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INTRODUCCION

La existencia de factores en el plasma seminal que modulan la calidad
espermatica es un hecho ampliamente aceptado. Particularmente, a la fraccion
proteica G6 del plasma seminal ovino se le ha asignado capacidad protectora y
reparadora del dafo ejercido por choque térmico [1] denominando a las proteinas
que mayoritariamente la componen, de 14 y 20.5 kDa, como RSVP o Ram Seminal
Vesicle Proteins.

La posibilidad del uso generalizado, como crioprotectores, de estas proteinas
implica disponer de ellas en cantidad adecuada. Esto, entre otras posibilidades,
requiere la determinacion de su origen biosintético, para una futura clonacion vy
sobreexpresion.

Resultados preliminares indicaban que la principal fuente de las proteinas de la
fraccion G6 serian las vesiculas seminales. Si bien, el conducto deferente podria ser
otro de los tejidos involucrado en su sintesis. Por ello, el objetivo de este trabajo ha
sido determinar y verificar cual o cuales de los tejidos del aparato genital de morueco
estan realmente implicados en la sintesis de esta fraccién con capacidad protectora
y reparadora [1].

MATERIAL Y METODOS

Las vesiculas seminales y el conducto deferente, tejidos objeto de estudio,
procedian de dos machos, moruecos de la raza Rasa Aragonesa. Estos tejidos
fueron congelados inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80°C.

El RNA total se obtuvo por homogenizacién del tejido en el medio TRI-
REAGENT™, mezcla compuesta por guanidinio tiocianato y fenol, (Sigma) [2, 3]. El
Poli (A)" RNA fue aislado usando el PolyATtract mRNA Isolation System (Promega)
[4]. La retrotranscripcion-RT se realizdé a partir de 70-80 ng de mRNA de vesicula
seminal utilizando como primer Oligo (dT)x, y la enzima SuperScript™ Il RT
(Invitrogen™). Las muestras de cDNA se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Una vez que las muestras fueron retro-transcriptas se amplificaron mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa-PCR (SuperScript™ Il RT-PCR System,
Invitrogene). Se realiz6 una PCR de 30 a 35 ciclos, segun primers, a partir de los
cDNAs procedentes de la vesicula seminal. Las condiciones iniciales constaban de
una etapa de desnaturalizacion de 45 segundos a 94°C, una etapa de hibridacion de
1 minuto y 30 segundos, y 3 minutos de extensién a 72°C. Previo a la reaccion en
cadena de la polimerasa las muestras de cDNA se desnaturalizaron a 94°C durante
1 minuto, y como etapa final se realizdé una elongacién de 10 minutos a 72°C. El
proceso se llevé a cabo adicionando 1 U de la enzima Platinium Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogene) y 2-3 ul del cDNA a cada tubo de reaccion.

La sintesis de los cebadores o primers se basod, inicialmente, en la secuencia
primaria de aminoacidos obtenida a partir de la secuenciacion de Edman
(secuenciacion del extremo amino terminal). De la RSVP-20 se conocian 29
aminoacidos del extremo amino-terminal (Asp Glu Pro Leu Pro Asp Val Tyr Asp Val
Leu Gly Met Leu Cys Cys Thr Trp Ser Tyr Tyr Tyr Ala Asp GIn Gly Gly Pro Pro).
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Los cebadores RSVP20-5 (5-GATGAICCICTICCIGA-3) y RSVP20-3 (5'-
ATGCTITGCTGCACITGG-3') se disefiaron basandose en los residuos de
aminoacidos 1-6 y 13-18, respectivamente; la longitud esperada, del fragmento
amplificado por RT-PCR, era de 500 pb. Para los cebadores VS2-right (5'-
CTGCCAAGCATATTCTCGCT-3’) y VS2-left (5- GCTGGTGCTCAAGTGGAGA-3’)
se utilizo el programa Primer3 (www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi/primer3_www.cgi),
segun la secuencia de nucledtidos obtenida a partir de una amplificacién inicial,
mediante PCR, de los cDNAs generados por el primer RSVP20-5'. En este caso la
longitud esperada, del fragmento amplificado por RT-PCR era de 300 pb.

El alineamiento de las secuencias obtenidas se llevd a cabo mediante el
programa Clustal X (1.81). Se realizaron busquedas en el NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/), de las secuencias de nucledtidos, DNA, con
homologias significativas con las secuencias obtenidas, mediante amplificacién, a
partir de nuestros primers. Igualmente, se realizaron busquedas de las secuencias
de aminoacidos, secuencia de DNA trasladada a proteina, con homologias
significativas con las secuencias generadas por PCR.

