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RESUMEN.

El cultivo del pez trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) constituye una industria con
crecimiento exponencial. EXxiste gran interés por investigar y desarrollar estrategias que
permitan aumentar la eficiencia de manejo, produccion y cultivo del recurso, sobretodo en
lo que respecta a la mejora de la motilidad espermatica que favorezca al éxito reproductivo
y aumento de productividad de las empresas de acuicultura. Un factor clave para regular la
motilidad espermatica es la captacion de glucosa para la generacion del ATP usado para
impulsar el movimiento flagelar del espermatozoide, proceso mediado por proteinas
transportadoras facilitativas de glucosa (GLUTS) y co-transportadores sodio-glucosa
(SGLT). En el presente trabajo se caracterizd funcionalmente el transporte de gluocosa
asociado a los transportadores facilitativos de glucosa (GLUTS) expresados en
espermatozoides de trucha arcoiris (O. mykiss) mediante captacion del analogo radioactivo
®H-2-desoxiglucosa (DOG). Se evalué el efecto de otros carbohidratos que podian actuar
como competidores y de citocalasina B, un inhibidor clasico de los GLUTS, y se comparé

la captacion de DOG entre células espermaticas de machos juveniles y reproductores.

Los experimentos de captacion de DOG en tiempo de 60 minutos revelaron que s6lo hasta
los 10 minutos existe linealidad en el transporte, con una velocidad media promedio de
7,8+5,0 y 14+ 2,1 pmoles DOG/10® células por minuto para reproductores y juveniles
respectivamente. Los experimentos con competidores y citocalasina B se realizaron a los 5
minutos en muestras espermaticas de machos juveniles y revelaron que galactosa y manosa
alcanzan una inhibicién maxima del transporte de un 40 y 80% a concentraciones de 10 y
500 mM, respectivamente, mientras que fructosa no tuvo mayor efecto. Ademas,
citocalasina B provocé una inhibicion de sobre un 80% a una concentracion de 1 [IM. Al
realizar un analisis no paramétrico con el test de Mann-Whitney entre las pendientes
obtenidas de la curva de progreso a tiempos cortos (10 minutos) de células espermaticas de
juveniles y reproductores, se encontrd que no existe diferencia significativa en la captacion

de glucosa.



Los resultados preliminares de esta investigacion indican que las células espermaéticas de
trucha arcoiris transportan glucosa a través de transportadores GLUT1 y GLUTS3, sin existir
diferencias significativas en la captacion de glucosa entre machos juveniles y

reproductores.

Esta investigacion centra las bases para nuevos estudios e investigaciones aplicadas a la
industria acuicola, pues estos conocimientos permitiran identificar los GLUT; involucrados
en la captacion de glucosa en espermatozoides de trucha arcoiris y luego disefiar estrategias
para modular la captacién de glucosa en espermatozoides y eventualmente aumentar la

fecundidad en cultivo de esta especie.



ABSTRACT.

Rainbow trout farming is an industry that has experienced exponential growth in the area of
production. There is a lot of interest in investigating and developing strategies that increase the
efficiency of the handling, production, and farming of this resource, above all in regard to the
improvement of sperm motility. A key factor in regulating sperm motility is glucose capture to
generate the ATP used to impel the flagellar movement of the sperm cell, a process mediated
by facilitative protein transporters of glucose (GLUTS) and sodium-glucose co-transporters
(SGLT). In this work the glucose transport associated with the facilitative transporters of
glucose (GLUTS) expressed in sperm cells of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) was
functionally characterized through the capture of the similar, but radioactive *H-2-
Deoxyglucose (DOG). The effect of other carbohydrates that could act as competitors and
cytochalasin B, a classic inhibitor of the GLUTSs, was evaluated and the capture of DOG

between sperm cells of juvenile males and broodstock was compared.

The experiments of DOG capture in 60 minute time periods revealed that the linearity of the
transportation exists only up to 10 minutes, with an average initial velocity of 7,8+ 5,0 y 14+
2,1 pmoles DOG/10® cells per minute for juveniles and broodstock, respectively. The
experiments with competitors and cytochalasin B were performed at 5 minutes in sperm
samples of juvenile males and revealed that galactose and mannose reached a maximum
inhibition of transportation of 40 and 80% at concentrations of 10 and 500 mM, respectively,
while fructose did not have a greater effect. Also, cytochalasin B caused an inhibition of above
80% in a concentration of 1 uM. When doing an analysis that wasn’t parametric with the
Mann-Whitney test between the slopes obtained from the progress curve of short periods (10
minutes) of sperm cells of juveniles and broodstock, it was found that there is no significant

difference in the capture of glucose.
The preliminary results indicate that the sperm cells of the Rainbow Trout transport glucose

through GLUT1 and GLUT3 transporters, without significant differences between the glucose

capture in juveniles and broodstock.
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1. INTRODUCCION.

El cultivo de trucha arcoiris (Onchorhynchus mykiss) es una industria que ha presentando
crecimiento exponencial desde los afios 50 llegando a 855.951 ton en el afio 2012 (FAO,
2015). Debido a su relevancia comercial, existe gran interés por investigar y desarrollar
estrategias que permitan aumentar la eficiencia de manejo, produccion y cultivo del
recurso. (FAO, 2015; Subpesca, 2015).

A nivel mundial, se han realizado estudios para conocer los patrones de motilidad
espermatica de peces en cultivo ya que es una herramienta fundamental para la
optimizacion de la fecundacion (Bastardo, 1992). Un factor clave para regular la motilidad
espermatica es la captacion de glucosa para la generacion de energia a la forma de ATP
para ser usada para impulsar el movimiento flagelar de los espermatozoide. Estudios
sefialan que el usos de diluyentes o activadores espermaticos en la fertilizacion artificial de
salmonidos, mejora la motilidad con efectos favorables en la tasas de fertilizacion
(Steinberg et al. 1995; Valdebenito, 2007).

En plasma seminal de la trucha arcoiris se ha determinado que los principales nutrientes son
la glucosa y fructosa, las que se encuentran en un rango de 20-220 y 58-63 (mg/l) (Garde
et al., 1996), respectivamente. Se ha estudiado el uso de diluyentes que imitan el contenido
del plasma seminal de peces de importancia comercial, principalmente truchas y salmones
(Truscott & Idler, 1969; Erdahl & Graham 1987; Valdebenito et al., 2009). Entre los
componentes de estos diluyentes se encuentran glucosa, fructosa siendo el conocimiento
del transporte de estas moléculas fundamental en el metabolismo energético de éstos, su

motilidad y por ende en la eficiencia de la fecundacion en las pisciculturas.



