,SO and PBS 10% FBS, respectively)
(Fig. 3). Moreover, the cryoprotectant solution containing AFPI was slightly less toxic

than the solution with only Me,SO, after equilibration for 1 hour at R.T.

100 - .
_ b
52 B0 1 £
E BO o
= I
= E /
. 2
) 77 /
0 A : : ' w4 %
PBS Mez2S0 AFP PBS MezSO AFP
1HOURATR.T. CRYOPRESERVED

Fig. 3: Blastomere viability at thawing. The experimental groups are described in Table 1.

Bars indicate S.E.M. Letters show differences between treatments (p < 0.05).

4. Discussion

Nowadays, zebrafish is used as a model species in biomedical research because it is
small, easy to maintain and breeds in a laboratory and many experiments in fish embryo
cryopreservation have been carried out using this species. Different techniques have been
used to measure cryoprotectant concentrations inside embryo compartments and results
obtained show that embryo envelopes represent a difficult barrier to overcome for water
and cryoprotectants [3; 9; 34; 35; 36]. Specifically, the YSL has been described as the
major impermeable barrier in the embryo [10]. The YSL blocks the entrance of
cryoprotectants as well as the dehydration process in the yolk sack, thus bringing about
the formation of crystal ice inside this structure. After the vitrification/thawing protocol
considerable damage was caused to the YSL with total breakdown of embryos in some

cases [25; 34]. Results obtained by our group showed that incubation in media containing
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AFPs allows these proteins to enter the YSL [19], which could protect the envelope from
the damage caused by freezing. When the embryos were incubated with protein at the
128-cell stage, organs such as the pharynx, liver or pancreas also contained the AFPs.
The presence of these natural cryoprotectants could improve the chilling resistance of
zebrafish embryos and also reduce the growth of ice crystals and their recrystallization.

Our results showed that the incorporation of AFPs by incubation in media containing
protein under the tested conditions slightly reduced chilling sensitivity in zebrafish
embryos. This reduction was only observed when embryos were subjected to -10 °C.
Embryos at the 5-somite stage were very tolerant to 4 °C, and no losses of viability were
observed after 180 minutes of incubation at this temperature. Hagedorn et al. reported
good survival rates in 3-somite embryos exposed to 0 °C for 40 minutes [11] and Liu et
al. observed that 60 minutes exposure to 0 °C did not affect the survival of 6-somite
embryos [18]. Our results showed that a temperature of 4 °C is well tolerated even for
longer periods. Cooling at -10 °C effectively reduces survival at hatching and only those
embryos incorporating AFPI at high blastula showed a significant reduction in chilling
sensitivity. In these experiments, non-labeled AFPs were used to avoid any potential
toxicity of FITC (fluorescein isothiocyanate), the fluorescent molecule used for protein
labeling, and the actual presence of the protein in the embryos was not monitored.
According to the results of the preliminary experiments, it is estimated that between 10%
and 30% of the embryos did not incorporate the protein [19]. This could reduce the
sensitivity of the test, and mask the beneficial effects of AFPs. Moreover, the lipid
content of the yolk sac is considered to be mainly responsible for chilling sensitivity and
AFPs were not incorporated into this compartment.

The beneficial effects of AFPs were more evident after vitrification. Morphology
after thawing is an index that does not indicate developmental ability. Nevertheless,
given that cryopreservation causes a high rate of embryo breakage, it is frequently used
as the parameter for checking the success of freezing processes [5; 17; 25; 34].
Improvement on the preservation of embryo integrity does not indicate embryo survival,
but is useful for selecting less damaging protocols. The incorporation of AFPI at the 128-
cell stage significantly increases this parameter to up to 85% of normal morphology.
Structural damage in the YSL during freezing/thawing has been well documented in

literature [10]. YSL protection provided by AFPs could confer more resistance to this
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structure and reduce the probability of breakdown, preserving the yolk sac and the
integrity of the cellular compartment.

