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RESUMEN

Introduccion: La gestion de bancos de germoplasma implica la conservacidon y uso de dosis seminales, pero también pueden ser una
fuente de estudio sobre la calidad de los sementales y las propiedades del semen para su empleo post descongelacion. Un criterio
para medir la calidad seminal puede basarse en las diferencias de expresion de algunos genes implicados en la espermatogénesis y la
maduracion espermatica. Objetivo: Analisis de genes expresados en semen equino criopreservado que ofrezcan una adecuada am-
plificacion, especificidad y estabilidad para su empleo como genes de referencia en futuros estudios de expresion genética. Material
y métodos: Purificacion de espermatozoides vivos mediante un gradiente de concentracion discontinua a partir de pajuelas de semen
criopreservado correspondiente a cuatro sementales. Extraccion organica de acidos ribonucleicos con tratamiento con la enzima des-
oxiribonucleasa y la amplificacion selectiva de siete genes candidatos mediante retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polime-
rasa en tiempo real en un solo paso. Resultados: Tres de los genes seleccionados, 3-Actina, Ubiquitina By proteina Ribosomal L32 se
amplifican correctamente. -Actina, Ubiquitina B manifiestan la mayor estabilidad. Conclusion: En los espermatozoides procedentes
de muestras de semen criopreservado equino se puede detectar la presencia de ARNm, siendo el gen de la 8-Actina y de la Ubiquitina
B los mas indicados como genes de referencia de los siete candidatos analizados.

PALABRAS CLAVE: ARN mensajero, genes de referencia, semen equino criocongelado.

Reference genes selection in cryopreserved equine semen for its use in studies of gene expression with the quantitative PCR technique
SUMMARY: Introduction: The germoplasm bank management involves the conservation and use of semen doses, but can also be a
source of study on the quality of stallions and semen properties for use after thawing. A criterion for measuring the semen quality
may be based on differences in expression of some genes involved in spermatogenesis and sperm maturation. Objective: Analysis
of genes expressed in equine cryopreserved sperm that can provide adequate amplification, specificity and stability for use as future
reference genes in gene expression studies. Material and methods: Purification of live sperm through a discontinuous concentration
gradient from cryopreserved semen straws corresponding to four stallions. Organic extraction of ribonucleic acids with deoxyribonu-
clease treatment and the selective amplification of seven candidate genes using a retrotranscription and a real time chain reaction of
the polymerase in one step mode. Specificity is tested by melting curves and agarose gel electrophoresis. Also the stability of the genes
is calculated. Results: Three of the selected genes, B-actin, Ubiguitin B and Ribosomal protein L32 were properly amplified. -Actin
and Ubiquitin B showed the best stability. Conclusion: mRNA was amplified from equine cryopreserved semen samples, being the
p-Actin and the Ubiquitin B genes the most suitable reference genes of the seven candidates analyzed.

KEY WORDS: Messenger RNA, Reference genes, Equine cryopreserved sperm.

INTRODUCCION

Los bancos de germoplasma pueden ser una fuente de mues-
tras de semen criopreservado para la investigacion de genes
implicados en diferentes aspectos relacionados con la calidad
seminal y fertilidad del semental. Es admitido que el acido ri-
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bonucleico mensajero (ARNm) se degrada a gran velocidad una
vez que la célula entra en un proceso de apoptosis que termina
con la muerte. Los espermatozoides descongelados apenas se
mantienen vivos unas horas por lo que se deduce que los pro-
cesos de apoptosis ya se han iniciado y como consecuencia, las
cantidades de ARNm también disminuyen rapidamente. En el
caso del caballo esto se agrava considerablemente, prueba de ello
es la enorme dificultad descrita en los primeros trabajos publica-
dos sobre ARNm de espermatozoides, donde se observa que los
protocolos de extraccion de ARN en semen humano no rinden
de igual manera que en caballos!. Ademas, existen diferencias
entre especies que requieren ajustes para optimizar los protoco-
los de aislamiento de ARN a partir de esperma?Z.