El ingreso de estos carbohidratos desde el medio extracelular al interior de las células esta
mediado por los transportadores de glucosa acoplados a sodio (SGLT) y proteinas
facilitadoras del transporte de glucosa (GLUTS), la cual se compone de una familia de 14
miembros desde GLUT1, hasta GLUT14, que son muy conservados evolutivamente. En
mamiferos se conoce que GLUT1 y GLUT8 se encuentran expresados en los
espermatozoides y permiten la captacion de glucosa y que GLUT5 permite la captacion de
fructosa. Sin embargo, en espermas de salménidos no se conoce cuales son los
transportadores responsables de la captacion de glucosa y fructosa (Castrejon et al., 2007,
Bermudez et al., 2007).

En el presente proyecto se propone caracterizar funcionalmente el transporte de glucosa
asociado a los transportadores facilitativos glucosa (GLUTS) expresadas en los espermas
de trucha arcoiris (O. mykiss). A futuro, dicha informacion permitird disefiar estrategias
para modular la captacién de glucosa en espermatozoides y eventualmente aumentar la

fecundidad en la trucha arcoiris y de esta manera aumentar su fecundidad en cultivo.



. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el transporte de glucosa en células espermaticas de la especie

(Oncorhynchus mykiss) en machos reproductores adultos y juveniles.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la capacidad de captacion de glucosa en células espermaticas de trucha
arcoiris (O. mykiss) en machos adultos y juveniles.

Evaluar el efecto de competidores e inhibidores de transportadores facilitativos de
hexosas GLUT en el transporte de glucosa de celulas espermaticas de trucha arcoiris
(O. mykiss).

Evaluar posibles diferencias en el transporte de glucosa en células espermaticas

entre machos juveniles y reproductores de trucha arcoiris (O. mykiss).



4. DELIMITACION DEL PROBLEMA.

La investigacion se realizara en el marco de un proyecto FONDECYT 11121367 “Rol del
transportador facultativo de glucosa GLUT8 en la glandula mamaria durante embarazo y
lactancia” liderado por la Dra Lorena Mardones L, con la participacion del Dr Marcelo
Villagran en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Catolica de la Santisima Concepcion campus San Andrés en la ciudad de

Concepcidn, Chile.

Las muestras experimentales (Semen) seran obtenidas a partir de peces machos maduros
de 1 a 3 afios de la especie Oncorhynchus mykiss desde la piscicultura Pangue ubicada a

unos 20 km al Este de Concepcion.

Las principales delimitaciones son, en primer lugar el tiempo, ya que la obtencion de
espermas solo se realiza en una determinada temporada asociada a la época reproductiva
que ocurre principalmente en los meses de junio y julio. En este periodo, la piscicultura
realiza sus trabajo de reproduccion artificial con machos reproductores seleccionados para

los siguientes lotes productivos.

Segundo, los recursos de reactivos son limitados, pues la mayor parte de los recursos
estan dirigidos a financiar el tema principal del proyecto, “Rol del transportador
facultativo de glucosa GLUTS en la glandula mamaria durante embarazo y lactancia”, en
este caso la investigacidn de esta tesis tiene como objetivo principal caracterizar
funcionalmente el transporte de glucosa asociado a los transportadores facilitativos
glucosa (GLUTS) expresadas en los espermas de trucha arcoiris (O. mykiss) el cual no

cumple con los objetivos de proyecto principal.



5. ESTADO DEL ARTE.

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es nativa de las cuencas que drenan al Pacifico en
Norte América, abarcando desde Alaska a México. Desde 1874 ha sido introducida en
todos los continentes excepto la Antértica, tanto para la pesca deportiva como para la
acuicultura. Su produccion se expandié de manera progresiva a partir de 1950 con el
desarrollo de los alimentos peletizados. Las pesquerias de trucha son mantenidas, o
cultivadas, en las cuencas altiplanicas de muchos paises tropicales y sub-tropicales de Asia,
Este de Africa y Sudamérica. Se han desarrollado varios linajes o cepas locales, mientras
alguna de la cuales han surgido a través de seleccion masiva y entrecruzamiento para
mejorar la calidad de los peces para cultivo y su produccion intensiva (NSW, 2014; FAO,
2015).

La Trucha arcoiris es un pez carnivoro de agua fria, que posee variedades acondicionadas a
vivir sélo en agua dulce y otras que pueden desarrollar su vida tanto en agua dulce como
salada. Se caracteriza por poseer una banda rosada a lo largo de la linea lateral, una
coloracion azul a verde oliva sobre esta linea y una banda plateada por debajo. EI lomo, los
costados, la cabeza y las aletas estan cubiertos con pequefios puntos negros y su aleta
adiposa usualmente presenta un borde negro. La coloracion de la Trucha arcoiris varia con
el habitat, el tamafio, y la condicion sexual. Los que residen en corrientes y las hembras
desovantes tienden a presentar una coloracion mas oscura y mas intensa, mientras que los
residentes de lagos son mas brillantes y mas plateados. La Trucha arcoiris no presenta
tubérculos nupciales, pero los machos presentan cambios menores en la cabeza, la boca y
el color. Esta especie posee un cuerpo de forma alargada (Figura 1), fusiforme con 60-66
vértebras, 3-4 espinas dorsales, 10-12 rayos dorsales blandos, 3-4 espinas anales, 8-12
rayos anales blandos, 19 rayos caudales con una longitud promedio de 50 cm en su etapa
adulta (NSW goverment, 2014; FAO, 2015).



Figura N° 1: Trucha arcoiris. Fuente: NSW Goverment, 2014.

La industria del cultivo de la Trucha arcoiris ha mostrado un crecimiento exponencial desde
1950 (Figuras 2 y 3), especialmente en Europa y a partir de 1970 en Chile, siendo su
distribucion de cultivo en la zona sur del pais entre las regiones VIII y XII. Actualmente se
encuentran inscritos en el Registro Nacional de Acuicultura 1000 centros de cultivo en mar
y 266 en tierra. Chile es uno de los principales productores mundiales de truchas de cultivo
y muchos de sus aspectos son altamente eficientes tales como el proceso de produccion,
formulaciones de dietas y las tasas de crecimiento. Sin embargo, la investigacion y el
desarrollo actual intentan aumentar la eficiencia de produccion y manejo, asi como crear

nuevas estrategias de cultivo (FAO, 2015; Subpesca, 2015).
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Figura N° 2: Produccion anual total de trucha arcoiris en Chile. Fuente: Elaboracion propia,
Salmonchile 2013.
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Figura N° 3: Produccion mundial de trucha arcoiris en toneladas. Fuente: Elaboracion
propia, FAO 2015.