It is reasonable to assume that embryo death after thawing must be caused by cell
collapse. However, information on cell function after thawing is extremely scarce. The
only available data were reported by our group [23]: the analysis of cytoplasmic enzyme
activity in turbot and zebrafish embryos demonstrated that some cellular activity was
preserved after thawing. These studies were undertaken using 200-300 pooled embryos
per analysis, and the protocol did not allow selection of morphologically normal embryos
before the evaluation of enzyme activity. The method used in the present study allowed
the analysis of the percentage of viable cells in each individual embryo, after selecting
those showing normal morphology. The percentage of viable cells ranged from 25% to
50% of the recovered cells after dissociation. This percentage seems to be too low to
permit embryo survival and is not increased by the incorporation of AFPs. Nevertheless,
treatment with the proteins clearly improved the survival ability of these viable cells
recovered after thawing. It is well known that freezing can affect long-term cell survival.
Cell damage at different levels (membrane, cytoskeleton, ATP production, cell signaling,
etc) is well documented and induction of apoptosis after freezing/thawing has also been
described in, among others, bone marrow cells [26] and oocytes [20]. Cells recovered
from control embryos showed no ability to survive in culture, demonstrating damage
incompatible with further development of the embryo. Although these embryos could
have normal morphology and even a relatively high rate of viable cells after thawing,
vitrification caused embryo death by total loss of cell function. Cell death in culture
could be caused by damage at different levels and the probes used (SYBR14/PI) do not
differentiate between necrosis and late apoptosis. Most cells seem to die by necrosis but
the apoptotic process should not be discarded. The incorporation of AFPIII and
especially AFPI clearly improved long-term cell viability after thawing, survival rates
being similar to those of cells from unfrozen embryos. Mortality percentages of cells
from embryos treated with AFPs did not increase during the period analyzed and it was
observed that some mitotic activity even increased the rate of viable cells in the culture
plate during the first 2 hours. This increase in the percentage of viable cells, significant
in some cases, could also be due to the lyses of those cells non viable after thawing,

which are no longer detected from 2 hours onwards.
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The present results showed that the cryoprotective effect of AFPs was especially
noticeable at cellular level, because the percentage of viable cells from AFP treated
embryos after freezing was higher than in those from frozen controls. However, this
percentage continues to be insufficient to permit embryo development. Bearing in mind
these results, it was interesting to test the effect of AFPs in blastomeres, an alternative to
embryo cryopreservation allowing the preservation the diploid genome [27]. Results also
showed a positive effect of AFPI after cryopreservation of blastomeres.

Fish AFPs, apart from reducing ice crystal growth during freezing and thawing, have
been shown to stabilize cell membranes in vitro during hypothermic storage, probably by
interacting with the plasma membrane [28]. Plasma membrane is one of the most
sensitive structures and membrane stabilization is always considered a key aspect in
cryoprotection [15; 27]. Hence, incorporation of these proteins in embryo cells or in
isolated blastomeres, could be beneficial by both reducing mechanical damages
promoted by ice crystals and increasing membrane resistance to functional damages
caused during hypothermic storage.

Our findings clearly demonstrate that antifreeze proteins increase cryoprotection of
the embryo cellular compartment. However, their presence in a limited set of cells
reduces their global cryoprotective effect and does not improve embryo developmental
ability. Most cells and organs remain unprotected by these natural agents and are only
under the effect of the traditional cryoprotectants added during vitrification. Moreover,
cryoprotection of the yolk sac has not been increased and the levels of other CPAs are
too low to provide vitrifying conditions in this compartment [3; 25]. To facilitate yolk
dehydration and cryoprotectant entrance, aquaporin-3, a water channel allowing
movement of water, glycerol and other small uncharged molecules, was successfully
expressed in zebrafish embryo membranes, without effects on survival or developmental
ability [12; 16]. So far, no reports on their freezing ability have been published.
Nevertheless, the combination of both aquaporin expression and incorporation of AFPs
could improve embryo resistance to the vitrification process.

In conclusion we can state that the delivery of AFPI and AFPIII into zebrafish
embryos by incubation in media containing protein is a simple method, easy to perform,
which increases chilling resistance and significantly reduces damage caused by

vitrification in the cellular compartment. Significant cryoprotection by AFPs has also
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been demonstrated in the cryopreservation of fish blastomeres, supporting the hypothesis
that these proteins, and particularly AFPI, are beneficial for the cryopreservation of
zebrafish cells.

Future studies on the use of appropriate protein carriers or the artificial
expression of AFPs providing the presence of the proteins in most of embryonic cells,
could significantly increase the positive effects of AFPs for fish embryo freezing.
Nevertheless, the solution for fish embryo cryopreservation will probably require the
combination of two aspects, increased cryoprotection in the cellular compartment and

improved permeabilization and dehydration of the yolk sac.
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Discusion general

Durante los ultimos afios, los conservacionistas han insistido en la importancia de
mantener bajo condiciones seguras aquellas especies animales que forman parte de
poblaciones amenazadas, protegiéndolas de los cambios ambientales provocados por la
actividad humana. Sin embargo, los procedimientos utilizados habitualmente, como por
ejemplo el mantenimiento en ambientes controlados, zooldgicos o reservas naturales, no
las protege de catéstrofes naturales o epidemias. Por ello, los ultimos avances en genética
y tecnologia de la reproduccién proporcionan una nueva forma de proteccién para estas
especies amenazadas: el almacenamiento a largo plazo de sus gametos en bancos de
germoplasma (GRBS).