El aislamiento de DNA de un gel de agarosa se realiz6 mediante el kit de
aislamiento GeneClean Turbo [5] y la secuenciaciéon de los fragmentos amplificados
por PCR fue realizada por la Unidad de Gendmica, Servicio Interdepartamental de
Investigacion (Universidad Auténoma de Madrid).

Para la técnica del Northern-Blot el RNA total, a partir de vesicula seminal y
conducto deferente, se obtuvo por homogenizacién del tejido segun se indica
anteriormente. Las muestras problema, aproximadamente 5 ug de RNA total, se
cargaron por triplicado, junto a la calle referencia (calle que permite determinar la
movilidad del RNA en el gel). El gel se corri6 durante 18 horas a 25 voltios. La
transferencia se llevo a cabo durante 1 hora a 30 V maximo, y el revelado se realizé
con la sonda RSVP-20 marcada radiactivamente con a-*P-dCTP obtenida a partir
de la RT-PCR. En todos los casos se cargd como control de carga la B-actina.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estrategia utilizada para analizar la implicacion de cada tejido se ha basado en
la obtencién de sondas especificas para la secuencia génica de las proteinas
mayoritarias de la fraccion G6 y su uso mediante Northern-blot para el analisis de los
mRNAs de ambos tejidos.

A partir del cebador RSVP20-3’, coincidente con una regién amino-terminal de la
proteina con menor degeneracion, se sintetizé el cDNA utilizado como sonda. Este
cebador, con una temperatura de fusién 62.7°C, aporté amplificaciones
inespecificas, dando lugar a dos productos de PCR con unos tamafos de
aproximadamente 450 pb y 500 pb cuando se realizé la hibridacién a 57°C. Esto
implicaba la utilizacion de ambos productos como sonda radiactiva y por tanto la
complicacion en la técnica del Northern-blot.

Simultaneamente se probo el cebador RSVP20-5’, disefiado a partir de una
secuencia con mayor degeneracion, con una temperatura de fusion 52.6°C, dando
lugar a una amplificacién especifica con un tamano del producto de PCR acorde a lo
esperado, de aproximadamente 500 pb, cuando se realiz6 la hibridacion a 52°C.

Puesto que el producto de amplificacion obtenido con el primer RSVP 20-5 era
Unico y por tanto la reaccién en cadena de la polimerasa para este cebador era
especifica, se utilizd éste como cebador que permitiria obtener la sonda para el
Northern-blot. Esta técnica permite determinar la expresion génica en los tejidos de
estudio.
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Cuando la sonda utilizada procedia de los cDNAs obtenidos mediante el primer
RSVP 20-5’ el conducto deferente representaba el 2.30% de la sintesis de la RSVP-
20 con respecto a la vesicula seminal, considerando este ultimo tejido como el 100%
(imagen no presentada en texto), siendo la longitud media calculada para el mMRNA
que codifica para la RSVP-20 de 600 pb.

La secuenciacion de este producto de amplificacién permitié6 por un lado la
sintesis de nuevos primers mas especificos y por otro la busqueda de homologias
en las bases de datos.

Resultados posteriores, obtenidos mediante Northern-blot, demostraron que la
sintesis del mRNA que codifica para la RSVP-20 es exclusiva de la vesicula seminal.
En este experimento la sonda utilizada procedia del fragmento amplificado a partir
del par de cebadores VS2-right + VS2-left (Fig. 1). Ambos cebadores VS2-right +
VS2- left, con unas temperaturas de fusién de 64.2 y 64.4 respectivamente, fueron
ensayados a una temperatura de hibridacién de 66°C.
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Figura 1: Analisis de la expresidon génica para la RSVP-20 mediante Northern-blot.
Lineas 1, 2 y 3: 5 uyg de RNA total de vesicula seminal por calle; Lineas 4, 5y 6: 5 ug de
RNA total de conducto deferente por calle. La sonda , 65 ng, procede del producto de
amplificacién obtenido a partir de los primers VS2-right + VS2- left.

Estos resultados permiten afirmar que la expresion génica de la RSVP-20 es
atribuible a la vesicula seminal, dato que confirma resultados preliminares obtenidos
a partir de técnicas inmunoquimicas e inmunohistoquimicas a partir de los
anticuerpos policlonales anti-G6, y anti RSVP-20, producidos en conejo mediante la
inmunizacion de estos animales y posterior sangrado.

La busqueda en las bases de datos NCBI confirman homologias de la secuencia
de 500 pb obtenida mediante RT-PCR con el cebador RSVP 20-5' con diversas
proteinas del plasma seminal y con proteinas de secrecion vesicular entre la que
destaca la proteina del plasma seminal 30K de Bos taurus.
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