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1. Introduccion

La infertilidad es un problema clinico muy extendido que afecta al 8-12% de las
parejas en todo el mundo. De ellas, alrededor del 30% son diagnosticadas de infertilidad
idiopatica, ya que no se encuentra ningun factor causal (Guerri et al., 2019). Las parejas
con problemas de fertilidad suelen recurrir a técnicas de reproduccion asistida (TRA).
Sin embargo, existe entre un 5-15% de estas parejas que tras someterse a procesos de
fecundacion in vitro (FIV) con calidad espermatica normal, fracasan (Van der
Westerlaken et al., 2005). Se ha descrito que la infertilidad relacionada con el factor
femenino representa alrededor del 40-50% de los casos totales de infertilidad (Ganguly

y Unisa, 2010; Mascarenhas et al., 2012).

Dentro de los posibles motivos de dichos diagndsticos de infertilidad idiopatica,
cabe destacar las probables alteraciones presentes en genes implicados en la
fecundacion y el desarrollo embrionario temprano. Asi, las causas genéticas constituyen
aproximadamente el 5-10% de todas las causas de infertilidad en las mujeres (Jawad y
Saeed, 2020). Estas pueden afectar a diversos tipos celulares o estructuras que juegan
un papel relevante en los procesos reproductivos. De esta forma, se han asociado
mutaciones que afectan a los gametos (Avenarius et al., 2009; Pausch et al., 2014;
Vondrakova et al., 2022) o a la zona pelucida (ZP) (Liu et al., 2017; Zhou et al., 2019; Cao

et al., 2020; Shen et al., 2022) con problemas de fertilidad.

El oviducto, denominado trompa de Falopio en la especie humana, ha sido
considerado durante mucho tiempo como un simple conducto de transporte para
gametos y embriones. Sin embargo, numerosos estudios han mostrado que el oviducto
y en particular el fluido oviductal (FO) generado a partir del trasudado del plasma
sanguineo y el producto de secrecidn de las células del epitelio oviductal (Leese, 1988;
Leese et al., 2001; Coy et al., 2018; Marins et al., 2022), crea un microambiente que
interviene en importantes procesos claves para la fecundacién y la correcta fisiologia del
gameto y del embridn: maduracién de gametos, seleccidn espermatica, capacitacidon y
desarrollo embrionario temprano (King et al., 1994; Satoh et al., 1995; Abe et al., 1995b;
Boatman y Magnoni, 1995; O'Day-Bowman et al., 1996; Kouba et al., 2000; Pradeep et
al., 2011; Coy et al., 2012; Hunter, 2012; Saccary et al., 2013; Hribal et al., 2014; Yang et
al., 2015; Zhao et al., 2016; Algarra et al., 2018; Gonzalez-Brusi et al., 2020). Sin embargo,

siguen sin conocerse en su totalidad las proteinas presentes en dicho FO y la funcién



I. Introduccion

desempefiada por muchas de ellas, pudiendo ser imprescindibles para que se produzcan

los diferentes procesos anteriormente comentados.

La oviductina o glicoproteina oviductal 1 codificada por el gen OVGPI, es la
proteina no sérica mayoritaria en el FO. Esta proteina ha sido identificada en diferentes
especies de mamiferos, incluido el ser humano (Rapisarda et al., 1993; Arias et al., 1994;
O’Day-Bowman et al., 1995; Briton-Jones et al., 2001; Briton-Jones et al., 2004). Se trata
del miembro mejor estudiado de la familia de las mucinas del tracto reproductivo y su
secrecion varia con la regién oviductal y con la fase del ciclo estral en la mayoria de las
especies (Lee et al.,, 1990; Buhi et al., 1991; Donnelly et al., 1991; Arias et al., 1994;
DeSouza y Murray, 1995; O'Day-Bowman et al., 1995; Komiya et al., 1996; Buhi et al.,
1996; Verhage et al., 1997a, 1997b; Buhi et al., 2000; Lok et al., 2002; Merchan et al.,
2007; Saint-Dizier et al., 2014).

Para determinar la funcidn de esta proteina se han realizado experimentos que
implican la generacién de animales modificados genéticamente. EI modelo KO
(del inglés, knock out) de Ovgp1 en el ratdon (Mus musculus) es fértil (Araki et al., 2003).
En otras especies como la rata (Rattus norvegicus) (Tian et al., 2009) o el gran zorro
volador (Pteropus vampyrus) (Moros-Nicolas et al., 2018) OVGP1 es un pseudogén. Estos
resultados hacen que algunos autores concluyan que OVGP1 es un gen prescindible para
la fertilidad. Sin embargo, Ovgp1 de ratdn es peculiar ya que su expresién predomina en
la regién de la ampolla y la mayor parte de la proteina oviductina secretada pasa al
espacio perivitelino del évulo, quedando poca cantidad de la proteina unida a la ZP del
ovulo en esta especie (Kapur y Johnson, 1986; Lyng y Shur, 2009). Por el contrario, la
interaccidn de oviductina con la ZP parece tener un papel importante en otras especies
como en el hamster, donde el uso de un anticuerpo monoclonal contra oviductina inhibe
la unién espermatozoide-ZP (Sakai et al., 1988; Yang et al., 2015) o el conejo donde la
presencia de un polimorfismo en el exdn 11 y un microsatélite situado en la regién
promotora de OVPG1 mostraron una asociacion favorable con el tamafio de la camada,
el numero de crias nacidas vivas, el nimero de embriones implantados, la supervivencia
embrionaria, la supervivencia fetal y la supervivencia prenatal (Merchan et al., 2007;

Merchan et al., 2009; Garcia et al., 2010).
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Bajo la premisa de estos antecedentes, el principal propésito cientifico de esta
Tesis Doctoral es comprobar qué papel desempefia la proteina oviductina en la
modaulacion de la fecundacién y en el desarrollo embrionario temprano, usando como
modelos animales KO las especies hamster dorado (Mesocricetus auratus) y conejo

comun o europeo (Oryctolagus cuniculus).