De acuerdo con Watson y Holt (2001), previamente a la creacion de un banco de
recursos genéticos con fines de conservacion deben tenerse en cuenta ciertas
consideraciones: el proposito de dicho banco, su tamafio, localizacion, medidas de
seguridad, propiedad legal, etc. No obstante, en el caso de los peces, y en el caso
concreto de la conservacion de poblaciones de trucha con caracteristicas genéticas bien
definidas, una vez consideradas las evidentes ventajas que representaria la creacion de
uno de estos bancos para fortalecer los programas de conservacion, es necesario abordar
problemas relacionados con la propia técnica de conservacion de los recursos geneéticos.
Los gametos y/o embriones que van a formar parte de un banco de germoplasma deben
ser criopreservados siguiendo un protocolo cuidadosamente descrito. Este protocolo sera
viable siempre y cuando sea posible obtener una descendencia totalmente normal a partir
de las muestras criopreservadas, en la cual se conserve el patrimonio genético de la
poblacién a lo largo de las sucesivas generaciones. En algunas especies, la seleccion de
machos cuyos espermatozoides presentan mayor viabilidad tras la criopreservacion
pueden mejorar los resultados globales, sin embargo, esto es lo que no se desea cuando
se crea un GRB, ya que se trata de mantener un amplio rango de representantes genéticos
de la poblacidn, no seleccionados (Watson y Fuller, 2001).

Los trabajos realizados en el ambito de la presente tesis doctoral representan una
contribucion al desarrollo de las técnicas que permitan elaborar GRBs de peces, y cubren
algunos de los aspectos aun no abordados por otros investigadores: la constatacion de
que la conservacion seminal preserva fielmente la diversidad geneética propia de la
poblacién y el desarrollo de nuevos métodos de crioproteccion que mejoren los

resultados obtenidos en la criopreservacion de embriones.
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Criopreservacion de semen

Como ya se ha explicado anteriormente, las muestras que son criopreservadas con
el fin de constituir un banco de germoplasma, deben tener un nivel de calidad minimo
para ser utilizadas posteriormente en programas de conservacion. Muchos estudios
realizados en semen de teledsteos han puesto de manifiesto que los salmoénidos son uno
de los grupos mas susceptibles al dafio durante la criopreservacion (Cabrita y cols.,
2001b; Ogier de Baulny y cols., 1997). Hay estudios que demuestran que la membrana es
la estructura mas sensible al dafio, debido a que es la méas expuesta a todo tipo de estrés:
térmico, osmotico e incluso a la accion de las especies reactivas del oxigeno (ROS)
generadas durante el proceso (Cabrita y cols., 1998; Labbé y cols., 2001; Mirzoyan y
cols., 2006). Sin embargo, el grado de susceptibilidad es muy variable, en muchos casos
debido a la adaptacion al medio natural de la especie o a las caracteristicas propias de sus
membranas. Ya en 1981, Watson demostrd que la composicidn lipidica de la membrana
plasmética puede determinar que sea mas 0 menos susceptible a sufrir dafios durante la
criopreservacion (Watson, 1981; Watson y Morris, 1987). Un ejemplo de adaptacion al
medio son las especies de agua salada, cuyos espermatozoides resisten mucho mejor el
choque osmético que las de agua dulce debido a que la fecundacion ocurre en un medio
hiperosmotico al que han tenido que adaptarse (Drokin y cols., 1998).

En el caso particular de la trucha comun, los anélisis presentados en el presente
estudio, demostraron que el porcentaje de células viables se mantiene estable tras la
criopreservacién, con valores en torno al 80%, entendiendo como viables aquellas que
poseen la membrana celular intacta en el momento de la descongelacion. Este hecho
puede deberse principalmente a la composicion del medio de criopreservacion utilizado,
que contiene yema de huevo como estabilizador de membrana y &cido citrico como
antioxidante. Varios investigadores han demostrado que la yema de huevo afadida a la
solucién de criopreservacion, funciona muy bien como estabilizador de membrana
(Bergeron y Manjunath, 2006; Cabrita y cols., 2001a), debido sobre todo a que su
presencia en el medio minimiza la eliminacion de colesterol de la membrana, como
demostraron Bergeron y Manjunath (2006). Estos investigadores descubrieron la
existencia de una familia de proteinas de unién a lipidos en el plasma seminal de toro,

que inducen la eliminacién de colesterol y fosfolipidos de la membrana celular. El
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colesterol es un factor importante en la fluidez y permeabilidad de la membrana. Muller
y cols. (2008), trabajaron con espermatozoides de trucha arco iris, y demostraron que
cuanto mayor es la cantidad de colesterol, menos fluida es la membrana y mas resistente
al chogue hiposmotico, lo que reduce los dafios provocados durante el proceso de
congelacién/descongelacion. Cuando se afiade yema de huevo, las proteinas de union a
lipidos interaccionan con las lipoproteinas de baja densidad que contiene el aditivo,
minimizando la eliminacion de colesterol de la membrana y ejerciendo un efecto positivo
en la criopreservacion.

