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Resum

L’espermatogénesi €s el procés de desenvolupament d’una gonada masculina immadura a una totalment madura.
En el llobarro (Dicentrarchus labrax), una espécie de gran importancia comercial, la maduracié precog¢ d’una
fraccié de mascles comporta un dels grans problemes en el cultiu d’aquesta espécie. Aixi, un dels punts més im-
portants per a establir la precocitat en els mascles és I’estudi dels patrons d’expressio génica en les diferents po-
blacions cellulars que apareixen durant 1’espermatogénesi del llobarro. En aquest estudi s’ha optimitzat una nova
teécnica, la microdisseccid laser (laser capture microdissection, LCM) que, juntament amb una PCR semiquanti-
tativa, permet determinar 1’expressié geénica en poblacions cellulars especifiques. Concretament, s’ha determinat
I’expressio de fins a set gens diferents, préviament clonats en llobarro, durant la progressié espermatica de les
c¢Hules germinals, que va des de 1’espermatogonia fins a 1’espermatozoide. El coneixement dels patrons d’ex-
pressio d’aquests gens permet determinar quin és el seu paper en 1’espermatogenesi i establir les seves possibles
implicacions en la preséncia de mascles precocos.

Paraules clau Espermatogénesi, expressio génica, Laser Capture Microdissection, llobarro.

Abstract

Spermatogenesis is developmental sequence of an immature testis into fully mature testis. The European sea bass
(Dicentrarchus labrax), is one the key species of the marine aquaculture in south Europe. A major disadvantage
of sea bass culture is the presence of precocious males that mature at the first year of life. One of the key points
for understanding the molecular basis of male precocity is the quantification of gene expression in specific cell
populations. We optimized a newly developed technique, Laser Capture Microdissection (LCM), coupled with
semiquantitative PCR that allows determining the precise expression pattern of genes in specific cell populations
throughout testis development. We quantified the expression pattern of seven genes during the germ cell line
progression from spermatogonia to spermatozoa that were already cloned in the sea bass. Knowledge of the spe-
cific expression levels of these genes will be useful to investigate their role in male spermatogenesis and their
possible implications in the phenomenon of male precocity in sea bass aquaculture.
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INTRODUCCIO

L’espermatogénesi és un procés molt complex que
involucra tota una série d’interaccions cellulars per-
fectament ordenades en el temps i ’espai, i compor-
ta la transformacié d’una gonada masculina imma-
dura a wun testicle totalment madur 1 ple
d’espermatozoides. Tot i aquesta complexitat, els as-
pectes essencials d’aquest procés sén molt similars
en totes les especies de vertebrats (Callard et al.,
1989). El procés de 1’espermatogeénesi s’inicia mit-
jancgant mitosi de les c¢Hules germinals inicials o es-

permatogonies, que dona lloc als espermatocits pri-
maris. Seguidament, una primera divisié meiotica
transforma els espermatocits primaris en espermato-
cits secundaris. La segona divisi6 meiotica produeix
les espermatides, que finalment es transformen en
espermatozoides. Tot aquest procés té un control ge-
netic i endocri molt complex que, malgrat els aven-
cos realitzats en els darrers anys, dista molt de ser
ben compreés.

El coneixement de la reproduccio i la seva regula-
ci6 és fonamental en espécies de gran importancia
comercial com, per exemple, el llobarro (Dicen-
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Taula1 Condicions de PCR per a cadascun dels gens.
gen Nr. cicles  VfPCR (nl) cDNA (ul) Quantitat de teixit (um3) Nr. cel. Ref.
18s 25 25 1 10.000 230 1
vasa 30 12,5 0,5 500.000 11.500 Unpl.
AR 35 12,5 1 800.000 18.000 1
ERa 40 12,5 2 800.000 18.000 2
ERB1 40 12,5 2 800.000 18.000 2
ERB2 40 12,5 2 800.000 18.000 2
Arom 35 12,5 1 800.000 18.000 3
Referéncies 1: Blazquez i Piferrer (2005); 2: Halm et al. (2004); 3: Dalla Valle et al. (2002).