Mediante el empleo de la tecnologia CRISPR-Cas9 se generaron animales KO para
OVGP1 de ambas especies. Se emplearon dichas especies por presentar las siguientes
caracteristicas: oviductina tiene afinidad por la ZP del évulo, estudios previos sugieren
que la oviductina puede tener un papel reproductivo importante (Sakai et al., 1988; Yang
et al., 2015; Merchan et al., 2007; Garcia et al., 2010), son de facil manejo reproductivo
y presentan una ZP compuesta por cuatro proteinas ZPs (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4)
(Jiménez-Movilla et al., 2009; Izquierdo-Rico et al., 2009; Stetson et al., 2012). Esta
composicidon de la ZP las hace mds adecuadas para trasladar los resultados a otras
especies como la humana. La introduccién de la tecnologia CRISPR-Cas9 es de gran
interés porque nos proporciona una herramienta muy poderosa para abordar

cuestiones cientificas en modelos animales diferentes al raton.

Otro objetivo del presente estudio en relacidn con el gen Ovgp1 es el analisis de
la evolucidn molecular del mismo en varias especies enmarcadas en el seno de la
subfamilia Murinae. Dentro de esta subfamilia encontramos a la rata donde OVGP1 es
un pseudogén, no existiendo una proteina funcional (Tian et al., 2009) y al ratén en el
cual Ovgp1 se expresa generando una proteina funcional (Kapur y Johnson, 1986; Lyng
y Shur, 2009). El analisis de la evolucidon molecular del gen Ovgp1 permitira determinar
en qué punto de la evolucidn, tras la divergencia de la rata y el ratdn, se ha perdido su
expresion y si el proceso de pseudogenizacién afecta a otras especies enmarcadas

dentro de la subfamilia Murinae.

Otro aspecto estudiado en esta Tesis Doctoral estd relacionado con el bloqueo
de la polispermia. La poliploidia (existencia de mas de dos juegos de cromosomas) es
una condicién indeseable que provoca el fracaso del desarrollo embrionario. Para
evitarla, el bloqueo de la polispermia impide la fecundacién del évulo por mas de un
espermatozoide. Dependiendo de la especie de mamifero, el bloqueo de la polispermia

se produce a diferentes niveles: el oolema, la ZP o ambos (Sun, 2003; Gardner y Evans,
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2005; Evans, 2020; Fahrenkamp et al., 2020; Yanagimachi, 2022). Ademas, algunos
factores, como la proteina oviductina y algunos glicosaminoglicanos sulfatados son
también necesarios para controlar la polispermia (Coy et al., 2008; Coy y Avilés, 2010).
En especies como el perro, el topillo de campo y la oveja, el bloqueo de la polispermia
tiene lugar a nivel de la ZP (Braden y Austin, 1954; Yanagimachi, 1994). Sin embargo, en
la mayoria de las especies (raton, rata, cobaya, vaca, cerdo, gato, hurén y mujer) este
bloqueo se produce a ambos niveles (Austin y Braden, 1953; Braden y Austin, 1954;
Hunter, 1991; Horvath et al., 1993; Miller et al., 1993; Yanagimachi, 1994; Sengoku et
al., 1995; Hunter et al., 1998; Patrat et al., 2006). En el caso de especies como el conejo,
el topo, la pica y el topo de bolsillo, el bloqueo de la polispermia se produce a nivel del
oolema (Austin y Braden, 1953; Braden y Austin, 1954; Overstreet y Bedford, 1974; Oh
y Brackett, 1975; Yanagimachi, 1994; Gardner y Evans, 2005). El bloqueo de la
polispermia a nivel del oolema parece producirse a nivel de la unidn
espermatozoide-dvulo, con la participacién de JUNO (IZUMO1R) en el évulo e IZUMO1
en el espermatozoide (Inoue et al., 2005; Bianchi et al., 2014). Mientras que, en el
blogueo de la polispermia a nivel de la ZP, las proteinas ovastacina y ZP2 desempefan
un papel crucial (Burkart et al., 2012). El propésito cientifico del desarrollo de la presente
Tesis Doctoral asociado al gen ASTL es demostrar mediante andlisis gendmico si existe
pseudogenizacién de dicho gen que codifica para ovastacina en lagomorfos, lo cual
explicaria por qué el bloqueo de la polispermia no se produce a nivel de la ZP en estas

especies.
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Il. Objetivos

Por lo expuesto anteriormente, los objetivos planteados en la presente Tesis

Doctoral son los siguientes:

1. Determinacioén del papel en la fecundacion y el desarrollo embrionario
temprano de la proteina oviductina en hamster dorado mediante Ia
generacién de animales KO para OVGP1 con la tecnologia de edicidn

genética CRISPR-Cas9.

2. Determinacion del papel en la fecundacién y el desarrollo embrionario
temprano de la glicoproteina oviductal 1 en conejo mediante la
generacién de animales KO para OVGP1 con la tecnologia de ediciéon

genética CRISPR-Cas9.

3. Analisis de la evolucién del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae.

4. Estudio del gen ASTL en lagomorfos mediante técnicas de biologia

molecular y su implicacién en el bloqueo de la polispermia.
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1. Sistema reproductor

1.1 Hamster

En la hembra de hamster, la madurez reproductiva suele alcanzarse entre las
8-10 semanas de edad, cuando el peso corporal medio es de 90-100 g. La apertura
vaginal se produce alrededor del dia 10 de vida. Esto difiere de otros roedores de
laboratorio en los que la apertura vaginal y la madurez sexual se producen al mismo

tiempo (Diamond y Yanagimachi, 1970; Fitzgerald y Zucker, 1976).

En lo referente a la anatomia del aparato reproductor de la hembra, los ovarios
estan ubicados dorsolateralmente respecto a los rifiones, tienen forma ovalada y una
longitud de 3-4 mm. Cada ovario estd completamente encerrado en una bursa dentro
de la cual se abre el orificio infundibular del oviducto, conducto tortuoso de unos 40 mm
de longitud en esta especie (Battalia y Yanagimachi, 1979). Presenta dos cuernos
uterinos de aproximadamente 20 mm de largo que conducen al cuello uterino de
7-8 mm de longitud y 2-3 mm de didmetro que desemboca en la vagina (Figura 1).
Finalmente, en la parte externa del aparato reproductor encontramos la vulva (Bivin et

al., 1987; Chanut y Williams, 2016).

Figura 1. Aparato reproductor de la hembra de hamster dorado. En la imagen se muestran ambos ovarios
(recuadrados en azul) seguidos de los oviductos (recuadrados en rojo), cada uno de los cuales conduce a
un cuerno uterino (recuadrados en verde) y ambos cuernos desembocan en el cuello uterino (recuadrado
en negro).