Desde los inicios del cultivo intensivo, ha existido preocupacion por estudiar el semen de
los peces, especialmente de los salmonidos (Bastardo, 1992) ya que, la motilidad
espermatica en peces de cultivo es una herramienta clave para la optimizacion del uso del
semen en las actividades de piscicultura, con el fin de obtener altos porcentajes de
fecundacion. El unico parametro utilizado para determinar la calidad seminal en peces es la
motilidad, valorando la intensidad de movimiento (Sanchez- Rodriguez y Billard, 1977), la
duracion de la motilidad (Carpentire y Billard, 1978) o la combinacion de ambos valores.
Por ejemplo (Steinberg et al., 1995) sefiala que el semen de trucha arcoiris bajo
crioconservacion alcanzar una eficiencia de fertilidad de hasta un 83,8%. Por otra parte
Valdebenito (2007) sugiere que el usos de diluyentes o activadores espermaticos en la
fertilizacion artificial de Salménidos, mejora la motilidad con efectos favorables en la tasas
de fertilizacion. Como por ejemplo, el efecto de de la cafeina a una concentracién de 10
mM en el medio isotonico de fertilizacion de ovas de trucha arcoiris, permite incrementar
significativamente la motilidad espermatica de esta especie, lo que se traduce en un

aumento del porcentaje de fecundacion desde un 81,66% a un 95%.



Se ha estudiado el efecto del uso de diluyentes que imita el contenido del plasma seminal
de peces de importancia comercial sobre la fecundacion, principalmente Truchas y
Salmones. (Valdebenito et al, 2009). (Erdahl y Graham., 1987) Almacenaron semen de
Trucha por 24 horas y usaron como componente de almacenamiento glucosa, cloruro de
sodio, de potasio y de magnesio, mientras que (Truscott e Idler, 1969) reportan motilidad
de los espermatozoides de Salmén del Atlantico después de 6 dias de almacenamiento con

un diluyente que contenia Fructosa.

La glucosa es el principal monosacérido en la naturaleza que proporciona energia a las
células de todos los organismos, desde los mas simples como las bacterias y la levadura,
hasta los mas complejos como el ser humano. Esto hace que el transporte de este azucar al
interior celular constituya un proceso esencial para el metabolismo energético y en
consecuencia, para los procesos que mantienen la vida (Castrejon et al., 2007). En plasma
seminal de la especie O. mykiss se encuentra la glucosa en un rango de 20-220 (mg/l) y la
fructosa en los rangos de 58-63 (mg/l) (Garde et al., 1996) lo que implica que los
conocimientos en el transporte de estas moleculas en espermas juega un rol fundamental en
el metabolismo energético de estos, su motilidad y por ende en la eficiencia de la

fecundacion.

El transporte de la glucosa a través de la membrana celular se lleva a cabo por dos familias
de proteinas de membrana: los transportadores de glucosa acoplados a sodio (SGLT) y las
proteinas Transportadoras Facilitativas de Glucosa (GLUT). Los primeros se expresan
principalmente en epitelios que se encargan de la absorcion y de la reabsorcién de
nutrientes, esto es, el epitelio del intestino delgado y el epitelio tubular renal
respectivamente. Los GLUT se expresan en todas las células del organismo y permiten

mover la glucosa de un compartimiento a otro a favor de una gradiente de concentracion



Se han identificado 14 proteinas Transportadoras Facilitativas de Glucosa (GLUT 1-GLUT
14) divididas en tres subfamilias de acuerdo a las similitudes en su secuencia y a sus
caracteristicas funcionales, como su especificidad al sustrato (glucosa, fructosa y/ o
galactosa), sus valores K, o0 constante de Michaelis-Menten la cual corresponde a la
afinidad de la proteina por un sustrato, o su respuesta a los blogueadores especificos
citocalasina B y forskolina (Figura 4).
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Figura N° 4: Dendrograma de la familia de los sistemas facilitadores del transporte de glucosa
(GLUT) del humano en funcién de la similitud de su secuencia. Fuente: Bermudez et al., 2007.



Tabla 1: Caracteristicas funcionales de los GLUTSs

Transportador Transporta Km Localizacion Tisular
Eritrocitos, células
GLUT1 Glucosa y 1 mM endoteliales del cerebro,
(SLC2A1) galactosa 20 mM neuronas, rifon, linfocitos
manosa 30 mM
Células p pancreaticas ,
GLUT2 Glucosa y 17 mM higado, rifién, intestino
(SLC2A2) Fructosa delgado
Sistema nervioso central,
GLUT3 Glucosa y 2mM placenta, higado, rifién,
(SLC2A3) galactosa corazon, linfocitos
manosa
Tejidos sensibles a la insulina,
GLUT4 Glucosa 5mM linfocitos
(SLC2A4)
GLUTS Intestino delgado, testiculo,
(SLC2A5) Fructosa 10 mM rifion
GLUT6 Cerebro, bazo, leucocitos
(SLC2A6) Glucosa 5mM
GLUT7? Glucosa y 0.3 mM Intestino delgado, colon,
(SLC2A7) fructosa 0.06 MM testiculo, préstata
GLUTS8 Testiculo y tejidos
(SLC2A8) Glucosa y 2mM dependiente de insulina
fructosa
GLUT9 Rifo6n, higado, intestino
(SLC2A9) Fructosa No descrita  delgado, placenta, pulmones,
leucocitos
GLUT10
(SLC2A10) Glucosa 0.3mM Higado, pancreas
Alta
GLUT11 Fructosa y afinidada  Corazo6n, muasculo esquelético,
(SLC2A11) glucosa fructosa y riién, tejido adiposo,
baja placenta, pancreas
afinidad a
glucosa
GLUT12 Alta Musculo esquelético, tejido
(SLC2A12) Glucosa afinidad a adiposo, intestino delgado
glucosa
GLUT13 Mio-inositol 100 pM
(SLC2A13) acoplado a H+ Cerebro
GLUT14 Glucosa No descrita
(SLC2A14) Testiculo

Fuente: Elaboracion propia, (Lodish et al., 2006; Bermudez et al., 2007; Castrejon et al., 2007).
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Respecto a estudios de transportadores facilitativos de glucosa en espermas, estos son
escasos y su mayoria se refiere a mamiferos. Angulo et al., (1998) analizaron la expresion
de los transportadores de hexosa en los testiculos de humanos, rata y toro. Los analisis de
reaccion en cadena de la polimerasa demostraron que el testiculo humano adulto expresa
los transportadores de GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 y GLUTS5, mientras que
experimentos inmunolocalizacion confirma la presencia de GLUT1, GLUT2, GLUTS,
GLUTS5, y bajos niveles de GLUT4 en espermatozoides. De esta forma, los autores
concluyen que los espermatozoides en humano, rata y de toro expresan varias isoformas de

los GLUTS que les permiten la eficiente captacion de glucosa y fructosa.