trarchus labrax). Aquest peix teleosti no solament
constitueix una de les espécies més importants de
I’aqiiicultura del sud d’Europa, sin6é que, a més, dar-
rerament s’ha consolidat com un model en estudis de
reproduccid. Tot i aixi, existeixen aspectes relacio-
nats amb la seva reproduccié que necessiten ser es-
tudiats més profundament. Per exemple, la madura-
ci6 precog, un any abans del que seria esperable,
d’aproximadament un 30 % del mascles (Zanuy et
al., 2001), provoca perdues molt considerables en
els cultius, ja que, en madurar, aquests animals atu-
ren el seu creixement. Aixi doncs, és necessari estu-
diar en profunditat el control de I’espermatogeénesi
per a entendre les claus de la maduracié normal i
precog.

La implementaci6 a partir de finals dels anys no-
ranta de la técnica de microdissecio de teixits assisti-
da per laser (laser capture microdissection, LCM)
ha representat un avang important en els meétodes de
separacid ceHular (Emmert-Buck et al, 1996). La
LCM permet, de forma fiable i rapida, 1’extraccio i

A. ldentificacio cel-lular

Espermatogonies Espermatocits

B. Microdissecci6 i catapultacio

aillament de poblacions cellulars pures, o fins i tot
de célules individuals. Existeixen diferents variants
de la LCM. En el cas de la LMPC (laser microdis-
section pressure catapulting), la metodologia es basa
en un microscopi invertit al qual s’ha acoblat un la-
ser d’infraroigs (IR). La secci6 de teixit, normalment
conservada en congelacid, es diposita sobre un por-
taobjectes recobert amb una membrana d’acetat vinil
etile (EVA). Un cop tenyida, la secci6 de teixit es vi-
sualitza en el microscopi i les cellules a capturar son
seleccionades, retallades amb el laser i catapultades
en un tub de microcentrifuga mitjangant un pols de
laser. A més, amb una manipulacié curosa, el proce-
diment permet extreure RNA amb una qualitat sufi-
cient per a estudis d’expressido de gens concrets o
fins 1 tot de patrons globals d’expressioé mitjancant la
hibridacié de I’'RNA obtingut en un microxip.
L’objectiu d’aquest estudi fou determinar el patro
d’expressio de diversos gens relacionat amb la re-
produccid del llobarro i esbrinar el seu possible pa-
per en la regulacié de I’espermatogénesi. Mitjangant

Espermatides Espermatozous

—

—

Figura 1 Procés de microdisseccio d’un testicle de llobarro. A) Identificacio dels tipus cellulars. B) Procés de catapul-

tacio.
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I’6s de la LMPC es poden seleccionar especifica-
ment els quatre tipus principals de célules germinals
presents en I’espermatogénesi: espermatogonies, es-
permatocits, espermatides i espermatozoides. A par-
tir de I’RNA total extret en cadascuna de les poblaci-
ons cellulars es van avaluar els patrons d’expressid
de fins a set gens presumiblement involucrats en la
regulacié de I’espermatogeénesi.

