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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1
Tarea 2.1.2. Estudio de los mecanismos fisiologicos subyacentes en los efectos de
la temperatura y del pH sobre la calidad del esperma de peces

UPV4/CSIC1, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia)

* Identificacion de paralogos de TRPVs en anguila, lubina, dorada y lenguado (falta atun). Identificacion
paralogos ostra del Pacifico. Screening TRPVs en anguila, dorada y lubina. Efecto temperatura en expresion

TRPVs en lubina.

* Efecto de las nanoparticulas de titanio en la reproduccion de la ostra del Pacifico.

* Efecto de nanoparticulas de plata y Ag+ en la calidad espermatica de la ostra del Pacifico.
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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1

Tarea 2.1.2.

UPV4/CSICa, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia) Identificacion de paralogos de TRPVs.

|dentificacion TRPVs/TRPA

Puesta a punto primers TRPVs En proceso

En proceso
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Distribucion tisular TRPVs

Distribucion tisular TRPA

XXX <<< )

v v
v X
v X
X X
X X
v X

Puesta a punto primers TRPA x
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Efecto temperatura en TRPVs En proceso
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Resultados obtenidos

1ot Se probaron 8 inhibidores de TRPV (4 de TRPV1, 3 de TRPV4, 1 de
ObJEtIVO 2.1 TRPV6) en esperma de anguila. Dos inhibieron el movimiento

Tarea 2.1.2. espermatico: capsazepine, inhibidor general de los TRPV, y A784168,
inhibidor de los TRPV1.

UPV4/CSICy, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia) También inhibieron la motilidad del esperma de lubina y el de dorada
(100 uM, tras 1 h de incubacion).

Efecto de los agonistas/antagonistas de TRPVs en la motilidad espermatica
V En proceso x

Efecto antagonistas TRPV1

Efecto agonistas TRPV1
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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1

Tarea 2.1.2. Determinacion de la relacion entre el potencial de membrana del espermatozoide y las
concentraciones de iones, y su relacion con su capacidad de movimiento
e ; VALENCIA BIOMEDICAL

£ u
UPVy4/ CIPF g} : RESEARCH FOUNDATION

o 111
e §: B - CENTRO DE INVESTIGACION PRINCIPE FELIPE

* Determinacion de la densidad para realizar mediciones por
citometria de flujo (100.000 spz/ml)
 Se han probado 2 fluorocromos (DIsC3 y DIiBAC) a distintas

Multi-sample : STABLE

concentraciones, y determinado su concentracion optima 2. —
 Mejores resultados con DIBAC ' S
* Los resultados preliminares indican que los espermatozoides se .
hiperpolarizan tras la activacion con agua de mar o8
* El potencial de membrana tiene un papel en la activacion del
movimiento del espermatozoide N A N
e

DIBAC FITC-A
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Grado de consecucion de las tareas

60%

Tareanc2.1.2. (N )

Deteccion TRPs

Efecto agonistas/antagonistas
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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1

Tarea 2.1.3. Estudio del efecto de la temperatura y del pH en la
movilidad del esperma de distintas especies de peces marinos

UPV4/CSIC1, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia)

* Estudio del efecto del pH y de la temperatura del agua de mar sobre los parametros de motilidad del esperma por
medio de sistemas CASA.

* Determinacion de la resiliencia del esperma frente a disminuciones del pH y aumentos de la temperatura en las 5
especies de peces marinos objeto de este estudio (anguila, lubina, dorada, lenguado, atun).

* Desarrollo de challenge tests; valoracion especie-especifica; seleccion machos resilientes
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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1

Tarea 2.1.3. Estudio del efecto de la temperatura y del pH en la movilidad del esperma de distintas especies
e peces marinos

UPV4/ CSICz, CSIC2,

Estudio del efecto de la temperatura y del pH en la movilidad
del esperma de distintas especies de peces marinos

Efecto del pH
fecto de la temperatura

Efecto combinado pHyT?

Efecto combinado pH extender /
pH agua de mar

Tests de fertilizacion
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Resultados obtenidos

Objetivo 2.1 o -
Determinacion de la resiliencia del esperma frente a

Tarea 2.1.3. disminuciones del pH y aumentos de la temperatura
UPV4/CSICa, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia)

90
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Challenge tests K A E S

%ﬁ 7 1. Rango de pHs
m 2. Rango de temperaturas

3. Efecto pH x temperatura

=

(]
‘ This study forms par‘tgftheThinklnAzuIprogrammr-eand was Financiado por Plan de Recuperacién % GENERALITAT
supported by MCIN with funding from European Union - la Unién Europea ﬁi SEEMR e conca mmoumeion Transformacién VALENCIANA GVA N E
o Comuniar

T

nnnnnnn

Valencian; -

NextGenerationEU (PRTR-Ca7.11) and by Generalitat Valenciana Q. v Resiliencia \Q\ Conselleria de Educacién,

NextGenerationEU Universidades y Empleo




Grado de consecucion de las tareas

80%

Tareanc2.1.3 (N )

Efecto del pH

Efecto dela
temperatura
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Resultados obtenidos
Objetivo 2.3

Tarea 2.3.2. Identificacion de ejemplares cuyo esperma demuestre una especial resiliencia a los
cambios de temperatura y de pH, y criopreservacion de sus recursos genéticos.