Los estudios de expresion genética consisten en analizar la
sintesis de ARNm de una serie de genes en una situacion concre-
ta de actividad celular. El ARNm de los espermatozoides apenas
se traduce en proteinas, por lo que se pensaba que los perfiles de
ARNm de los espermatozoides eran un reflejo de la actividad
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de sus precursores, las espermatogonias®; no obstante, un estu-
dio de Gur y Breitbart* en 2006 demuestran la incorporacion de
aminoacidos marcados en polipéptidos durante la capacitacion
espermatica, por lo que hay cierta actividad de traduccion gené-
tica. Por otro lado, estudios preliminares en el hombre’ han mos-
trado un patron de expresion genomica alterado en los esperma-
tozoides de individuos infértiles. Estos resultados indican que la
transcripcion de determinados genes se puede ocasionar sin que
se produzca obligatoriamente una traduccion de los mismos en
proteinas. Esta actividad de transcripcion del ADN en ARN se
puede estudiar en condiciones diferentes, lo que permitiria pro-
fundizar en los mecanismos implicados en la fertilidad, asi como
una herramienta 1til en el ambito de la reproduccion equina para
la seleccion de sementales.

Los estudios de expresion genética mediante PCR en tiempo
real o PCR cuantitativa (QPCR) requieren de unos genes que se
usan como calibradores. Se trata de genes que se expresan de for-
ma constante e independiente del estado fisioldgico de la célula.
A estos genes se les denomina genes de referencia. Por lo tanto, el
primer paso antes de abordar estudios mas especificos de expre-
sion genética, es la identificacion y caracterizacion de genes de
referencia. La eleccion correcta de los genes de referencia para la
normalizacion de la técnica de PCR cuantitativa resulta esencial
para reflejar datos fiables sobre los procesos bioldgicos de las
proteinas objeto de estudio®. Ademas, se ha demostrado que el
uso de un solo gen de referencia es susceptible de inducir a erro-
res en la interpretacion de los resultados de la PCR en tiempo
real’. En consecuencia, para normalizar las expresiones de genes
cuando se trabaja con PCR en tiempo real, es conveniente utili-
zar mas de un gen de referencia, sobre todo cuando no se puede
encontrar un unico gen con caracteristicas 6ptimas para realizar
una cuantificacion relativa de la expresion de otros genes®®. A es-
tas dificultades se suman, por un lado la labilidad intrinseca del
semen equino, y por otro los efectos dafiinos de la congelacion
sobre estas células.

El objetivo del presente estudio es determinar la estabilidad
de la expresion de distintos genes para su empleo como genes
de referencia en futuros estudios de expresion genética en semen
criopreservado.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de semen utilizadas proceden de cuatro semen-
tales adultos sanos. La extraccion del semen se realiza con vagi-
na artificial, con posterior dilucion en soluciones de crioconser-
vacion y envasado en pajuelas de 500 uL de acuerdo a métodos
convencionales. Se determina el porcentaje de fragmentacion de
la cromatina usando el kit comercial Sperm-Halomax® (HALo-
TECH DNA SL.)

Las dosis seminales se han mantenido en congelaciéon con
nitrogeno liquido durante un periodo superior a 24 meses. El
proceso de descongelacion se realiza en un bafio termostatico a
37°C durante 30 segundos. Las muestras se centrifugan en gra-
diente de densidad discontinuo a través de la soluciéon Top Layer
(Equipure®) que contiene un 40% de particulas de silice silani-
zado para separar los espermatozoides vivos de muertos y las
células somaticas.

Se diluye la muestra hasta obtener una cantidad de unos cinco
millones de células. Se realiza una extraccion organica del ARN
(TRIsure™ de BIOLINE).y purificacion con columna de silicagel
(Direct-zol™ RNA MiniPrep de Zymo RESEARCH) seguida de una
digestion del ADN residual con Dnase I (Sigma). Se cuantifican
las muestras en un espectrofotometro GeneQuant (PHARMACIA).
Las muestras de ARN extraidas antes y después de la digestion del
ADN se someten, junto con una muestra de ADN control, a una
gPCR para amplificar una secuencia del gen de la Interleukina 2
(IL-2) con el objetivo de detectar la posible presencia de ADN ge-
nomico en el ARN después de la extraccion, el ADNm de la IL-2
tiene un tamano de 117pb y el ADN gendmico de 208pb debido
a un intron de la secuencia que no se transcribe. Se amplifican 50
ng de muestra usando la enzima MyTaq HS (BIOLINE) con una
concentracion final de cebadores (tablal) de 0,3mM, se incorpora
Evagreen® (Biotium INcC.) como intercalante. Se emplea un ter-
mociclador RotorGene 6000 (CoRBETT), con una primera etapa de
activacion de la polimerasa de 1 min. a 95°C, y de amplificacion
de 45 ciclos de 95°C - 15 seg, 55°C - 20 seg y 72°C - 20 seg. La
deteccion de fluorescencia se hace durante la fase de sintesis de
ADN (72°C) de cada ciclo. El uso de muchos ciclos en qPCR es
habitual para comprobar que la reaccion de control sin muestra
no amplifica inespecificamente o lo hace muy tarde.