MATERIAL I METODES
Identificacio i obtencio de céllules

Els testicles s’obtingueren de llobarros mascles man-
tinguts a la Zona d’Aquaris Experimentals de 1’Insti-
tut de Ciéncies del Mar de Barcelona (CSIC). Els
mascles foren escollits segons el seu estadi de madu-
racio, per a obtenir tots els estadis celulars necessa-
ris. El teixit va ser hemiseccionat i una part va ser
immediatament congelada en nitrogen liquid per a
una analisi posterior per LMPC, mentre que 1’altra
va ser processada per histologia convencional a fi de
determinar amb precisio 1’estadi de desenvolupa-
ment i els distints tipus cellulars presents. La prepa-
racio de les mostres per a una correcta microdissec-
ci6 requereix molta cura i I’Gs de material lliure de
RNAses. A grans trets, les fraccions de teixit conge-
lades a —80° C s’inclogueren en un medi apropiat
(optimal cutting compound, OCT), 1 posteriorment
se seccionaren a un gruix de 10 pm en un criostat i
es dipositaren en un portaobjectes amb una membra-
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na d’EVA (PALM slide membrane). Just abans de la
microdisseccié les mostres es van tenyir 30 s amb
hematoxilina. El procés de microdisseccio es realitza
amb 1’ajuda d’un robot microBeam (PALM Microla-
ser Technologies, Alemanya) durant uns 30 min fins
a obtenir aproximadament 1 x 10° um® de célules
(figura 1). Per a I’extraccio de I’'RNA total es va uti-
litzar el kit RNAeasy Microkit (QIAGEN) amb peti-
tes modificacions del protocol descrit. La quantitat i
qualitat de ’RNA es va determinar amb un bionaly-
zer (Agilent) i nanodrop (NanoDrop Technologies),
respectivament.

Amplificacio dels gens i PCR semiquantitativa

Els gens escollits per a observar-ne el patré d’ex-
pressio, per als quals ja es disposava de les seqiiénci-
es, estan tots relacionats en un possible control de
I’espermatogénesi. Aquests gens foren: vasa, un
marcador especific de les céHules germinals (se-
qiiéncia per publicar); les tres isoformes del receptor
d’estrogen (Halm et al., 2004); el receptor d’andro-
gen (Blazquez i Piferrer, 2005) i el citocrom P450-
aromatasa (Dalla Valle et al., 2002). En tots els ca-
sos ’expressio relativa es va mesurar utilitzant el
18S com a gen de referéncia. Per a cadascun dels
gens es va comprovar tant la cinética de la reaccio
com les condicions optimes de PCR. La comprova-
cio dels productes es va realitzar en gels d’agarosa a
I’1,5 %. A la taula 1 s’indiquen les condicions de
PCR per a cadascun dels gens estudiats.
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Figura 2 Patrons d’expressio dels gens analitzats. A: vasa; B: Receptor d’androgen (AR);
C: Receptor d’estrogen o (ERa); D: Receptor d’estrogen 1 (ERB1); E: Receptor d’estro-
gen (ERB1). Spg: espermatogdnies; Spc: espermatocits; Spt: espermatides: Spz: espermato-

zoides.
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RESULTATS I DISCUSSIO

La LMPC, justament un métode molt eficient d’ex-
traccio de RNA de quantitats extremadament petites
de teixit, ha premés estudiar el patré d’expressid de
gens rellevants durant la progressio espermatogeénica
del llobarro.

En primer lloc, cal destacar que s’observa una ex-
pressié uniforme del gen 18S al llarg de tota I’esper-
matogenesi. Aquest fet és molt important, ja que
aquest gen es va utilitzar com a referéncia per a esti-
mar I’expressio de tots els altres gens. Per la seva
part, vasa, un marcador especific de ce¢Hules germi-
nals en animals (Olsen et al., 1997) fou detectat en
totes les poblacions de cellules catapultades, fet que
indicava la preséncia de c¢Hules germinals en tots
els casos (figura 2A). Tot i aixi, la seva expressio no
fou continua al llarg de la progressio espermatica,
amb un maxim als espermatocits. Aquest resultat és
similar al de la carpa Gibel (Carassius auratus gibe-
lio), en la qual també s’observa, mitjancant la técni-
ca d’hibridaci6 in situ, un maxim d’expressio en els
espermatocits, encara que la seva expressio desapa-
regué totalment en les espermatides i espermatozoi-
des (Xu et al., 2005).