UPV4/CSICa, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia)

* Puesta a punto de protocolos de congelacion de esperma para 5 especies de peces objeto de
estudio (anguila, atun rojo, dorada, lubina y lenguado).

* Creacion de un criobanco de aquellos ejemplares mas resistentes a temperaturas altas y/o
valores de pH bajos.

* Analisis de la supervivencia espermatica a largo plazo, de los recursos genéticos
criopreservados.
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Resultados obtenidos

Tarea 2.3.2. Identificacion de ejemplares cuyo esperma demuestre una especial resiliencia a los cambios de temperatura
y de pH, y criopreservacion de sus recursos genéticos.

UPV4/CSIC1, CSIC2, ICRA-IEO (Murcia)

Puesta a punto de protocolos
de criopreservacion de esperma

v X
gsrgzsri;)g de un criobanco de X V V V X
X X X X

Analisis de  supervivencia X
espermatica a largo plazo
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Grado de consecucion de las tareas

80%

Tareanc2.3.2. ([ )

Protocolos criopreservacion esperma

Criobanco

Supervivencia a largo plazo
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Desviaciones del programa inicial

* Imposibilidad de obtener muestras de atun (tejidos, esperma)
* Limitacion en muestras de esperma de lenguado (numero y volumen)
* Genoma del lenguado ahora accesible en bases de datos (NCBI)

* Inclusion de trabajos con ostra: efectos de contaminantes emergentes (combinados con la
temperatura)

* Dificultad y retraso en el tiempo en la puesta a punto de la medida del potencial de membrana
del espermatozoide por citometria de flujo y los experimentos asociados.

* No se han realizado fecundaciones de dorada, ni lenguado. Las puestas de lubina este ano
fueron de mala calidad y se realizaron solo pequenas pruebas del efecto del pH y la temperatura
en la fecundacion de huevos.
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Colaboraciones con grupos GVA-ThinkinAzul

* Colaboracion con el IATS (CSICz, CSIC2): estudios TRPVs, motilidad espermaticay
establecimiento de challenge tests, revision de protocolos de congelacion de esperma
(dorada, lubina y lenguado)

* Colaboracion con el IATS (CSIC2): efecto de las temperaturas altas sobre la expresion
de TRPs en reproductores de lubina —Tesis doctoral Fatima Fernandez

* Colaboracion con el IATS (CSIC2): Desarrollo de herramientas biotecnologicas en
anguila —Tesis doctoral César Cruz
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Colaboraciones con grupos ThinkInAzul Nacionales

No las ha habido

Con grupos nacionales [ internacionales

* Colaboracion con el Centro de Investigacion Principe Felipe: estudios del potencial de membrana de
espermatozoides por citometria de flujo

* Colaboracion con la Universidade de Aveiro (Portugal): estudio de los mecanismos fisiologicos ligados a la
reproduccion de la ostra del Pacifico: aumento de la temperatura y contaminantes emergentes

* Colaboracion con la Uppsala University (Suecia) y el Museo Nacional de Historia Natural (Francia): estudio de la
historia evolutiva de los miembros de la familia TRP

* Tres tesis doctorales en cotutela con universidades brasilefias: Thales S. Franga, Malbelys Padilla, Lais Borges.
Dos finalizadas.
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Hoja de ruta 6 proximos meses

Medida del potencial de membrana en esperma (de anguila) en distintas condiciones ionicas.

Puesta a punto primers TRPVs y estudio de la distribucion tisular de los TRPVs en lenguado.

Estudios con los TRPA: acabar trabajos in silico, disenio de primers, distribucion tisular.

Incorporar nuevas muestras de esperma (varias spp) al criobanco.

Redaccion de trabajos:

-Desarrollo y aplicacion de los challenge tests (varias especies)

-Efectos de la dilucion post-congelacion tras la criopreservacion de esperma (varias especies)
-Caracterizacion de TRPVs en lubina: distribucion tisular y efecto de la temperatura en la expresion en gonada.

-Efecto de las nanoparticulas de titanio en la reproduccion de la ostra del Pacifico
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