Se han seleccionado siete genes candidatos utilizados comun-
mente como genes de referencia en estudios de expresion génica
(tabla 1). Cuando ha sido necesario, se ha usado la aplicacion
informatica Primer3 Plus® para el disefio de los cebadores. Se
lleva a cabo la retrotranscripcion y amplificacion con cebadores
especificos (RT-qPCR) en un solo paso (One-Step RT-PCR Pre-
Mix Kit de INTRON BIOTECHNOLOGY) a partir de 50 ng del ARN
obtenido de las muestras de semen. Como control de la qPCR
se procesan también tres diluciones decimales de ARNm de leu-
cocitos de un caballo obtenido con el mismo procedimiento. Se
incorpora Evagreen® (Biotium INC.) como intercalante y se usa
una concentracion final de cebadores de 0,6 uM. Se realizan las
reacciones en el termociclador con una primera etapa de 45°C —
30 min para realizar la retrotranscripcion, seguida de una fase de
activacion de la polimerasa de 5 min a 95°C y de amplificacion
de 45 ciclos de 95°C - 15 seg, 55°C - 20 seg y 72°C - 20 seg. La
deteccion de fluorescencia se hace durante la fase de sintesis. A
continuacion, se lleva a cabo un incremento de temperatura de
65°C a 95°C en etapas de 0,5°C — 5 seg con el fin de detectar la
temperatura a la que las secuencias amplificadas se disocian en
cadenas simples. Se realiza un analisis de la curva de fusion con
el modulo Melt Curve analysis del programa Rotor-Gene 6000
software y una electroforesis en gel de agarosa al 3% para com-
probar la especificidad de la reaccion.

Se determina el ciclo de cuantificacion (Cq) como el pri-
mer punto detectado a un 80% por debajo del nivel maximo de
amplificacion exponencial obtenido al aplicar un calculo de la
segunda derivativa de la curva mediante el médulo de analisis
Comparative Quantitation del Rotor-Gene 6000 software (Cor-
BETT). Con el mismo programa se calcula también la eficiencia de
la amplificacion de cada muestra.

Los promedios de los valores de Cq para cada duplicado de
las muestras se analizan tanto en el software NormFinder'® como
en el software Rest 2009'! para realizar los calculos de estabili-
dad de los diferentes genes de referencia candidatos.
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores empleados para amplificar parte de siete genes candidatos y el gen de la Interleukina 2.

Gen Denominacion Clave GeneBank Cebadores 5> ® 3’ Tamaiio (pb) Ref.
ACTB [-Actina AF035774 CCAGCACGATGAAGATCAAG 88 (Smits et al. 2009)
GTGGACAATGAGGCCAGAAT
ATP5B ATP sintasa subunidad B NM_001195525.1 TGGGGTGCAAAAGATCCTAC 168 Este trabajo
AAATGGCCTGTGAACAACTC
GAPDH Gliceraldehido-3 P- AF083897 GGTGAAGGTCGGAGTAAACG 106 (Beekman et al. 2011)
dehidrogenasa AATGAAGGGGTCATTGATGG
HSP90 Proteina de choque NM_001163955.1 AGCAAGGCCAAGTTTGAGAA 185 Este trabajo
térmico ATTGTGGAGTTGTCCCGAAG
112 Interleukina 2 EU438768.1 GGGAAACACAGCAACAACTG 127 Este trabajo
GCCTTCTTGGGCATGTTAAT
RPL32 Proteina ribosomal L32 XM_001492042.2 GGGAGCAATAAGAAAACGAAGC 138 (Beekman et al. 2011)
CTTGGAGGAGACATTGTGAGC
SDHA Succinato deshidrogenasa XM_001490889.3 TCCATCGCATAAGAGCAAAG 159 Este trabajo
GGTGGAACTGAACGAACTCC
UBB Ubiquitina B AF506969 TTCGTGAAGACCCTGACC 91 (Beekman et al. 2011)
CCTTATCCTGGATCTTGGC
RESULTADOS De los genes candidatos probados, se obtienen resultados

Las muestras de los animales 1 y 2, poseen una fragmenta-
cion a las 24 horas relativamente baja (18% y 38% respectiva-
mente) y constituyen el grupo de control mientras que las mues-
tras 3 y 4, que poseen un 100% de fragmentacion, constituyendo
el grupo afectado.