Los ROS generados durante el proceso también tienen un efecto negativo sobre la
membrana, ya que provocan la peroxidacion de los lipidos que la componen modificando
su estructura y permeabilidad (Mirzoyan y cols., 2006). EI DMSO es un productor
natural de grupos hidroxilo, por lo que cuando se trabaja con este crioprotector, es
conveniente afiadir antioxidantes en el medio de congelacién para neutralizar sus efectos.

Sin embargo, el efecto de los ROS no sélo se observa en la estabilidad de la
membrana, sino que los dafios mas importantes se producen a nivel de la estructura del
ADN. Los efectos del estrés oxidativo en el ADN pueden tener importantes
consecuencias en el desarrollo de la descendencia, ya que pueden ir desde oxidacion de
las bases nitrogenadas a rotura de las cadenas de ADN (Slupphaug y cols., 2003).
Cuando una muestra es criopreservada con fines reproductivos, hay que minimizar al
méaximo la presencia de ROS, para evitar dafios en el material genético. Mirzoyan y cols.
(2006) observaron que, en esturion, los embriones desarrollados a partir de huevos
fecundados con semen congelado utilizando DMSO como crioprotector, mostraban un
porcentaje de aberraciones cromosomicas doble del que presentan los obtenidos a partir
de semen fresco. Ademas observaron que la adicion de &cido ascorbico a la solucion
crioprotectora, incrementaba la movilidad y capacidad fecundante del semen y reducia el
namero de aberraciones cromosdmicas hasta los niveles observados con el semen fresco.
Este estudio sugeria que el efecto oxidativo del DMSO provoca alteraciones en la
cromatina espermatica durante la congelacion, que pueden ser suprimidos por la adicion
de antioxidantes.

Los espermatozoides de trucha comin no presentaron incremento medio en la
fragmentacion del ADN tras la congelacion, mostrando unos niveles muy bajos, antes y
después de la criopreservacion, si se comparan con los datos obtenidos para otras
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especies de peces (Cabrita y cols., 2005). Este hecho implica que el protocolo utilizado
se ajusta razonablemente bien a las necesidades de la especie, pero no asegura que no
haya consecuencias en la descendencia, ya que, como demostraron Aitken y Baker
(2006), espermatozoides con bajo nivel de dafio oxidativo pueden mantener su capacidad
fecundante pero, si los mecanismos de reparacion del huevo no son suficientes, puede
haber alteraciones en el desarrollo embrionario de la progenie. En nuestros experimentos
observamos que, aunque el porcentaje medio de fragmentacion del ADN no se
incrementa significativamente durante la congelacion, el porcentaje de células con una
fragmentacion inferior al 5% si sufre una reduccidn. Esto nos indica que existe una
disminuciéon en el nimero de espermatozoides que conservan su genoma en estado
dptimo.

Los bajos valores de fragmentacion del ADN registrados hacen pensar que la
descendencia obtenida a partir de semen criopreservado presente un patron genético
similar a la procedente de semen fresco. Sin embargo, como hemos observado, la
capacidad fecundante del semen se ha reducido muy significativamente tras la
descongelacion debido, probablemente, a la suma de pequefios dafios causados en las
células a diferentes niveles. El proceso de criopreservacion puede provocar la seleccion
de una poblacion de espermatozoides especialmente resistentes, que determinen un perfil
genético diferente, lo cual debe ser evitado cuando la criopreservacion se dirige hacia la
conservacion de una poblacion en concreto. Analizando el desarrollo de embriones de
locha, una especie de agua dulce, obtenidos a partir de semen fresco y congelado
Kopeika y cols. (2003) observaron diferencias en la supervivencia de los mismos en
diferentes estadios embrionarios: tras la gastrulacion se observaba una mayor mortalidad
de los embriones de semen congelado, aunque la supervivencia a la eclosion no era tan
diferente. Su explicacion a estas diferencias es que la criopreservacion puede causar
cambios en la diversidad genética de la poblacién de espermatozoides congelados. Segun
estos autores, la presion selectiva ejercida por la criopreservacion podria resultar en una
poblacion espermatica mas uniforme, conduciendo a una mayor homogeneidad en el
perfil genético de los embriones obtenidos. Esta hipotesis ha quedado descartada en
nuestro caso, ya que el analisis genético de la descendencia demostré que el protocolo
utilizado para la criopreservacion de semen de trucha comdn no provocd pérdida de