-13-
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Cabe destacar que en la parte inferior de la vagina del hamster existen un par de
bolsas que sobresalen de las paredes laterales. Estas bolsas se extienden caudal y
lateroventralmente terminando cerca del orificio vaginal (Figura 2). Las bolsas vaginales
son una caracteristica Unica del tracto reproductivo del hamster y contienen queratina
y otros desechos celulares generados durante todo el ciclo estral (Chanut y Williams,
2016). Esta caracteristica anatdomica de la parte inferior de la vagina del hamster
conlleva a que la determinacién de la fase del ciclo estral mediante la realizacién de un
unico frotis vaginal aislado no sea fiable. La acumulacién en dichas bolsas de desechos
celulares de fases anteriores dificulta la evaluacién del frotis. Sin embargo, la realizaciéon
de lavados vaginales diarios evita la acumulacidon de estos desechos y los frotis obtenidos

reflejan mas fielmente la fase del ciclo estral (Bivin et al., 1987).

Figura 2. Caracteristicas histoldgicas del cérvix y la vagina de la hembra de hdmster dorado. (A) Cérvix
superior. Se visualizan los dos canales (*), cada uno de los cuales conduce a uno de los dos cuernos
uterinos. (B) Vagina inferior, se observan las bolsas en la pared lateral (*). En el interior de las bolsas se
evidencia la acumulacién de restos de queratina. También se observa el aspecto histolégico de la vagina
superior (flecha), completamente diferente al de la vagina inferior. Figura tomada de Chanut y Williams,
2016.

1.2 Conejo

En la coneja la pubertad aparece a los 3,5-4 meses de edad, cuando alcanza el
70-75% del peso adulto. Siendo preferible esperar a los 4,5 meses de vida para comenzar

la reproduccion (Scapinello, 2014; Vicente et al., 2014).

A nivel anatdmico el aparato reproductor de la coneja comprende: dos ovarios,
cada uno rodeado por un pliegue del peritoneo conocido como bolsa ovarica; dos
oviductos; dos Uteros; vagina y vulva. Los ovarios presentan forma alargada y eliptica,

con una superficie irregular, el peso oscila entre 200-800 mg y la longitud entre 1-1,5 cm

-14 -
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(Scapinello, 2014). Los oviductos estan situados junto al ovario y tienen una longitud
aproximada de 8-13,5 cm (McComb y Gomel, 1979). La coneja presenta Uteros dobles,
completamente separados entre si de 5-7 cm de longitud, con dos cuernos uterinos de
grandes dimensiones y un cérvix diminuto que se abre a la vagina (Figura 3). La vagina
es un conducto de 6-10 cm de longitud, en la zona ventral de su tercio final se situa la
apertura de la uretra. La localizacidn de la uretra es importante para evitarla durante las
practicas de inseminacion artificial (1A). La vulva representa la porcién final y externa del

aparato reproductor de la coneja (Scapinello, 2014).

\

\< oviducto

,\\
.\\

ovario

’,L vagina
f
/

Figura 3. Aparato reproductor de la coneja. En la imagen se muestra el ovario (en azul) seguido del
oviducto (en rojo), el cual contintda con el cuerno uterino (en verde). Este Ultimo se comunica con la vagina
(en morado) a través del cérvix (en negro).

2. Caracteristicas y manejo reproductivo

2.1 Hamster

La hembra de hamster es poliéstrica estacional de ovulacion espontanea. Su ciclo
estral tiene una duracion de 4 dias y comprende 4 etapas: proestro, estro, metaestro y
diestro. En la Tabla 1 se describe la duracidén y los diferentes tipos celulares presentes

en una citologia vaginal exfoliativa en cada una de las fases (Figura 4) (Goldman et al.,

-15 -
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2007). Su ciclo reproductivo es sensible al fotoperiodo, cesando su actividad
reproductiva durante las estaciones de luz corta. Este cese estd mediado por la
produccidén y secrecién de melatonina por parte de la glandula pineal (Newcomer et al.,
1987). Bajo condiciones experimentales controladas con un fotoperiodo de 14 horas de
luz y 10 horas de oscuridad, los ciclos estrales son continuos durante todo el afio,
tendiendo a estros persistentes a partir de los 10 meses de edad (Vargas et al., 2018).
En el hdmster, una vez que se ha producido la ovulacidn, el cuerpo luteo (CL) se organiza
muy rdpidamente y es el encargado de producir progesterona (P4), responsable del
mantenimiento de la gestacién en el caso de que haya habido fecundacion. A diferencia
de especies policiclicas como la rata y el ratén, donde se pueden apreciar varios CLs
simultaneos provenientes de ciclos anteriores, en el ovario del hamster se produce un
desarrollo y regresion rapidos de los CLs durante un solo ciclo, lo que conlleva a que
nunca haya CLs de diferentes ciclos visibles histolégicamente en el ovario (Greenwald,

1985).

Otra caracteristica del hamster es la presencia de una copiosa secrecidn vaginal
al dia siguiente de la ovulaciéon, en la fase de metaestro. Esta caracteristica puede

utilizarse como herramienta para determinar la etapa del ciclo estral (Lisk, 1985).

Tabla 1. Ciclo estral de la hembra de hamster dorado. Etapas, duracién y tipo de células vaginales de
descamacion presentes en una citologia vaginal exfoliativa en las diferentes fases del ciclo estral. Tabla
modificada de Chanut y Williams, 2016.

Duracion Tipos de células vaginales presentes en la citologia

Etapa (horas) exfoliativa
Proestro 3 Células epiteliales y pocos leucocitos
Estro 12 Células estratificadas y escasas células epiteliales
Metaestro 4 Escasas células estratificadas y células epiteliales
Diestro 76 Abundantes leucocitos y pocas células epiteliales

-16 -
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Figura 4. Citologia vaginal exfoliativa en cada una de las fases del ciclo estral en la hembra de hamster
dorado. Fase de proestro (A), estro (B), metaestro (C) y diestro (D). Barra: 100 um.

La gestacion tiene una duraciéon de 16 dias pudiendo producirse pseudogestacion
con persistencia de la etapa de diestro durante 12 dias aproximadamente (Bivin et al.,
1987). Se puede realizar diagndstico de gestacidn a partir del dia 7 de apareamiento,
donde por palpacién abdominal se localizaran en ambos lados de la linea media los
Uteros con los embriones o fetos en crecimiento. De 2 a 3 dias antes del parto la hembra
gestante deberd ser apartada a una jaula individual con material para hacer el nido

(Vargas et al., 2018).