El proceso de extraccion de ARN no es totalmente eficaz
para la eliminacion de ADN si no se acompaia de una digestién
especifica de éste. Prueba de ello, es que las muestras de ARN
tratadas con la desoxirribonucleasa resultan todas negativas a
la amplificacion del gen /L2 (ausencia de transcripcion), sin em-
bargo cuando se omite la digestion hay amplificacion del gen
IL2 lo que indica la presencia de cierta cantidad ADN residual
(figura 1). En el caso de haber habido transcripcion el tamafio de
la banda seria inferior ya que el fragmento de ADN genoémico
amplificado incluye un intrén, aunque, en ensayos previos (re-
sultados no mostrados), este gen no ha manifestado actividad
transcripcional en el espermatozoide congelado.

- — = e

Figura 1. Curvas de amplificacion de una secuencia no expresada
del gen de la Interleukina 2 en muestras duplicadas de ARN extrai-
do sin digestion del ADN residual y las mismas muestras de ARN
después del protocolo de digestion del ADN residual.
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satisfactorios en la amplificacion de los genes ACTB, RPL32y
UBB con ciclos de cuantificacion (Cq) que oscilan entre 25 y 35.
En las figuras 2 y 3 se representan los resultados obtenidos para
el gen RPL32. El analisis de la curva de fusion demuestra la es-
pecificidad de la amplificacion, ya que aparece un unico pico, re-
sultando practicamente ausente la aparicién de dimeros u otros
productos inespecificos que se pudieran formar en la reaccion
(figura 2). La electroforesis en gel de agarosa indica que el tama-
no de las bandas formadas coincide con el tamafio esperado del
amplicon (figura 3).

Figura 2. Curvas de fusion de una secuencia de 138 pares de ba-
ses (pb) del gen RPL32 amplificadas en muestras duplicadas de
ADN, ADNm de leucocitos y ADNm de espermatozoides congela-
dos. Rojo: ADN, Negro: ADNm de leucocitos; Azul: Control sin
muestra,; Otros colores: ADNc espermatozoides.

Se observa una amplificacién buena en los genes GAPDH,
ATP5B, HSP90 y SDHA, pero aparecen varios picos en el ana-
lisis de curvas de fusion que indican la presencia de fragmentos
de ADN de diferente tamafio e inespecificos, por lo que fueron
rechazados como posibles genes de referencia en semen conge-
lado equino.

El gen UBB obtiene un Cq promedio superior al RPL32
y ACTB (tabla 2). Los resultados de analizar los datos con
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los productos
de qPCR del gen RPL32 (138 pb). El sentido de la electroforesis
es de arriba hacia abajo. Columna 1.- Marcador de pesos molecu-
lar (706, 608, 406, 269, 215, 170, 118),; Columna 2.- Control sin
muestra; Columnas 3 y 4.- ADNm de leucocitos, Columnas 5, 6 y
7.- ADNm de espermatozoides.

el programa de analisis NormFinder indican que la menor
variacion entre grupos ha sido la del gen UBB seguida por
ACTB (tabla 3). También se asigna un valor de estabilidad a
cada gen siendo de nuevo UBB el que tiene un valor inferior
que se asocia a mayor estabilidad. La mejor combinacion de
genes candidatos es la formada por UBB y RPL32 con un
valor de 0,007.

Tabla 2. Valores medios de ciclos de cuantificacion (Cq) calcula-
dos por muestra.

Gen Cq medio Desviacion estandar
ACTB 32,6 0,6
RPL32 33,8 1.4

UBB 294 1.4

Tabla 3. Valores de estabilidad intra y entre grupos para cada uno
de los genes candidatos.

Dentro de grupos Entre grupos Estabilidad
Gen/Grupo 1 2 1 2
ACTB 0,000 0,002 -0,002 0,002 0,013
RPL32 0,001 0,000 0,014 -0,014 0,012
UBB 0,000 0,000 0,001 -0,001 0,008

Los resultados que ofrece el programa REST 2009 son que
ninguno de los genes analizados expresa diferencias entre los
grupos (baja y alta fragmentacion) excepto el gen RPL32 que
aparece significativamente sobreexpresado en el grupo de alta
fragmentacion (tabla 4).