Un altre gen estudiat fou el receptor d’androgen
(AR), clonat en el llobarro per Blazquez i Piferrer
(2005). Els androgens son els esteroides sexuals amb
I’efecte regulador més important sobre 1’espermato-
génesi (Schulz i Miura, 2002). En estudis anteriors
realitzat en peixos i mamifers, I’AR només fou de-
tectat en les c¢Hules de Sertoli i al principi de 1’es-
permatogenesi (Callard et al., 1989; lkeuchi et al.,
2001). En el present estudi, pero, fou possible detec-
tar expressio, encara que a un nivell molt baix, en els
espermatozoides (figura 2B). Els espermatozoides,
per la seva abundancia i posicio dintre del lobul tes-
ticular, son relativament facils d’aillar per LCM. Ai-
x0 suggereix que la seva deteccid no és deguda a
contaminacié d’aquest tipus cellulars amb celules
de Sertoli, per la qual cosa cal determinar amb més
precisio el significat o funcié d’AR en aquest tipus
cellular.

També es van avaluar canvis en 1’expressio de les
tres isoformes del receptor d’estrogen com a verita-
bles efectors de 1’estrogen al testicle mitjancant I’a-
nalisi de I’expressid dels tres receptors d’estrogen
(Ero, Erpl i Erp2) (Halm et al., 2004), i de I’enzim
que el produeix analitzant 1’expressio del gen de I’a-
romatasa (cyt P450arom) (Dalla Valle et al., 2002)
L’aromatasa ¢és ’enzim responsable de la transfor-
macié d’androgens a estrogens. Malgrat que la fun-
ci6 de I’estrogen en I’espermatogénesi no sigui tan
important com la dels androgens, s’ha demostrat que
aquest esteroide sexual hi té també una implicacio

VINAS et al.

(O’Donnell et al., 2001). Curiosament, perd, no es
va detectar 1’expressio del cyt P450arom en cap es-
tadi cellular de 1’espermatogenesi, tot i que en estu-
dis anteriors realitzats en mamifers si que s’observa-
va expressid0 d’aquest gen en les espermatides
(O’Donnell et al., 2001). Cal dir que en una analisi
de LMPC en ovaris de llobarro si que es va detectar
expressio del cyt P450arom. Malgrat aquest resultat
negatiu, aquest fet confirmaria 1’expressié molt més
elevada del gen de 1’aromatasa en ovaris que en tes-
ticles en llobarro (M. Blazquez, comunicacid perso-
nal). Pel que fa als tres receptors d’estrogen, s’obser-
va un alt nivell d’expressi6 molt elevat (figura 2C,
2D i 2E). Tot i aixi, I’expressio de I’ERa esta res-
tringida al principi de I’espermatogenesi, en les es-
permatogonies, amb una manca d’expressio en els
segiients estadis. Per altra banda, els receptors Erpl i
Erp2 presentaren un patrd d’expressié similar amb
una reduccid de la seva expressio a mesura que 1’es-
permatogenesi avanca. El patré similar d’expressio
dels tres receptors d’estrogen, amb una disminucid
de I’expressio al llarg de la progressié espermatica,
suposa un major efecte d’aquest esteroide sexual al
principi de I’espermatogenesi. En canvi, la falta
d’expressio del gen de I’aromatasa durant 1’esperma-
togeénesi estaria d’acord amb la seva sintesi a les cel-
lules somatiques. Tot i aixi, la implicacié de I’estro-
gen al llarg de I’espermatogeénesi necessitaria ser
investigada més profundament.

En conclusid, aquesta metodologia permet estudi-
ar D’expressio genica durant 1’espermatogenesi. De
fet, la tecnica de la LCM permet investigar els pa-
trons d’expressid a qualsevol teixit que tingui dife-
rents estadis cellulars. En el nostre cas 1’us d’aquesta
metodologia ha permeés estudiar una bateria de fins a
set gens diferents relacionats amb I’espermatoge-
nesi. Actualment s’esta augmentant el nombre de
gens a estudiar, i també s’estan aplicant metodologi-
es més sensibles, tals com la PCR a temps real, per a
aprofundir millor en ’estudi de 1’espermatogenesi.
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