El destete puede realizarse hacia los 21 dias de vida, aunque podrd variar
dependiendo de la condicién corporal de las crias, las cuales deben tener un peso de 10
a 12 g. Las hembras suelen acabar con bajo peso al destete, reanudando su ciclo estral

a los pocos dias (Vargas et al., 2018).

2.2 Conejo

En condiciones naturales, la temporada reproductiva de los conejos comprende
desde el inicio de la primavera hasta el otofio, presentando las mayores tasas de
gestacién durante la primavera. Bajo condiciones experimentalmente controladas, la
temporada reproductiva se mantiene durante todo el afio. Se trata de una hembra
poliéstrica estacional de ovulacion inducida por la monta (Scapinello, 2014), la cual se

desencadena 11-12 horas después del apareamiento (Bakker y Baum, 2000). Por

-17 -
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consiguiente, el ciclo estral de la coneja solo es completo cuando se produce coito, el

resto de los ciclos son incompletos.

El ciclo estral en esta especie es extremadamente sensible a factores externos,
pudiendo desencadenarse la ovulacidn por estimulos diferentes a la monta. Entre estos
posibles estimulos estarian: cambios ambientales (luz y temperatura), alimentacion,
manejo y procesos de bioestimulacién como el alojamiento comunal o la aplicacion de
tratamientos hormonales. Estos factores se presentan como estimulos que llegan al
hipotalamo desencadenando la sintesis de hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), que estimula a la hipodfisis a producir hormona foliculo estimulante (FSH) y en
mayor escala hormona luteinizante (LH) que desencadenan la ovulacién sin monta
(Beyer et al., 2007; Scapinello, 2014). Este aspecto fisioldgico exige que las hembras sean
mantenidas en jaulas separadas, evitando asi la presencia de estimulos generados por
otros animales que provoquen la ovulacién, lo cual desencadenaria un periodo
denominado pseudogestacion o falsa gestacion de 16-18 dias de duracién (Vicente et

al., 2014).

Existe controversia acerca del comportamiento de la coneja a lo largo del ciclo
estral. Algunos autores afirman que la coneja se presenta receptiva sexualmente al
macho y con una tasa de fecundacién adecuada de manera constante, es decir, en fase
de estro persistente. Sin embargo, la mayoria de los investigadores afirman que la
coneja muestra un ritmo ciclico en la receptividad sexual con variaciones en la tasa de

fecundacion (Tabla 2) (Scapinello., 2014).

Tabla 2. Variabilidad de la tasa de fecundacién, aceptacion de la monta y coloracién de la vulva en la
coneja durante el ciclo estral. Tabla confeccionada a partir de los datos de Scapinello, 2014.

Dias del ciclo 1-4 5-9 10-11 12-16
Aceptacién de la monta ‘ 19,5% 63% 97,5% 32,2%
Tasa de fecundacion ‘ 0% 20% 80-90% 50%
Coloracion de la vulva ‘ Blanca  Rosada Roja Violacea

Este ritmo ciclico es debido a que se produce un desarrollo folicular en oleadas,

con la generacién de 5-10 foliculos en cada ovario. Cuando los foliculos alcanzan la

-18 -
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madurez producen estrégenos durante 12-14 dias, responsables del comportamiento
de celoy la receptividad sexual de la hembra. Si no se produce la ovulacion durante este
periodo, los foliculos degeneran disminuyendo el nivel de estrégenos y por consiguiente
la receptividad sexual por parte de la hembra. Tras 4-7 dias se desarrolla una nueva
oleada folicular volviendo a ser receptiva sexualmente al macho. Por tanto, la coneja
tiene un ciclo estral de 16-18 dias con unos 12-14 dias de receptividad sexual (fase de
estro), seguido de un periodo de no receptividad sexual de 2-4 dias, fase de proestro
(Patton, 1994; Scapinello., 2014). La vulva de la coneja presenta cambios fisicos
vinculados a la variacién en los niveles de estrégenos durante el ciclo estral. A medida
gue se aproxima el estro la vulva se va hinchando, humedeciendo y enrojeciendo hasta
alcanzar una tonalidad purpura al final del periodo de receptividad sexual. El momento
idoneo para la monta es cuando la vulva presenta tonalidad roja. Si la coneja ovula por
monta u otro factor desencadenante, la vulva vuelve a presentar un color rosa claro tras
24 horas (Scapinello, 2014; Harcourt-Brown, 2017). Una vez se ha producido la
ovulacidn, el foliculo se convierte en una nueva estructura endocrina denominada CL,
gue pasa a producir la hormona P4. Esta hormona es la encargada del mantenimiento
de la gestacidn, en el caso de haberse producido fecundacion, o del proceso de

pseudogestacion en su defecto (Figura 5).

PROESTRO
ESTRO
Cubricién/estimulo Ausencia de cubricién/estimulo
Ovulacién Ausencia de ovulacion Regresion folicular
Gestacion Foliculos atrésicos

—  Pseudogestacion

Figura 5. Ciclo estral en la coneja. Fases del ciclo estral en base a la presencia o no de monta, ovulacion y
fecundacidn. Figura modificada de Scapinello, 2014.
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Transcurridos 28 dias de gestacién se debe colocar el nidal y material para
preparar el lecho. Ademas, en torno a la fecha de parto la coneja deposita dentro del
nidal pelos que ella misma arranca de su regién ventral y de su papada para proteger a

las crias.

El parto tiene lugar 30-32 dias posmonta, en funcidon del nimero de fetos
gestados y de la estirpe genética. El diagndstico de gestacion se puede realizar entre el
dia 10-15 de gestacién. El método mas seguro y simple es la palpacion ventral. Para ello,
se realiza la contencidn de la hembra sujetandola con una mano por las orejas y un
pliegue de la piel de la regidn toracico-cervical, manteniéndola en la jaula o sobre una
mesa con la cabeza dirigida hacia el operador. Con la otra mano se hace la palpacion en
la region inguinal buscando localizar los embriones en el Utero, los cuales presentarian

un tamafio préximo a 1 cm en ese rango de dias (Scapinello, 2014).

El destete es recomendado realizarlo alrededor de los 30-35 dias de edad con un
peso de las crias de 200-300 g, pudiendo variar segun la estirpe. La coneja es capaz de
iniciar una nueva gestacién con éxito desde el mismo momento del parto y durante toda
la etapa de lactacién, no siendo por ello necesario esperar al destete para realizar una

nueva monta (Fuentes-Paredes et al., 2010).