alelos en la progenie, que mostraba un patrén genético identico en ambos casos. Estudios
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posteriores de estos mismos autores demostraron de nuevo que la congelacion seminal
reduce la supervivencia embrionaria de la locha y que los agentes que afectan a la
reparacion del ADN pueden revertir o incrementar este efecto negativo (Kopeika y cols.,
2004). Su hipotesis es que la criopreservacion induce inestabilidad del ADN espermatico,
que puede ser posteriormente reparado por los mecanismos de reparacion del ovocito.
Nuestros resultados confirman que, de existir dafios en el ADN no detectados por el
ensayo cometa, que sean responsables de la reduccion en las tasas de eclosién, no
suponen en ningun caso una forma de seleccion gamética.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el protocolo utilizado resultaria
valido para preservar semen de trucha comun con fines reproductivos y de conservacion
de las poblaciones de interés, ya que queda demostrado que es posible mantener el
potencial genético de los machos tras la criopreservacion. Las muestras congeladas
podrian ser utilizadas para fecundar ovocitos de la misma poblacion en época
reproductiva, o para desarrollar técnicas de androgénesis interespecificas. En este caso el
procedimiento mas adecuado consistiria en la utilizacién de semen congelado para la
fecundacion de ovocitos inactivados de trucha arco iris, lo que permitiria obtener una
descendencia de trucha comun en cualquier época del afio, debido a la disponibilidad de
huevos procedentes de la acuicultura. En cualquier caso, aunque las tasas de fecundacion
tras utilizar este procedimiento fueran muy bajas y los individuos obtenidos en la primera
generacion fueran escasos, la poblacion original podria ser recuperada debido a la gran

prolificidad de estas especies.

Criopreservacion de embriones y células embrionarias

Mientras que la preservacion del material genético paterno, mediante congelacion
de semen, se ha puesto a punto en infinidad de especies y se utiliza rutinariamente en
granjas y piscifactorias, y, como se ha comprobado, permite preservar fielmente el perfil
genético de nuestras poblaciones concretas de trucha comdn, la preservacion del genoma
de origen materno no se ha desarrollado con igual éxito.

Los estudios realizados hasta el momento en criopreservacion de ovocitos de pez

cebra han determinado que la alta sensibilidad al frio, asi como la impermeabilidad de
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sus membranas, afiadido al problema que supone para el intercambio de fluidos la
pequefia relacion superficie/volumen, hace casi imposible desarrollar un protocolo
efectivo para su preservacion (Isayeva y cols., 2004; Zhang y cols., 2005). Estos
inconvenientes se extienden también a la criopreservacion de embriones, con la
dificultad afiadida que supone su estructura multicompartimentada que divide el embrion
en varios compartimentos con distinta densidad y volumen, y que hacen ain mas dificil
el intercambio de agua y crioprotectores.

Muchas han sido las técnicas utilizadas para analizar la permeabilidad de las
membranas. Zhang y Rawson (1998), realizaron los primeros estudios teniendo en cuenta
los cambios volumétricos que observaban en los embriones. Posteriormente, el desarrollo
de nuevas tecnologias como el HPLC (Cabrita y cols., 2003), la resonancia magnética
nuclear (Hagedorn y cols., 1997) o la espectroscopia de impedancia (Zhang y cols.,
2006) permitieron hacer un estudio mas exhaustivo. En todos los casos se concluye que,
a través del corion es posible el intercambio de agua y crioprotectores entre el medio
externo y el espacio perivitelino, pero la impermeabilidad de la linea sincitial impide la
entrada de crioprotectores al saco vitelino asi como la salida de agua al exterior. Como
consecuencia, el embrién no se deshidrata totalmente, facilitando la formacion de
cristales de hielo en el interior del saco vitelino, causando dafos irreparables durante el
proceso de vitrificacion/descongelacion (Robles y cols., 2003).

Estos resultados demuestran que, las directrices seguidas para llevar a cabo con éxito la
criopreservacion de embriones de teledsteos, deben ir dirigidas hacia la proteccién del
compartimento embrionario y del saco vitelino en igual medida.