Gawlik et al., (2008) mencionan que GLUTS8 se expresa predominantemente en los
testiculos y también presente en el cerebro, corazon, masculo esquelético, tejido adiposo,
glandula suprarrenal, y el higado. En ratones, el apareamiento de heterocigotos para el
GLUT8 (GLUT8+/-) genera un menor nimero de crias, lo cual asociaron una reduccion
significativa en la motilidad de los espermatozoides, niveles mas bajos de ATP, y de
potencial de membrana mitocondrial. Estos datos indican que GLUT8 juega un papel
importante en el metabolismo energético de las células de esperma. Ademas, Schirmann et
al., (2002) sefiala que la expresion especifica y localizacion de GLUT8, sugiere que este
transportador desempefia un papel importante en el suministro de carbohidratos de

espermatozoides maduros.
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En peces, existe escasa informacion sobre los transportadores facilitativos de glucosa, se
han identificado y caracterizado algunas isoformas de GLUTSs y la mayoria en salménidos.
(Teerijoki., 2002) clonaron GLUT1 y GLUT2 proveniente de trucha arcoiris y carpa en
ovocitos de xenopus, los resultados de los estudios filogenéticos sugieren que esta la
probabilidad de nuevas isoformas de GLUTS vy, estudios funcionales mostraron que estas
proteinas son totalmente funcionales y similares a GLUT1 de mamiferos en su cinética y
selectividad de sustrato. (Planas et al., 2000) clonaron un transportador de glucosa del
musculo esquelético de Salmon Trutta que actualmente es denominado btGLUT4 y que
presentd una homologia elevada a los GLUT4 de mamiferos. Segun estos autores, el patron
de expresion tisular del btGLUT4 esta en funcion de las zonas de captacion de glucosa, asi
el btGLUT presenta una mayor expresion en tejidos como el musculo esquelético y las
branquias. Por otra parte (Capilla et al., 2002) sugiere que la expresion del btGLUT4 es
regulada por los niveles de insulina plasmatica en el masculo rojo, revelando similitud
funcional y estructural con GLUT4 humano. Similares resultados encontrd Rojas (2005) en

el masculo rojo.

En la actualidad no existe evidencia de estudios de expresion de transportadores de glucosa
en espermas de peces. Esta informacion permitira disefiar estrategias para modular la
captacion de glucosa en espermatozoides y eventualmente aumentar la fecundidad en Ila

Trucha arcoiris y de esta manera aumentar su fecundidad en cultivo.
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6. MARCO DE INVESTIGACION.

6.1 Ubicacién.

El trabajo experimental se realiz6 en la Facultad de Medicina que se encuentra en las
dependencias de la Universidad Cat6lica de la Santisima Concepcion, situada en la ciudad
de Concepcion, Region del Bio Bio

Se inici6 la experiencia a partir del sdbado 9 de mayo del 2015, en primera instancia se
obtuvo semen de peces machos reproductores y juveniles de la especie O. mykiss desde la
piscicultura Pangue ubicada a unos 20 km al Este de Concepcion. Luego las muestras
fueron trasladadas al Laboratorio de Bioquimica en la Facultad de Medicina de la

Universidad Catdlica de la Santisima Concepcién (UCSC).

6.2  Obtencién de Liquido Seminal.

Se anestesiaron los peces con BZ-20 al 0.015%, una vez anestesiados se procedio a vaciar
la vejiga urinaria. Posteriormente, mediante masajes abdominales o stripping se extrajo las
muestras de semen en envases plasticos que después fueron traspasados a tubos conicos
herméticos estériles de 15 ml. Finalmente se guardaron las muestras dentro de un
contenedor térmico a 4°C para transportarlos al Laboratorio de Bioguimica de la Facultad

de Medicina de la UCSC y almacenarlos en un refrigerador a 4°C hasta su uso.
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6.3  Conteo espermético.

Las células espermaticas se lavaron con buffer de transporte (Hepes 15 mM pH 7,6; NaCl
135 mM; KCI 5 mM; MgCI2 0,8 mM; CaCl2 1,8 mM) a una temperatura ambiente

mediante centrifugacion por 5 minutos a 3500 rpm, este proceso se repitid 3 veces.

Una vez las lavadas muestras, se procedio a realizar 3 diluciones seriadas de 1:10. Ya
diluida la muestra, se depositaron 10 ul en una camara de Neubauer, sobre un microscopio
de contraste de fase Olympus BX 40. Una vez enfocada la muestra, se realiz6 el conteo de
espermatozoides considerando sélo las células que estan dentro de cada cuadrado mediano
y aquellas ubicadas a los lados superiores y derecho de dicho cuadrado. Una vez que el
recuento fue realizado, se obtuvo el recuento total, considerando la dilucion inicial y el

factor de dilucidn, segun la siguiente formula

Factor de diluciéon = N x 10* = 10’
N= dilucién de la muestra = 10°

Numero Total de células = NUmero de células contadas x factor de dilucion cél/ml

NGmero Total de células = Nimero de células contadas x 107 cél/ml
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6.4  Ensayo de transporte de D-glucosa.

Se realizaron estudios de captacion de 2-[1,2- ®H]-desoxi-D-glucosa en espermatozoides
maduros de la especie O. mykiss aislados en el Laboratorio de Bioquimica de la
Universidad Catdlica de la Santisima Concepcidn, a continuacion se describe el protocolo y
en la figura 6 se encuentran representados sus distintas etapas.

a) Inicialmente, luego del lavado, las células espermaticas se dejaron incubando por 30
minutos en buffer de transporte (Hepes 15 mM pH 7,6; NaCl 135 mM; KCI 5 mM;
MgClI2 0,8 mM; CaCl2 1,8 mM) a temperatura ambiente.

b) Previo al ensayo de captacion, las células espermaticas se centrifugaron por 45

segundos a 3000 rpm, eliminando el sobrenadante.

c) Los ensayos de transporte se realizaron utilizando el andlogo de glucosa no
metabolizable 2-desoxiglucosa (DOG) a la concentracion de 1 mM,
complementado con 1 pCi/ml de 2-[1,2H]-desoxi-D-glucosa (26,2 Ci/mmol, NEN-
DuPont).

d) El experimento de transporte fue finalizado mediante la adicion de 0,5 ml de buffer
de detencion (Hepes 15 mM pH 7,6; NaCl 135 mM; KCI 5 mM; MgCI2 0,8 mM;
CaCl2 1,8 mM, HgCI2 0,2 mM) a 4 °C, centrifugando por 45 segundos a 3000 rpm.

e) Después de realizar tres lavados con el buffer de detencién, las células fueron
lisadas con 200 pl de tamp6n de lisis (Tris-HCI 10 mM, SDS 0,2 %).

f) Las muestras ya lisadas fueron traspasadas a viales de centelleo de capacidad 7 ml y

se les agregara 1ml de liquido de centelleo (Ecoscint, National Diagnostics).

g) Luego, se procedi6é a medir la radiactividad incorporada en un contador de centelleo

liquido LS 6500 Liquid Scintillation Counting System, Beckman Coulter.
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Figura N° 5: Esquema general, método de andlisis de transporte de D-glucosa en la Especie
Oncorhynchus mykiss. Fuente: Elaboracién propia.

6.5  Ensayos de Captacion de DOG en el tiempo.

La captacion de DOG 1 mM se realiz6 en experimentos de progresion en el tiempo. De
acuerdo al protocolo de transporte en espermas de otras especies, se utilizard un tiempo de
60 minutos (Angulo et al., 1998), realizando las captaciones iniciales cada 2 minutos en los
primeros 10 minutos y cada 10 minutos en los siguientes 50 minutos, lo que permitira
generar una curva de progreso de nmoles DOG captados por 10% espermios/ml v/s tiempo.