3. Fecundacion y desarrollo embrionario

3.1 Hamster

En el hamster, los espermatozoides se depositan en el Utero durante la cépula
(Smith y Yanagimachi, 1989). La ovulacion en la hembra se suele producir
aproximadamente a las 8 horas posmonta y la fecundacion tiene lugar en la ampolla
oviductal 2 horas después de la ovulacion, es decir, unas 10 horas después de la monta

(Bavister et al., 1983).

Tras la fecundacién comienza el proceso de segmentacion. A las 6-10 horas se
observan los pronucleos. La primera division embrionaria (2 células) se produce a las

20-24 horas, momento de la activacidon del genoma embrionario en hamster (Seshagiri
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et al., 1992) y a las 44-48 horas la segunda division (4 células). La siguiente divisién
embrionaria (8 células) tiene lugar a las 56-58 horas, produciéndose la entrada al Utero
en torno a las 62 horas. Una vez en el Utero, en torno a las 65 horas ocurre el paso a
morula y a las 70-74 horas se forma el blastocisto temprano (Austin, 1956; Sato y
Yanagimachi, 1972; Bavister et al., 1983; McKiernan y Bavister, 1994; Trejo et al., 2005;
Seshagiri y Vani, 2019) (Figura 6).

Figura 6. Desarrollo embrionario in vivo en hamster dorado. A) Estadio de cigoto (se observan los dos
pronucleos en cada cigoto). B) Estadio de dos células. C) Estadio de cuatro células. D) Estadio de ocho
células. E) Estadio de ocho células y mérula. F) Estadio de blastocisto. Barra: 100 um. Figura tomada de
Pan et al., 2014.

Tras la formacién del blastocisto, la eclosién de la ZP es el siguiente paso
fundamental para lograr la implantacion. En esta especie, la eclosion se rige por la
interaccion de varios reguladores celulares (Gonzales et al., 1996) y moleculares

(Seshagiri et al., 2002, 2009; Roy y Seshagiri, 2013).

La implantacion del blastocisto comienza en torno a las 77 horas de la
fecundacion completdandose a las 122 horas (Austin et al., 1956; Sato y Yanagimachi,
1972; Bavister et al., 1983; Reese et al., 2008). Los embriones de hamster en las primeras
etapas de implantacién no pueden ser expulsados mediante lavado uterino, lo que
sugiere una firme adhesién en comparacion con los de ratén y rata (Reese et al., 2008).

La progesterona ovarica es requerida para la receptividad del Utero, implantacion y
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mantenimiento de la gestacién temprana en todos los mamiferos. Sin embargo,
mientras que en ratéon (McCormack y Greenwald, 1974; Paria et al.,, 1993) y rata
(Psychoyos, 1961) la progesterona maternal y los estrégenos son criticos para la
implantacion, en la mayoria de las especies incluido el hamster (Harper et al., 1969;
Greenwald, 1985), la cobaya (Deanesly, 1960), el conejo (George y Wilson, 1978) y el
cerdo (Perry et al., 1973) la implantacién puede ocurrir con la presencia solo de
progesterona, los estrégenos ovaricos no son necesarios. En torno al dia 8,5 poscoito se

forma la placenta corioalantoidea y hemicorial (Butler, 1970).

3.2 Conejo

En el conejo, los espermatozoides se depositan en la zona superior de la vagina
durante la copula (Overstreet y Cooper, 1978). La ovulacion, inducida por la monta en
esta especie, ocurre 11-12 horas después del apareamiento. La fecundacién se produce
en la ampolla oviductal 2 horas después de la ovulaciéon, es decir aproximadamente

14 horas después de la monta o IA (Bakker y Baum, 2000).

Durante el paso por el oviducto se va depositando alrededor de la ZP del embrién
una cubierta de mucina derivada de las secreciones oviductales. La secuencia del
proceso de segmentacidon en funcidn de las horas posmonta es la siguiente: a las
14-16 horas se produce la expulsidon del segundo corpusculo polar, a las 21-24 horas
tiene lugar la primera division embrionaria (2 células), a las 48 horas hay 8-16 células, a
las 60 horas se encuentran en estadio de mdrula y a las 72 horas se constituye el
blastocisto temprano (Figura 7) (Vicente et al., 2014). En esta especie la activacion del
genoma embrionario ocurre de una forma muy progresiva, adquiriendo especial
importancia para promover el desarrollo del embridn a partir del estadio de 8 a 16

células (Léandri et al., 2009).
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Figura 7. Desarrollo embrionario en conejo. A) Estadio de cigoto. B) Estadio de ocho células. C) Estadio de
morula temprana. D) Estadio de mdrula compacta. E) Estadio de blastocisto. Los asteriscos indican los dos
pronucleos en estadio de cigoto. Las flechas negras indican la ZP. Las flechas blancas sefialan el grosor de
la capa de mucina. Se muestra la masa celular interna (ICM) y el trofoectodermo (TE). Barra: 50 um. Figura
tomada de Garcia-Dominguez et al., 2019.

Una vez que el blastocisto ha alcanzado el Utero se inicia una etapa de intensa
proliferacién y diferenciacién del embrioblasto y el trofoblasto. En este periodo las
cubiertas embrionarias sufren importantes modificaciones, consecuencia tanto del
proceso de expansién del blastocisto como de la actividad enzimatica a la que se ven
sometidas. La ZP y la cubierta de mucina son progresivamente transformadas y
reemplazadas. De esta forma, el blastocisto presenta finalmente tres capas de distinto
origen. De mas externa a mas interna encontramos: el gliolema, que parece derivar de
las secreciones uterinas; la capa media, que parece representar restos de la capa de
mucina; y la neozona, que podria estar formada por secreciones del trofoblasto o por
secreciones uterinas que han difundido a través de las otras capas (Figura 8). Las
principales funciones que se han postulado para estas capas son facilitar la separacion
de los blastocistos en el cuerno uterino en el momento de la implantacion e inmovilizar
y orientar a éstos en los lugares de implantacion (Denker, 2000). Tras la llegada al utero
y hasta el quinto dia, los embriones colonizan progresivamente los cuernos uterinos. No
se producen migraciones de los embriones de un cuerno a otro debido a que los cuernos
uterinos en la coneja estan completamente separados entre si. Entre los dias 6-7 los

blastocistos incrementan su didmetro de 1 a 5 mm y se observa una distribucion
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equidistante entre ellos a lo largo del cuerno uterino. La expansidn del blastocisto no
solo provoca dicha separacion, sino que determina finalmente su inmovilizacion
guedando establecida la posicidn definitiva que ocuparad cada embrién en el cuerno
uterino durante la gestacién. Entre los dias 10-17 se desarrolla la placenta de tipo

corioalantoidea y hemocorial (Hoffman et al., 1998; Vicente et al., 2014).