El método mas utilizado para superar la barrera de impermeabilidad que supone
la linea sincitial, ha sido la microinyeccion. Muchos autores han conseguido con éxito
incorporar crioprotectores en el saco vitelino mediante esta técnica, trabajando con
embriones de pez cebra (Janik y cols., 2000; Kopeika y cols., 2006), rodaballo (Robles y
cols., 2006) o dorada (Beirédo y cols., 2006; Robles y cols., 2007). Sin embargo, el dafio
mecanico provocado por la microinyeccién no resulta compatible con la posterior
vitrificacién, ya que el poro creado por la aguja es un punto critico a partir del cual se
puede desencadenar la desintegracion total del embrién durante la descongelacion.
Estudios recientes mostraron una alternativa no invasiva para introducir material

exogeno (ADN, proteinas, plasmidos...) en embriones de pez cebra mediante la

150



Discusion general

aplicacion de un laser que emite pulsos a intervalos de fentosegundos (Kohli y cols.,
2007). Sin embargo, y a pesar del éxito obtenido en los resultados, esta técnica puede no
ser compatible con la vitrificacion, ya que al igual que la microinyeccion, el poro creado
por el laser puede inducir dafios irreversibles durante el proceso.

Cualquier manipulacion que pueda provocar dafios en el embrion antes de la
vitrificacién, debe ser evitada. Los estudios que hemos realizado han permitido
desarrollar un protocolo no invasivo mediante el cual, embriones de pez cebra incubados
en un medio que contenia AFPs eran capaces de incorporar estas proteinas en
determinados érganos internos. Existe una pequefia ventana temporal en el desarrollo de
los embriones de pez cebra, en la cual los blastomeros de la linea marginal, que daran
lugar a la linea sincitial y a érganos derivados del aparato digestivo anterior (faringe,
pancreas e higado), captan esas proteinas del espacio perivitelino. La presencia de estas
proteinas en la linea sincitial puede suponer un gran avance en la criopreservacion de
embriones de teledsteos, ya que la estructura mas impermeable y mas susceptible de
sufrir dafios estaria protegida (Hagedorn y cols., 1998). Muchos embriones sometidos a
vitrificacion sufren la rotura del saco vitelino durante el proceso de descongelacion,
debido a la recristalizaciéon del hielo en su interior. La proteccion de la envuelta que
rodea a esta estructura puede incrementar la resistencia de la misma y reducir también
este dafio mecanico.

Una vez incorporadas las AFPs, el siguiente paso fue evaluar su capacidad
crioprotectora. Hasta el momento todos los estudios realizados en este campo han
evaluado la supervivencia embrionaria o el porcentaje de embriones que presentan una
morfologia normal tras la descongelacion, sin realizar valoraciones del estado de cada
uno de los compartimentos o de la extension de los dafios celulares producidos (Cabrita y
cols., 2006; Robles y cols., 2003; Robles y cols., 2005; Zhang y Rawson, 1996).
Consideramos que cuando el éxito del protocolo parece tan distante, la evaluacion global
de la supervivencia o del nimero de embriones con aspecto aparentemente normal, no
aporta datos que puedan indicar con suficiente precision cuales con los factores a
corregir. Por ello el abordaje de este experimento aporta una nueva forma de evaluacion
de los protocolos de vitrificacion y proporciona informacién interesante, que permite
evaluar los pequefios avances que se van produciendo en el disefio de un protocolo de

conservacion valido. Los resultados obtenidos mostraron que, los embriones que fueron
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incubados en un medio que contenia AFPs durante la ventana temporal en la que existen
células que captan las proteinas del medio, resisten mejor las bajas temperaturas,
duplicando el porcentaje de embriones control eclosionados tras 45 minutos a -10 °C.
Robles y cols. (2007), observaron este mismo efecto en embriones de dorada
microinyectados con AFPs, consiguiendo porcentajes de eclosion proximos al 100% tras
ser incubados a 0 °C durante 1 hora.

Tras la criopreservacion también se observd el efecto beneficioso de las AFPs, ya
que disminuyd significativamente el porcentaje de embriones que colapsan durante la
descongelacion. Este hecho fue atribuido a que las AFPs presentes en la linea sincitial
confieren mayor resistencia a esta estructura, incrementando la proteccion del saco
vitelino y del compartimento celular, reduciendo la probabilidad de rotura.