Los ensayos se realizaron en duplicado para cada espécimen.
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6.6 Ensayo de transporte de D-glucosa en presencia de competidores de
transportadores facilitativos de hexosas GLUT.

Se procedio a realizar transporte de 2-desoxiglucosa 1mM en espermatozoides maduros de
la especie O. mykiss aislados siguiendo el mismo protocolo descrito previamente, pero en
este caso, el transporte fue realizado a los cinco minutos y se sometio en presencia de
hexosas descritos como competidores de GLUT1, GLUT3, GLUT5 y GLUTS8 (Lodish et
al., 2006; Castrejon et al., 2007), como Fructosa, Manosa y Galactosa. Se utilizaron
concentraciones de, 10 y 100 mM para Fructosa, y de 10, 100 y 500 mM para Manosa y
Galactosa. Los competidores se agregaron a la mezcla de transporte en forma simultanea
con el DOG. Los ensayos se realizaron en duplicado para cada espécimen y fueron
expresados en porcentaje de captacion respecto al valor obtenido en muestras controles, en

ausencia de competidores.

6.7  Ensayo de transporte de D-glucosa en presencia de citocalasina B inhibidor,
de transportadores facilitativos de hexosas GLUT.

Se procedio a realizar transporte de 2-desoxiglucosa 1mM en espermatozoides maduros de
la especie O. mykiss aislados siguiendo el mismo protocolo descrito previamente, pero en
este caso, el transporte se realizd a los cinco minutos y se realizaron en presencia de
citocalasina B, un inhibidor especifico para los transportadores facilitativos de glucosa
(Zoccoli et al., 1978; Walmsley et al., 1994). Se utilizaron concentraciones de 1 y 10 uM de
citocalasina B disuelta en dimetiolsulfoxido (DMSO) y un tiempo de pre-incubacion de 5
minutos. Los ensayos se realizaron en duplicado para cada espécimen y fueron expresados
en porcentaje de captacion respecto al valor obtenido en muestras controles, en ausencia del
inhibidor.
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6.8 Andlisis de datos.

Para facilitar la interpretacion de los datos los cuales estan expresados como su promedio +
la desviacidn estandar de los duplicados para cada uno de los puntos, se realizaron gréficos
de dispersion y de barras en Microsoft Excel y para analisis estadisticos se utilizo software
estadistico IBM SPSS Statictics.

Para la realizacién de gréaficos de dispersion, se evaluaron las variables Captacion de
2-desoxiglucosa 1mM en tiempos de 60 minutos para los machos reproductores y juveniles
luego de eso se observo en que tiempo la captacion de DOG posee un tendencia lineal, de
manera de elaborar graficos en tiempos cortos de captacion de DOG en espermas de truchas
arcoiris para machos reproductores y juveniles. También se construiran graficos de barras
para los ensayos de captacion de D-glucosa en presencia de competidores Fructosa, Manosa

y Galactosa, e inhibidor citocalasina B de transportadores facilitativos de hexosas GLUT

Finalmente, para la evaluacion y analisis estadistico de posibles diferencias en el transporte
de glucosa en células espermaticas entre machos juveniles y reproductores de Trucha
arcoiris se utilizé la prueba estadistica no parametrica de Mann-Whitney, correspondiente
a dos muestras independientes. Por lo tanto, una vez obtenidas las tasas de captacion de
(nmolDOG/cel*10"%/min)  por cada reproductor y juvenil, se comparé las medias entre

como muestras independientes.
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/. RESULTADOS.

7.1 Captacion de DOG en el tiempo.

A partir de los experimentos realizados de captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en
tiempo de 60 minutos en espermas de trucha arcoiris para 2 reproductores y 2 juveniles
para la caracterizacion de los transportadores facilitativos glucosa, se realizaron captaciones
iniciales cada 2 minutos en los primeros 10 minutos, y cada 10 minutos en los siguientes 50

minutos, los resultados obtenidos se muestran en las figuras 7 y 8.
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Figura N° 6: Curvas de progreso para la captacién de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de
60 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 Reproductores. Los diamantes azules
corresponden a Reproductor 1 y los cuadrados rojos a Reproductor 2. Los datos estan
expresados como su promedio + la desviacion estandar de los duplicados de cada uno de los
puntos.

Se observa en la figura N°7 una curva de progreso de captacion de 1 mM de 2-
desoxiglucosa en tiempo de 60 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2
Reproductores, en los primeros 10 minutos la captacion muestra un aumento lineal
uniforme, y luego hasta el minuto 60 posee un comportamiento asintético. En los primeros
10 minutos, el reproductor 1 alcanza un maximo 90 + 9 (pmolDOG/cel*107%) y el

reproductor 2 un maximo de 64 + 3 (pmolDOG/cel*107%).
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Figura N° 7: Curvas de progreso para la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de
10 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 Reproductores. Los datos corresponden
diamantes azules Reproductor 1, cuadrados rojos Reproductor 2, los datos estan expresados
como su promedio + la desviacidon estandar de los duplicados para cada uno de los puntos.

En la figura N°8 se observa rectificado de la figura N°7, en tiempo de 10 minutos. El
grafico muestra una tendencia lineal para ambas muestras, se obtuvieron los valores de las
tasas de captacion de DOG para el reproductor 1 con un valor de 10,3
(pmolDOG/cel*10"¥/min) 'y para el reproductor 2 con un valor de 6,2
(pmolDOG/cel*10”¥/min).
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Figura N° 8: Curvas de progreso para la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de
60 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 Juveniles. Los datos corresponden
diamantes azules Juvenil 1, cuadrados rojos Juvenil 2, los datos estdn expresados como su
promedio + la desviacidn estandar de los duplicados para cada uno de los puntos.

Se observa en la figura N°9 una curva de progreso para la captacion de 1 mM de 2-
desoxiglucosa en tiempo de 60 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 juveniles, en
el cual en los primeros 10 minutos muestra un crecimiento lineal, y luego hasta el minuto
60 posee un comportamiento asintotico. En los primeros 10 minutos el juvenil 1 alcanza a
un maximo 132 + 87 (pmolDOG/cel*107®) y el juvenil 2 a un maximo de 152 + 39
(pmolDOG/cel*107%).
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Figura N° 9: Curvas de progreso para la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de
10 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 Juveniles. Los datos corresponden
diamantes azules Juvenil 1, cuadrados rojos Juvenil 2, los datos estdn expresados como su
promedio + la desviacidn estandar de los duplicados para cada uno de los puntos.

Se observa en la figura N°10 un rectificado de la figura N°9 que en los primeros 10 minutos
muestra un crecimiento lineal, se obtuvieron los valores de la pendiente para el juvenil 1 de
13 (pmolDOG/cel*107%/min) y para el juvenil 2 un valor 15 (pmolDOG/cel*10°%/min).
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7.2 Transporte de D-glucosa en presencia de competidores e inhibidores
de transportadores facilitativos de hexosas GLUT.