1 2 3 4 5 6

qu L Sa— S—— S— ) 0 X o

perivitellin e spac e

tubal lumen uterine lumen

Figura 8. a) Esquema de la transformacién y reemplazo de La ZP y la cubierta de mucina del embridn de
conejo. b) Microscopia electronica de transmision de las capas del blastocisto a los 6,5 dias posmonta. Se
muestra la neozona (N), la capa de mucoproteina (M), y el gliolema (G). Aumento 11.500x.
Figura modificada de Denker, 2000.

4. Oviducto

Los oviductos, denominados trompas de Falopio en la especie humana, son dos
drganos tubulares intraperitoneales que por un extremo se abren hacia la cavidad
abdominal a través del infundibulo, en conexién intima con el ovario, y por el otro
extremo se comunican con la luz uterina mediante un segmento estrecho llamado unién
Utero-tubarica. Durante mucho tiempo han sido considerados como simples conductos
de transporte para embriones y gametos. Sin embargo, estudios posteriores han
confirmado que el oviducto y en particular el FO crean un microambiente que interviene
en importantes procesos claves para la fecundacion y la correcta fisiologia de los
gametos y del embridn: maduracién de gametos, seleccién espermatica, capacitacién y
desarrollo embrionario temprano (Killian, 2004; Holt y Fazeli, 2010; Coy et al., 2012;
Hunter, 2012; Li y Winuthayanon, 2017; Pérez-Cerezales et al., 2018; Gonzalez-Brusi et
al., 2020).
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4.1 Anatomia

A nivel anatdmico se han diferenciado cuatro regiones funcionales en el oviducto
de los mamiferos: infundibulo, ampolla, istmo y unién utero-tubdrica (Leese, 1988;
Menezo y Guerin, 1997). Sin embargo, el nimero de regiones, los nombres y los limites
de las regiones, asi como la longitud total del oviducto varia considerablemente entre
las especies animales (Abe y Oikawa, 1991; Yaniz et al., 2000; Hwang y Song, 2004; Yaniz
et al., 2006; Pedrero-Badillo et al., 2013). En el caso de la coneja el oviducto tiene una
longitud total de 8-13,5cm (McComb y Gomel, 1979) y en el hamster 4 cm
aproximadamente (Battalia y Yanagimachi, 1979). Dentro de las cuatro regiones que
constituyen el oviducto de los mamiferos el infundibulo es la regién mas préxima al
ovario, presenta forma de embudo y en su extremo se encuentran las fimbrias que son
prolongaciones que participan principalmente en el transporte de los évulos desde el
ovario hasta el interior del oviducto tras la ovulaciéon (Suarez y Wolfner, 2021). El
infundibulo se continta con la ampolla, parte del oviducto de mayor diametro y lugar
donde se produce la fecundacién en la mayoria de los mamiferos. Esta regién se
estrecha hasta el istmo, regidon donde se forma el reservorio espermatico en algunas
especies (Suarez, 2016) y finaliza en la unién utero-tubarica, porcién intramural en la

mujer, que se abre a la cavidad uterina.

4.2 Histologia

4.2.1 Capas del oviducto

El principal criterio para diferenciar las regiones del oviducto se basa en sus
caracteristicas histoldgicas. Asi, el oviducto estd formado por varias capas que
comprenden de mds externa a mas interna: una capa serosa, una capa muscular y una

Capa mucosa.

La capa serosa es la mas externa de todas ellas, estd formada por un mesotelio y
una delgada capa de tejido conjuntivo. La capa muscular estd compuesta a su vez por
dos capas, una capa circular interna mas gruesa y una capa longitudinal externa mas

delgada. Finalmente, la capa mucosa forma pliegues y posee un epitelio de
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revestimiento cilindrico simple compuesto por células secretoras y ciliadas y una l[dmina
propia de tejido conjuntivo laxo. Intercalado entre los pliegues hay un complejo sistema
de criptas, bolsillos y surcos (Abe y Oikawa, 1991; Hunter et al., 1991; Pedrero-Badillo et
al., 2013; Coy et al., 2018).

Cada una de las cuatro regiones que constituyen el oviducto en los mamiferos
presenta caracteristicas histoldgicas particulares que permiten su diferenciacién. De
esta forma, podemos observar que desde el infundibulo hasta la unién utero-tubarica el
grosor de la capa muscular aumenta mientras que el nimero, longitud y complejidad de
los pliegues de la capa mucosa disminuye (Figura 9) (Abe, 1996; Pedrero-Badillo et al.,

2013).

Figura 9. Fotografia de un corte histoldgico de ovario y oviducto de hamster dorado tefiido con
hematoxilina-eosina. Se observa el ovario (Ov) rodeado por una bursa (Br) e intimamente ligado a la
apertura infundibular/fimbrias del oviducto (In). También se muestran las regiones de la ampolla (Am) y
del istmo (Is) del oviducto, apreciandose la variacién del nimero, longitud y complejidad de los pliegues
del epitelio de la capa mucosa entre dichas regiones. Barra: 200 um.
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4.2.2 Células del epitelio oviductal

En el epitelio cilindrico simple del oviducto de los mamiferos estan presentes dos
tipos de células principalmente, las células secretoras no ciliadas y las células ciliadas
(Umezu y Tomooka, 2004; Yamanouchi et al., 2010). Las células secretoras del oviducto
tienen forma cilindrica, un citoplasma eosinéfilo y un nucleo grande, basdfilo y esférico.
Estas células presentan microvellosidades en su extremo apical, sintetizan proteinas
activamente y poseen numerosos granulos de secrecidn positivos al acido peryddico de
Schiff (PAS) (Johnson y Foley, 1974). Ademas, las células secretoras son las encargadas
del mantenimiento del epitelio oviductal, dividiéndose para dar lugar a nuevas células
secretoras y diferencidandose en células ciliadas (Ghosh et al., 2017). Las células ciliadas
tienen forma cilindrica y poseen cilios que se mueven en direccién al Utero, participando
en el transporte de évulos y embriones en dicha direccién (Figura 10) (Abe y Oikawa,
1993). En referencia al transporte oviductal cabe citar al gen receptor D1 acoplado a la
proteina G (Adgrd1l). Este gen se expresa en la membrana plasmatica de las células
secretoras y ciliadas del epitelio oviductal, siendo las ratonas KO para Adgrd1 estériles
debido a una retencién de los embriones en la regidn de la ampolla (Bianchi et al., 2021).
Estos resultados demuestran que estas células desempefian un papel crucial en el

transporte del embrién a nivel oviductal.