Sin embargo, aunque las AFPs mejoran la estructura morfoldgica, existen dafios a
nivel celular que impiden que continde el desarrollo embrionario. Por ello, es necesario
realizar un andlisis para evaluar qué cantidad de células permanecen viables en el
embrion y asi determinar la efectividad del proceso. Robles y cols. (2004), analizando
homogeneizados de 200-300 embriones de pez cebra y rodaballo observaron que existe
actividad enzimatica de ciertas enzimas citoplasmicas tras la criopreservacion, lo que
demuestra que aungue no haya desarrollo embrionario, algunas células ain se mantienen
viables. La utilizacién de homogeneizados de un gran nimero de embriones no permitia
evaluar si la actividad enzimatica preservada era mayor en aquellos que presentan buen
aspecto tras la descongelacion y, de esta forma conocer el alcance del dafio celular en
estos embriones que no han sufrido el colapso total. En nuestro trabajo conseguimos
analizar el porcentaje de celulas viables en cada uno de los embriones descongelados,
observando que el porcentaje de células viables tras la criopreservacion no supero el
50%. La incubacidn de los embriones en presencia de AFPs no increment6 este valor que
resulta incompatible con el desarrollo embrionario. Sin embargo, cuando analizamos la
supervivencia de estas células a méas largo plazo, observamos que las procedentes de
embriones incubados con AFPs son capaces de sobrevivir en cultivo durante mas tiempo,
lo que indica una mejor funcionalidad celular.

Nuestros resultados representan un avance significativo en el campo de la
congelacién de embriones. Hay que considerar que la introduccién de las AFPs no ha

alcanzado mas que algunas estructuras muy concretas del embrién y que no se ha
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utilizado la presencia de AFPs en el medio de vitrificacion. Por ello parece posible que si
se consiguiera la expresion de estas proteinas en otros tipos celulares, los resultados
podrian optimizarse. No obstante, las mejoras observadas en pez cebra no parecen
suficientes como para ensayar el mismo planteamiento con embriones de trucha. La gran
diferencia de tamafio entre los embriones de ambas especies es suficiente como para
prever que aunque se produjera una entrada similar de AFPs, no se conseguiria
supervivencia tras la vitrificacion. Probablemente, el éxito de la técnica requiera
combinar la introduccion de estas proteinas, con la expresion artificial de las mismas en
otras células y la adopcion de algiin método adicional para proteger el contenido del saco
vitelino. Este ultimo objetivo podria abordarse combinando los tratamientos con AFPs
con la expresion de aquaporinas, tal y como han descrito Hagedorn y cols. (2002). Estos
ensayos, habran de hacerse en cualquier caso en una especie modelo como el pez cebra,
antes de poder ser transferidos a la trucha comun.

Teniendo en cuenta la dificultad que supone la criopreservacion de embriones y
las posibles aplicaciones de las AFPs, se plantea la criopreservacion de blastomeros
como alternativa para preservar el material genético de ambos progenitores. La
criopreservacion de blastomeros se ha desarrollado con éxito en diversas especies de
teledsteos. Leveroni Calvi y Maisse (1998), elaboraron un protocolo para trucha arco iris,
que posteriormente aplicaron en carpa (Leveroni Calvi y Maisse, 1999), obteniendo en
ambos casos un porcentaje de blastomeros viables superior al 90%. En salmén, los
resultados obtenidos por Kusuda y cols. (2002), demostraron que también en esta especie
es posible la criopreservacion de blastobmeros, obteniendo valores de viabilidad tras la
descongelacion superiores al 60%.

En nuestro estudio hemos comprobado que la incorporacion de AFPs a los
protocolos convencionales de congelacion de blastdbmeros, también mejora notablemente
los resultados obtenidos en pez cebra, observandose que el porcentaje de blastdmeros
viables se duplica al afadir AFPs a la solucion crioprotectora. Este efecto puede ser
debido a que, estas proteinas, ademas de reducir el crecimiento de los cristales de hielo
durante la congelacion y la descongelacion, actian como agentes estabilizadores de
membrana, haciéndola mas resistente a los dafios funcionales causados durante el

almacenamiento a bajas temperaturas (Tomczak y cols., 2002).
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Una vez optimizados los protocolos de criopreservacion de blastomeros, seria
posible regenerar genotipos completos a partir de los genomas criopreservados,
combinando adecuadamente estos métodos con las ultimas técnicas de manipulacion de
embriones. En trucha arco iris, Nilsson y Cloud (1992), desarrollaron un protocolo de
formacion de quimeras a partir de embriones en los cuales fueron microinyectados
blastobmeros aislados. Posteriormente, Lin y cols. (1992), mostraron evidencias de
integracion del genoma de las células del donante en la linea germinal del hospedador, de
modo que es posible transferir el patron genético del donante a la descendencia. Unos
afios mas tarde, Wakamatsu y cols. (2001), demostraron que es posible obtener
individuos fértiles y diploides mediante transplante nuclear de blastomeros en ovocitos
enuclados de medaka, manteniéndose los caracteres genéticos de los donantes al menos

durante la primera y segunda generacion.

La aplicacion de estas tecnologias supone un gran avance, no sélo en la
preservacion de la diversidad de las especies de peces, sino que también pueden tener

utilidad en la mejora de las técnicas de acuicultura.