Se realizaron experimentos de captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de 5
minutos en una muestra espermas de Trucha arcoiris JUVENIL en presencia de
competidores, fructosa en concentraciones de 10 y 100 mM, Manosa y Galactosa en

concentraciones de 10, 100 y 500 mM.
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Figura N° 10: Inhibicion de la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en presencia de
competidores. Fructosa (barras azules) a 10 y 100 mM, Manosa (barras verdes) a 10, 100 y
500 mM y Galactosa (barras rojas) a 10, 100 y 500 mM. Los datos corresponden al promedio
+ la desviacién estandar de determinaciones realizadas en duplicado.

La Figura N°11, presenta el efecto de la presencia de distintos azucares (Fructosa, Manosa
y Galactosa) sobre el transporte de 1 mM de 2-desoxiglucosa La Fructosa presenta un
efecto minimo en la captacion de DOG, provocando sélo un 2% de disminucion del
transporte respecto al control, sin  presentar mayores diferencias al aumentar la
concentracion 10 veces. Para el caso de la Manosa, este presentd mayor inhibicién en la
captacién de DOG respecto a control, a una concentracién 10 mM, con una disminucién

en la captacion de DOG de 11%. El aumento de la concentracion de Manosa 10 veces
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(100 mM), disminuye el porcentaje de captacion de DOG en un 42%, mientras que al
aumentar la concentracion 50 veces (500 mM), la captacion de DOG disminuye en un
87%. Respecto a la Galactosa se obtuvo 60% de disminucion en el transporte de DOG para
una concentracion 10mM, los valores no muestran mayores deferencias en la captacion
DOG al aumentar la concentracién 10 y 50 veces (100mM y 500mM), con valores de

71% y 68% respectivamente.

Se procedid a evaluar la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de 5 minutos en
una muestra espermas de Trucha arcoiris en presencia de citocalasina B un inhibidor

especifico del Transportador Facilitativo de Glucosa, a concentraciones 1 y 10 mM.
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Figura N° 11: Inhibicion de la captacion de 1 uM de 2-desoxiglucosa en presencia de
citocalasina B a 1 y 10 uM (barras azules). Los datos corresponden al promedio + la
desviacion estandar de determinaciones realizadas en duplicado.
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En la Figura N°12 se observa que la inhibicion del transporte de DOG en presencia de
citocalasina B. es muy alta, pues con una concentracion 1 uM se reduce la captacion de
DOG en porcentaje de un 82%, sin presentarse mayores diferencias al aumentar la
concentracion del citocalasina B 10 veces a (10 uM), ya que el porcentaje de captacion de
DOG observado fue de un 85%.
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7.3 Evaluacion de diferencias en el transporte de glucosa en células
espermaticas entre machos reproductores y juveniles de Trucha
arcoiris (O. mykiss).

Para analizar los resultados, y evaluar las posibles deferencias en la captacién de 1 mM de
2-desoxiglucosa en tiempos cortos de 10 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2
reproductores y 2 juveniles, se obtuvo un grafico general a partir de los las figuras N°8 y
N°10 luego se determinaron sus respectivas tasas de captacion en
(pmolDOG/cel*10”%/min). Una vez obtenidos los valores de pendiente para cada uno los
individuos, se sometieron los datos a una prueba estadistica no-parametrica para 2 muestras

independientes de Mann-Whitney.
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Figura N° 12: Curvas de progreso para la captacion de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de
10 minutos en espermas de Trucha arcoiris para 2 Reproductores y 2 Juveniles. Los datos
corresponden al promedio de ambos Reproductores y Juveniles * la desviacion estdndar para
cada uno de los puntos.

En la figura N°13 se observa el rectificado para la media de los 2 reproductores y los 2
juveniles hasta un tiempo de 10 minutos. Los valores de la pendiente para la recta
correspondiente a los reproductores es de 7,8 (pmolDOG/cel*107/min) y para los juveniles
es de 14 (pmolDOG/cel*107®/min).
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Tabla 2: Prueba de Mann-Whitney para dos muestras independientes.

CAPDOG valor de las pendientes en (pmolDOG/cel*107*/min) obtenidas de los individuos
reproductores y juveniles

GRUPO. Variable independiente categorizada en esta prueba estadistica

Hipétesis nula Test Sig. Decisién
1 La distribucion de CAPDOG es la misma Prueba U de Mann- 0.333 Retener la
entré las categorias de GRUPO. Whitney de muestras hipétesis nula
independientes

El nivel es de 0.05
Ho: Las medias al=02; Igualdad de medias para las captaciones de

(pmolIDOG/cel*1078/min) en grupos de 2 reproductores y 2 juveniles.

H1: Las medias al#02

Se decide retener la hipdtesis nula (Ho) para la igualdad de medias de captacion de DOG
(CAPDOG). La interaccion de estas variables sefiala que la media de las pendientes
CAPDOG no es significativamente distinta para los 2 GRUPOS de 2 reproductores y 2
juveniles. Los resultados nos permiten concluir que no hay un efecto significativo de la
edad reproductiva (reproductor y juvenil) sobre la captacion de DOG en espermatozoides

de trucha arcoiris.
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8. DISCUSION.

En esta investigacion se realizd una caracterizacion funcional de los transportadores
facilitativos de glucosa expresados en espermatozoides maduros aislados de trucha arcoiris,
lo que constituye un aporte novedoso al conocimiento en esta especie. En primer lugar, se
determindé la capacidad de captacion del andlogo de glucosa 2-desoxigluocsa (DOG) en
células espermaticas, tanto en machos juveniles como en reproductores, de manera de
obtener curvas de progreso de captacion en el tiempo. Se realizaron estudios de captacion
de DOG en presencia de competidores (fructosa, manosa y galactosa) e inhibidores
(citocalasina B) de transportadores facilitativos de hexosas GLUT. Una vez ya obtenidas
las curvas de progreso de DOG en el tiempo, se determinaron cuéles fueron los tiempos
donde el comportamiento de la curva poseia un crecimiento lineal, de manera de comparar
estadisticamente si existe diferencia significativa entre las pendientes de captacion de DOG

entre los machos reproductores y juveniles.