LU

Figura 10. Fotografia electrénica del epitelio oviductal de hamster dorado. Se muestra: célula secretora
(SC), célula ciliada (CC), cilios (Ci), nucleo (N) y granulos secretores (SG). Barra: 2 um. Figura modificada
de Abe y Oikawa, 1993.
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La distribucion de los dos tipos celulares varia tanto entre las diferentes regiones
del oviducto como dentro de los pliegues que forman la capa mucosa. Las células
secretoras son mas abundantes en la regidn del istmo y las células ciliadas en la ampolla
e infundibulo (Abe y Oikawa, 1991; Coy et al., 2018; Pedrero-Badillo et al., 2013). En
particular, en el oviducto del hamster dorado el nimero de células ciliadas en las
fimbrias es muy elevado en comparacion con el del resto de regiones, mientras que las
células secretoras representan el 65% y 97% de todas las células epiteliales de la ampolla
e istmo respectivamente (Abe y Oikawa, 1991; Abe, 1996). En coneja el numero de
células ciliadas constituye el 65% de todas las células epiteliales de las fimbrias, mientras
gue en ampolla e istmo hay un predominio claro de las células secretoras (Rumery y
Eddy, 1974; Pedrero-Badillo et al., 2013). En cuanto a la distribucién dentro de los
pliegues, se ha visto en la especie porcina que las células ciliadas son mds abundantes a
lo largo de las paredes laterales y en la region apical de los pliegues de la mucosa que
en la zona basal (Yaniz et al., 2006). La distribucion de los dos tipos celulares a lo largo
del oviducto tiene un significado funcional. Asi, las células ciliadas son abundantes en
los lugares donde el évulo ha de ser captado por la superficie oviductal, mientras que
las células secretoras predominan donde su secrecién es necesaria en la interaccién
ovulo-espermatozoide y el desarrollo embrionario preimplantacional (Abe y Hoshi,

2008; Yamanouchi et al., 2010).

Las células ciliadas desempenan un papel importante en el transporte de
gametos (Odor y Blandau, 1973; Coy et al., 2018). Sin embargo, las células secretoras no
ciliadas sintetizan y liberan productos especificos de secrecién (Oliphant, 1986; Abe,
1996; Coy et al., 2018; Saint-Dizier et al., 2019). Las secreciones de las células no ciliadas
forman el FO junto al trasudado del plasma sanguineo (Leese, 1988; Leese et al., 2001;
Coy et al., 2018; Marins et al., 2022). Algunas de estas proteinas secretadas se asocian a
los gametos y al embridn, pudiendo desempenar un papel importante en los eventos
reproductivos (Hunter, 1994; Gandolfi, 1995; Avilés et al., 2015; Gonzalez-Brusi et al.,

2020).

El nimero relativo de estas células se ha estudiado en una gran variedad de

especies durante todo el ciclo estral y bajo diversas condiciones experimentales. En la
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mayoria de las especies se han observado cambios en el numero relativo de células
secretoras y ciliadas a lo largo de las fases del ciclo (Brenner, 1969; Rumery y Eddy, 1974;
Verhage et al., 1979, 1990; Odor et al., 1980; Abe y Oikawa, 1989, 1991, 1992, 19934, b;
Abe, 1994; Odor y Augustine, 1995).

Estos cambios ciclicos estan bajo la influencia hormonal de los estrégenos y la
progesterona que modulan la proporcion de células ciliadas y secretoras en el oviducto
y, por ende, afectan a la actividad biosintética del mismo (Buhi 2002). Entre las especies
en las que se han observado estos cambios destaca la especie humana y algunos
primates, formandose un gran nimero de cilios durante la fase folicular y apareciendo
una amplia atrofia y deciliaciéon durante la fase lutea (Brenner, 1969; Verhage et al.,

1979; Odor et al., 1980).

En el caso de la coneja también se ha observado esta variaciéon en el nimero
relativo de células secretoras y ciliadas asociada al ciclo estral, mostrando una
disminucion en el nimero de cilios durante la fase litea y un aumento de estos durante
la fase estral (Ozen et al., 2010). Previamente a este estudio, ya se demostré que las
hormonas esteroideas tienen un efecto sobre las células ciliadas y secretoras del epitelio
oviductal de la coneja. Las conejas ovariectomizadas muestran una gran reduccién en el
numero de cilios presentes en la superficie del epitelio oviductal, produciéndose una
recuperacién casi completa tras la administracién de estrégenos (Odor y Blandau, 1973;
Rumery y Eddy, 1974). Sin embargo, en el caso del hamster dorado la proporcién de
células secretoras y ciliadas del epitelio oviductal no varia durante el ciclo estral en
ninguna region (Figura 11) (Abe, 1996). Estos resultados sugieren que los cambios en la
proporcidn de células ciliadas y secretoras en el epitelio oviductal puede estar asociado
aladuraciéon del ciclo estral de la especie. Asi, especies con un ciclo estral largo muestran
cambios mas evidentes en comparacién con las que poseen un ciclo estral corto

(Roberson et al., 2021).
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Figura 11. Porcentajes medios de células secretoras (a) y ciliadas (b) en las fimbrias/infundibulo (F), la
ampolla (A) y el istmo (I) del oviducto de hamster dorado durante el ciclo estral. Los valores se expresan
como media de la media ponderada (N=7). Figura tomada de Abe, 1996.

4.3 Fluido oviductal

4.3.1 Formacion del fluido oviductal

La formacién del FO estd regulada hormonalmente (Bishop, 1956; Mastroianni
et al.,, 1961; Hunter et al., 2007; Hunter, 2012). La procedencia de las hormonas
involucradas es diversa. Algunas tienen su origen en el fluido peritoneal, como las
hormonas procedentes del intestino y mesenterios y las asociadas a depdsitos de tejido
graso como la leptina. Las células foliculares y el fluido folicular también pueden ser una

fuente hormonal que influya sobre el oviducto (Hunter et al., 2007; Hunter, 2012).