Consideraciones finales

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que el protocolo descrito
para criopreservar semen de trucha comin es un método apropiado para preservar el
potencial genético de los machos de esta especie, y que por lo tanto podria ser utilizado
para congelar muestras destinadas a formar parte de un GRB.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, la
criopreservacion de blastdbmeros es una alternativa valida para preservar el genoma
diploide en peces, al menos hasta que sean desarrollados métodos que hagan posible la
criopreservacion de embriones, ya que los avances conseguidos en este Gltimo campo,
aunque significativos, no permiten esperar éxitos en un futuro préximo. La incorporacion
de AFPs durante el periodo del desarrollo embrionario en el cual se forman los
blastomeros marginales responsables del desarrollo del digestivo anterior, asi como su

adicion a la solucion de criopreservacion aporta beneficios que deben ser tenidos en
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cuenta a la hora de disefiar un protocolo de congelacién, tanto para blastdmeros como

para embriones completos.

La recuperacion de la poblacion original de trucha comun amenazada, sera
posible a partir de esas muestras criopreservadas, tanto espermatozoides como
blastomeros, aplicando las nuevas tecnologias desarrolladas en biologia de la
reproduccion. La reconstrucciéon de la poblacion a partir de espermatozoides, se podra
llevar a cabo utilizando técnicas convencionales de fecundacién u otras mas complejas
como la androgénesis, dependiendo de las necesidades del momento. Cuando el material
de partida sean blastdbmeros, se requerirdn técnicas mas complicadas como
microinyeccion de blastdbmeros para creacion de quimeras o transferencia nuclear a
ovocitos enucleados, con la ventaja de que serd preservado el material genético de

ambos progenitores.
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Conclusiones

Las conclusiones derivadas de los trabajos que constituyen esta tesis doctoral son

las siguientes:

1. La congelacion de semen de trucha comdn de las poblaciones caracteristicas de las
cuencas del Esla y el Duerna, utilizando como diluyente la solucion #6 Erdahl y
Graham con 10% de yema de huevo y 7% de DMSO en proporcion 1:3
(semen:diluyente), envasado en pajuelas de 0.5 ml y mantenido 10 minutos a 2 cm
sobre la superficie de nitrégeno liquido, no redujo el porcentaje de espermatozoides
viables, ni increment6 el valor medio de fragmentacion de su ADN, aunque el
porcentaje de células con menos de un 5% de la cromatina fragmentada result6
menor tras la congelacion/descongelacion.

2. La criopreservacion seminal disminuyo significativamente el porcentaje de huevos
fecundados, poniendo en evidencia otros dafios funcionales que afectan a su
capacidad fecundante o al desarrollo temprano de los embriones.

3. Las alteraciones espermaticas provocadas por la criopreservacion no constituyen una
forma de seleccion gamética puesto que las descendencias obtenidas a partir de
semen fresco y congelado, mostraron el mismo patron genotipico en ambos casos en
las dos poblaciones estudiadas. Por ello la congelacion espermatica se considera un
meétodo apropiado para preservar el potencial genético de los machos de trucha
comun, ya que permitié mantener la variabilidad en la descendencia y proporciono
tasas de fecundacion suficientes para garantizar la recuperacion de la poblacion
original debido a la gran prolificidad de esta especie.

4. La incubacién de embriones de pez cebra en un medio que contiene AFPs entre el
estadio de 128 células y el de blastula avanzada, resultd ser un método efectivo,
sencillo e inocuo para introducir estas proteinas en las células derivadas de los
blastobmeros marginales: los 6rganos derivados del digestivo anterior, asi como en el
interior de la linea sincitial, considerada como la barrera mas impermeable de la
estructura embrionaria.

5. La incorporaciéon de AFPs en esas estructuras incremento la resistencia al frio de los
embriones de pez cebra, asi como la proteccion del compartimento embrionario
durante la vitrificacion/descongelacion, reduciendo el porcentaje de embriones que

colapsan durante el proceso y mejorando la supervivencia en cultivo de las células
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embrionarias. La disociacion de las células embrionarias y el estudio de su
supervivencia en cultivo indic6 que a pesar de las mejoras conseguidas, el porcentaje
de células viables a largo plazo en embriones descongelados es insuficiente para
permitir su desarrollo tras la descongelacion. Estos resultados desaconsejan el inicio
de experiencias en embriones de salménidos en tanto no se consigan resultados mas
favorables.

La incorporacién de AFPs a los protocolos convencionales de congelacion de
blastomeros, mejord notablemente los resultados obtenidos en pez cebra, abriendo
nuevas direcciones para preservar el material genético de ambos progenitores hasta

que sea desarrollada con éxito la criopreservacion de embriones.
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