DISCUSION

El campo de la expresion génica en semen esta mas estudiado
en medicina humana, se han publicado trabajos en los que usan
como genes de referencia el gen GAPDH'>'3, ACTB"3', Ciclofi-
lina AV, Proteina de choque térmico 1 beta (HSPCB) o ATP5B".

En équidos existen varios trabajos en los que se analizan dife-
rentes genes candidatos para el estudio de la expresion génica en
determinadas patologias o grupo de células concretas en las que
los genes ACTB, GAPDH, UBB y RPL32 son frecuentemente
empleados como genes de referencia!®?’. Por el contrario, hay
pocos trabajos sobre expresion génica en semen equino criopre-
servado. Wrench y col.! (2010) tipifican el ARNm de ACTBy
GAPDH para demostrar la inexistencia de ARNm de la protei-
na SP22, aunque no realizan un estudio de expresion diferencial
propiamente dicho.

En el presente trabajo, el gen GAPDH no se ha amplificado
correctamente, por lo que se ha descartado a pesar de ser usa-
do en trabajos de expresion en semen fresco'!7-°. Sin embargo,
otros genes como ACTB, la UBB y el RPL32 se han podido
amplificar en los todos los casos. Wrench y col.! (2010) realizan
un proceso de extraccién donde concentran mucho la muestra y
las células somaticas no son eliminadas por separacion en gra-
diente, sino que solamente se rompen mediante una solucioén
de lisis especifica por lo que podrian quedar restos d¢ ARNm
de las células somaticas. Las posibles causas de esta disparidad
en la expresion del gen GAPDH podrian ser explicadas porque
no se haya podido obtener suficiente ARNm con el método de
extraccion utilizado, porque haya habido una degradacién se-
lectiva del ARNm de este gen atribuible a los dos afnos de alma-
cenamiento en nitrogeno liquido, o simplemente que los citados
autores no hayan podido eliminar las trazas de ARNm proce-
dente de células somaticas mediante la técnica de extraccidon
empleada.

Existen varios métodos disponibles para la normalizacion
precisa de la expresion génica mediante RT-qPCR!%?!, sin em-
bargo, no hay un consenso generalizado dentro de la comuni-
dad cientifica sobre qué método seria el mas adecuado. Por esa
razén, se debe realizar una comparacion de diferentes procedi-
mientos de calculo de seleccion de genes de referencia, para lle-
var a cabo una mejor identificacion de los genes de referencia
mas adecuados®?. Jacob y col.?? (2013) recomiendan el uso de
mas de un gen de referencia, asi como también de mas de un al-
goritmo para la evaluacion de la estabilidad de la expresion. En
el presente trabajo, se comparan dos metodologias (NormFinder
y ResT 2009) ampliamente usadas?*? para evaluar siete genes de
referencia candidatos, con el fin de seleccionar aquellos de mayor
estabilidad para estudios de calidad seminal.

Cuando se tratan los genes ACTB y UBB individualmente,
ofrecen buenos resultados, sin embargo, cuando se estudian por
parejas los resultados han sido poco concluyentes, y difieren se-

Tabla 4. Resultados de expresion relativa de genes candidatos para un valor de P<0.05.

Gen Eficiencia Expresion Error estandar 1C 95% P(H1) Resultado
ACTB 0,750 1,565 0,894-2,896 0,477-3,711 0,063
RPL32 0,786 3,011 1,416-7,181 0,629-16,515 0,003 Sobreexpresado
UBB 0,778 1,573 0,501-6,674 0,292-10,782 0,308
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gun el software utilizado. De esta forma, con el software Nor-
mFinder se consideran mas estables los genes UBB y RPL32,
mientras que con el programa ResT 2009 se considera que
RPL32 se encuentra sobreexpresado en uno de los sementales.

CONCLUSION

En estudios de expresion genética en semen criopreservado
empleando la técnica de la PCR cuantitativa, pueden usarse los
genes UBB, ACTBy RPL32 como genes de referencia. Al agru-
par los caballos en funcion del porcentaje de fragmentacion de
la cromatina, el gen RPL32 se encontr6 sobreexpresado, por lo
que se pone de manifiesto la necesidad de hacer ensayos de esta-
bilidad de los genes de referencia atendiendo a grupos de indivi-
duos afectados y no afectados de una patologia o circunstancia
de interés, como paso previo de la realizacién de experimentos
de expresion genética.
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