Los resultados obtenidos indican que existe participacion de los transportadores
facilitativos de glucosa en la capacidad de captacion de DOG, ya que Se genera una curva
de progreso en el tiempo expresada (pmolDOG/cel*10%/min). Los ensayos de captacion
DOG por los espermatozoides mostraron un crecimiento lineal en los primeros 10 minutos
tanto en reproductores como juveniles, lo cual es similar a experiencias realizadas con
espermatozoides de toro (Angulo et al., 1998) con humano y rata (Grootegoed & Den
Boer., 1990), pero menores en las velocidades maximas, mostrando valores de 16 y 51
(nmolDOG/cel*10%/min) en dichos estudios y, en el caso de esta investigacion se
obtuvieron valores promedio de 77 y 142 (pmolDOG/cel*10%/min) , para espermatozoides

de truchas reproductores y juveniles, respectivamente.
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En la actualidad, los datos disponibles demuestran que los espermatozoides de mamiferos
son capaces de utilizar la glucosa como fuente normal de energia (Bucci et al., 2011) pero
que al mismo tiempo por el hecho de ser especies de fecundacion interna y que la
concentracion de glucosa en el tracto reproductor femenino es similar al plasma seminal
podrian utilizarla como una fuente de energia tanto en su maduracién, como en su
almacenamiento y migracion por el tracto genital femenino (Paz et al., 1977; Patel et al.,
1988). Sin embargo, en peces, que son de fecundacion externa, la Unica fuente energia
para mantener la actividad celular, asi como también sus funciones especificas, tales como
la motilidad y capacidad de fertilizacion es el plasma seminal, donde, ademés sufre el
proceso de capacitacion (Tabares et al., 2005). Por lo tanto, los espermatozoides de peces se
sometan a diferentes concentraciones extracelulares de glucosa durante su ciclo de vida
(Angulo et al., 1998; Tabares et al., 2005).

La capacidad de los transportadores GLUT de utilizar otras hexosas (fructosa, manosa y
galactosa), representan una adaptacion funcional para el transporte de distintos sustratos
para la produccion de energia (Lodish et al., 2006; Castrejon et al., 2007). En el caso de los
espermatozoides de trucha arcoiris, se encontr6 que manosa Yy galactosa inhiben la
captacion de DOG, mientras que fructosa practicamente no produjo efecto (Figura 11). En
Salmonidos (Planas et al., 2000; Diaz et al., 2008) han localizado GLUT1 y GLUT4 en

tejidos sensibles a la insulina como musculo rojo y linfocitos pero no en espermatozoides.

Debido a las similitudes en la expresion y la regulacion GLUT1 de GLUT4 entre los peces
y los mamiferos, es evidente que estos mecanismos han sido extraordinariamente bien
conservados durante la evolucion de los vertebrados, lo que apunta a la importancia de la
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa a lo largo de los vertebrados (Teerijoki.,
2002). Esta informacion abre paso a nuevas alternativas de investigaciones aplicada en el
marco de la industria acuicola, como el estudio de transferencia de genes para la sintesis de
glucosa y/o acido ascérbico, los analisis en las actividades enzimaticas de los individuos
con transferencia de genes mostraron de mejoras en la utilizacion de carbohidratos y

sintesis de acido asc@rbico, aunque la interpretacion de los efectos metabdlicos de los
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individuos mosaicos complico la interpretacion, los datos mostraron una tendencia de

mejora en la utilizacion de carbohidratos en individuos transgenicos(Krasnov et al., 1999).

Estudios mas detallados indican que GLUT1, GLUT2, GLUT3, y bajos niveles de GLUT4
estan presentes en espermatozoides humanos, rata, y bovinos (Angulo et al., 1998), de los
cuales s6lo GLUT2 es capaz de transportar fructosa. Los experimentos de competencia con
fructosa obtenidos en esta investigacion en espermatozoides de Trucha nos hacen descartar
la expresion de GLUT2, GLUT7, GLUTS8, GLUT11 pues estos transportan glucosa y
fructosa y en este estudio no se observo inhibicién por fructosa. Como GLUT1 y GLUT4
presentan similitud respecto a especificidad de sustrato en peces y mamiferos (Teerijoki.,
2002; Diaz et al., 2008) los otros GLUT, debieran comportarse de manera similar. No es
posible descartar GLUT5 pues este ultimo presenta especificidad unicamente a la fructosa,
de manera que para estudiar su expresion en espermatozoides de trucha arcoiris es

necesario hacer estudios de captacion con fructosa radioactiva.

GLUT1 y GLUTS3 se encuentran en la mayoria las células y presentan conun Kpdela 2
mM para DOG (Bermudez et al., 2007; Castrejon et al., 2007), siendo también capas de
transportar D-manosa y D-galactosa, que difieren de la D-glucosa en la configuracion en
tan solo un atomo de carbono. Sin embargo, GLUT1 es bastante especifico, y tiene afinidad
mucho mayor por D-glucosa (K, 1 mM), que para manosa (K, 20 mM) o para la galactosa
(K 30 mM). (Lodish et al., 2006; Bermudez et al., 2007). Esta informacion apoya los
resultados obtenidos a partir de los ensayos de transporte de DOG en presencia de los
competidores galactosa y manosa, ya que a una concentracion de 10 mM de galactosa
disminuye la captacion de DOG en casi un 60% Yy al aumentar la concentracion 10 y 50
veces, no hubo mayores diferencias en la captacion DOG. Con estos datos concluimos que
los espermios no solo expresan transportadores GLUT que transportan galactosa (GLUT1
y/o GLUT3), sino que tambien otro(s) GLUT que transportan glucosa, pero no galactosa.
En los resultados de transporte de DOG en presencia de manosa, una concentracion de 10
mM de manosa inhibe la captacion de DOG en tan solo un 11%, pero aumentando la

concentracion 10 y 50 veces, disminuye la captacion DOG en un 42% y un 87%
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respectivamente, lo cual es congruente con la presencia de GLUT1, que presenta menor
afinidad para manosa que para galactosa. Los datos de competencia con manosa llevan a
concluir que los transportadores de hexosas presentes en espermatozoides de trucha arcoiris
transportan también manosa, aunque con menor afinidad, los que podrian corresponder a
GLUT1 y/o a GLUTS3. Debido a que no se logro una inhibicion completa del transporte de
DOG en presencia de concentraciones de 100 y 500 mM de galactosa, proponemos que
existen otros transportadores GLUT en espermios de trucha que transportan glucosa y
manosa, pero no galactosa. Debido a que no hay estudios detallados de capacidad de
transportar manosa y galactosa por otros transportadores GLUT; distintos de GLUT1 y
GLUT3, no podemos descartar que los espermatozoides de Trucha expresen, GLUTS6,
GLUT7, GLUTS8, GLUT10, GLUT11, GLUT12 y/o GLUT14 (Bermudez et al., 2007;
Castrejon et al., 2007) Sin embargo, si consideramos la ubicacion de los transportadores en
los distintos tejidos de un organismo (Tabla 1), de estos, solo GLUTS8 se presenta en células
de esperma, donde cumple un papel importante en el metabolismo energético (Schirmann
et al., 2002; Gawlik et al., 2008), pero en el caso de esta investigacion, nuestros resulatdos

no permiten confirmar dicha evidencia.

La citocalasina B es un inhibidor especifico para los transportadores facilitativos de
glucosa mostrando resultados de inhibicion para todos los GLUT, (Zoccoli et al., 1978;
Walmsley et al., 1994; Bernhardt, 2003; Castrejon et al., 2007). Los datos de transporte de
DOG en presencia de citocalasina B revelan una inhibicion sobre un 80% respecto al
control, datos que son coherentes con la informacion existente (Angulo et al., 1998;
Bernhardt, 2003; Castrejon et al., 2007)

En acuicultura, la toma de decisiones considera distintos aspectos de la biologia
reproductiva de machos trucha arcoiris, uno de ellos es la edad de maduracion (Bastardo
et al., 2004). Estudios de caracteristicas del semen de trucha arcoiris de diferentes edades
bajo condiciones de cultivo indican que no existe diferencia significativa en la viabilidad,
pero a menor edad muestran significativamente un menor volumen y sobre los 5 afios

desciende la calidad del semen. Desde el punto de vista productivo es mas beneficioso
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mantener los machos de Trucha arcoiris solo hasta los cuatro afios de edad. (Bastardo et
al., 2004). Sin embargo, esta investigacion se marc6 como objetivo evaluar posibles
diferencias en el transporte de glucosa en células espermaéticas entre machos juveniles y
reproductores de trucha arcoiris. Los resultados estadisticos obtenidos indican que no existe
diferencia significativa en la captacion de glucosa en espermatozoides de machos juveniles
y reproductores bajo un tamafio de muestra de 2 reproductores y 2 juveniles. Debido a que
en la actualidad, no existen estudios disponibles que nos permita discutir acerca de una
evaluacion de la captacion de glucosa en diferentes etapas del ciclo de vida
espermatozoides, consideramos que seria interesante estudiarla y utilizarla para la

optimizacion del uso del semen en la especie trucha arcoiris o salmonidos en general.

A partir de los resultados obtenidos de que lo machos reproductores no muestran
diferencias significativas en la captacion de DOG, postulamos que tampoco el tiempo de
motilidad espermatico se modifica, estudios de fertilizacion en trucha arcoiris indican que
entre machos juveniles y reproductores no existen diferencias significativas en los tiempos
de motilidad (Liley et al., 2011). Seria interesante como proyeccion a esta investigacion
correlacionar estadisticamente los tiempos de motilidad espermaética con la captacion de
DOG en la especie O. mykiss, ya que la medicion del tiempo de motilidad espermatica es
parametro directo para determinar la calidad en semen para la reproduccién de especies en
acuicultura (Sanchez- Rodriguez & Billard, 1977; Carpentire & Billard, 1978; Steinberg et
al., 1995).

Otro tema importante de estudiar, seria el transporte de vitamina C en espermatozoides de
Trucha. Hay algunas isoformas de GLUTs que son transportadores de vitamina C (&cido
ascérbico) (Mardones, 2005), y autores como (Ciereszko & Dabrowski, 1995) indican que
la calidad del semen (motilidad y concentracion) estd influenciada por el contenido de
acido ascorbico en la dieta (pues Salmonidos no son capaces de sintetizarla), una
deficiencia de esta vitamina reduce tanto la concentracion como la movilidad de los
espermatozoides, afectando la fertilidad de la Trucha arcoiris. Por otra parte, la vitamina C
juega un rol en la absorcion, metabolismo y excrecion de elementos esenciales como por

ejemplo Magnesio, Hierro, Calcio y sodio, y no-esenciales como la fibra dietética, la cual
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no es absorbida por el tracto digestivo en peces (Sanz, 2009). Ademas estudios avalan que
una dieta rica en vitamian C en cultivo intensivo disminuye el riesgo en enfermedades de
deformacion de vertebras u otro tipo de patologias como exoftalmia (Maage et al, 1990;
Lovell, 2009).

Esta investigacion centra las bases para nuevos estudios e investigaciones aplicadas a la
industria acuicola como por ejemplo estudiar la expresién de transportadores de Hexosas
por RT-PCR y su inmunolocalizacion en espermatozoide de trucha, como fue realizado en
otras especies (Angulo et al., 1998). Estos conocimientos permitiran identificar los GLUT,
involucrados en la captacion de glucosa en espermatozoides de trucha arcoiris y luego
disefiar estrategias para modular la captacion de glucosa en espermatozoides vy

eventualmente aumentar la fecundidad en cultivo de esta especie.
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9. CONCLUSIONES.

e Los espermatozoides de trucha arcoiris poseen capacidad de captacion de
DOG

e La inhibicion del transporte de DOG en presencia de manosa y galactosa, pero no
de fructosa sugieren la expresion de GLUT 1y GLUT3 en celulas esperméticas de

trucha arcoiris,

e El transporte de DOG en presencia del inhibidor citocalasina B confirma la
expresion de transportadores facilitativos de hexosas GLUT en espermatozoides de

trucha arcoiris.

e No existen diferencias significativas en el transporte de DOG en células

espermaticas entre machos juveniles 'y reproductores de trucha arcoiris.

10. PROYECCIONES.

e Esta investigacion centra las bases para el disefio de estrategias para modular la
captacion de glucosa en espermatozoides y, eventualmente aumentar la fecundidad

en cultivo de trucha arcoiris o salménidos en general.
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12. ANEXOS.
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Figura N° 13: Modelo propuesto para la estructura secundaria de los transportadores de
glucosa. Fuente: Mardones, 2005.
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Tabla 3: Datos para la captacién de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de 60 minutos
en espermas de Trucha arcoiris para 2 reproductores.

Reproductor 1 Reproductor 2
Tiempo pmol DS pmol pmol DS pmol
(Min) DOG/cel*10"8 DOG/cel*10"8 DOG/cel*10"8 | DOG/cel*10"8

1 6.682 2054 | e e
2 27.564 18.868 13.9866 4.427
3 27.499 9586 | @ | e
4 | e e 39.759 2.379
5 | e e e e
6 89.9591 9.8752 48.309 10.737
7 85.88 29.154

8 76.286 25.316 48.765 2.891
9 | e e e e
10 92.993 10.575 64.428 3.205
20 127.671 31.376 44.572 1.883
30 134.697 20.618 56.929 3.138
40 138.99 1.735 83.385 13.859
50 87.151 28.88 80.582 10.291
60 122.27 39.683 160.405 7.912
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Tabla 4: Datos para la captacién de 1 mM de 2-desoxiglucosa en tiempo de 60 minutos

en espermas de Trucha arcoiris para 2 juveniles.

Juvenil 1 Juvenil 2
Tiempo pmol DS pmol pmol DS pmol
(Min) DOG/cel*10"8 DOG/cel*1078 DOG/cel*1078 DOG/cel*1078

1 6.216 11437 | e e
2 44.778 56.958 31.967 12.206
3 12.884 16.157 | e e
4 91.993 12.301 118.404 29.998
5 50.004 7.390
I e 152.440 38.934
7 | e e e s
8 97.981 18.887 116.062 70.115
9 132.014 87285 | e e
100 | e e 156.063 29.116
20 145.036 13.556 225.287 69.195
30 302.270 83.326 197.571 11.639
40 138.216 30.159 230.132 66.360
50 290.089 19.938 279.697 5.801
60 | | e 284.449 10.907
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