Otros elementos reguladores de la formacidn del FO son los neurotransmisores
del sistema nervioso como la adrenalina, la noradrenalina y la acetilcolina. Su influencia
puede ser indirecta, disminuyendo o aumentando el aporte sanguineo mediante
vasoconstriccion o vasodilatacién y por consiguiente afectando a la formaciéon de FO; o
directa, siendo responsables de absorcion en presencia de noradrenalina y secrecién

bajo la accién de la acetilcolina (Leese, 1988; Jankovic et al., 2004).
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En el caso de la mujer, la principal fuerza motriz implicada en la formacién del FO
es la secrecion transepitelial de iones cloro (CI) al oviducto (Dickens et al., 1995, 1996).
Mediante el cultivo in vitro de células epiteliales de oviducto de coneja se ha
demostrado que la adrenalina favorece el transporte de iones Cl" desde la zona basal a
la apical de la célula, mientras que el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) favorece el
transporte en sentido contrario produciéndose absorcidn (Dickens et al., 1993; Leese et

al., 2001).

4.3.2 Composicion del fluido oviductal

El FO estd formado por componentes transportados pasiva o activamente a
través de la barrera epitelial desde la sangre circulante o el tejido intersticial, o bien
secretados de novo por las células epiteliales del oviducto (Leese, 1988; Leese et al.,

2001; Coy et al., 2018; Marins et al., 2022).

Se ha identificado una compleja mezcla de moléculas, desde pequenos
metabolitos y hormonas de bajo peso molecular (PM) hasta lipidos, proteinas y
glicoproteinas de alto PM (Aguilar y Reyley, 2005; Yu et al., 2019; Saint-Dizier et al.,
2019). También pueden estar presentes de manera minoritaria una pequefia fracciéon
proveniente del fluido folicular por la ruptura de los foliculos ovaricos tras la ovulacién,
cantidades simbdlicas de fluido uterino en caso de reflujo a través de la unién
Utero-tubarica e incluso fluido peritoneal en las especies con bolsa ovarica abierta

(Leese, 1988; Hunter et al., 2007).

4.3.2.1 Agua y electrolitos

El componente mayoritario del FO es el agua. Esta es transportada de manera
pasiva mediante gradiente osmatico. Los electrolitos presentes en el FO proceden del
plasma sanguineo y son los responsables primarios del pH y de la osmolaridad del FO
(Leese y Gray, 1985; Gott et al., 1988; Grippo et al., 1992). Ademds, algunos de ellos
influyen de manera importante en la capacitaciéon y movilidad espermatica, la reaccién
acrosomica (RA), la fecundacién y el desarrollo embrionario (Brown et al., 2019; Gateska

et al.,, 2022).
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4.3.2.2 Pequeios metabolitos y carbohidratos

Los aminodacidos (aa) presentes en el FO pueden servir al embrion como
precursores de proteinas y acidos nucleicos; pero también como fuente de energia,
sefializacion de moléculas y osmolitos (Guérin y Ménézo, 1995; Aguilar y Reyley, 2005;
Kranc et al., 2018). La importancia de los aa durante el desarrollo embrionario fue ya
indicada en 1983 por Bavister y colaboradores, los cuales demostraron que la adicién de
los aa glutamina, fenilalanina, metionina e isoleucina al medio de cultivo embrionario
generaba un incremento del desarrollo desde el estadio de 8 células a blastocisto

(Bavister et al., 1983).

Dentro de los aa identificados en el FO de los mamiferos la alanina, la glicina, la
glutaminay la lisina son los mas abundantes, presentando la glicina un claro predominio
en todas las especies estudiadas (Leese et al., 1979; Hugentobler et al., 2007; Li et al.,
2007; Leese et al., 2008; Guérin et al., 2012). Un reciente estudio ha demostrado que la
glicina regula el desarrollo preimplantacional de cigotos de ratdn a través de receptores
de glicina. Entre ellos, la subunidad alfa-4 (Glra4) y la subunidad B se expresan en el
estadio de cigoto, y la carencia de Glra4 frena el desarrollo embrionario hasta la fase de
blastocisto, disminuye el nUmero de células en los blastocistos y reduce el tamafio de la
camada (Nishizono et al., 2020). Estos resultados podrian explicar el predominio de la

glicina en el FO respecto al resto de aa.

Para producir energia, el embridon temprano utiliza principalmente el
metabolismo oxidativo a partir de lactato y piruvato, cambiando progresivamente a un
metabolismo glucolitico desde su salida del oviducto (Leese, 2012; Gonzalez-Fernandez
et al., 2020; Chen et al., 2022). Asimismo, se ha observado que desde la fase de cigoto
hasta la de morula, los embriones absorben muy poca glucosa dependiendo
principalmente del lactato y el piruvato para obtener energia (Leese y Barton, 1984;
Gardner et al., 1993; Dean, 2019). El lactato esta presente en el FO en concentraciones
mucho mas elevadas que en el suero (Gardner et al., 1996; Harris et al., 2005;
Hugentobler et al., 2008; Dean, 2019), mientras que la glucosa presenta menor
concentracién en FO que en suero (Gardner y Leese, 1990; Gardner et al., 1996; Dean,

2019). Recientes analisis metaboldmicos del FO equino y bovino detectaron un elevado
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numero de sustratos energéticos adicionales como el mioinositol, el malonato y el

succinato (Lamy et al., 2018; Gonzalez-Fernandez et al., 2020).

4.3.2.3 Lipidos

Los carbohidratos son la principal fuente de energia para los embriones. Sin
embargo, el FO contiene también lipidos incluyendo colesterol, triglicéridos y acidos
grasos (Drews et al., 2018; Banliat et al., 2019). La capacidad de absorcion de acidos
grasos por parte del embrién se ha demostrado en varios estudios (Waterman y Wall,
1988; Ashworth et al., 2009; Rodriguez et al., 2018), pudiendo proporcionar una fuente
potencial de energia (Sturmey et al., 2009; Sutton-McDowall et al., 2012) y desempefiar

funciones clave en la proliferacién y diferenciacién celular (Ferguson y Leese, 2006).

Estudios previos han demostrado que los dacidos grasos intervienen en la
modificacion de las propiedades fisicas y las funciones de las membranas bioldgicas,
ademas de tener efectos potenciales sobre la maduracion de los ovocitos, el desarrollo
y el transporte embrionario (Kane, 1979; Stubbs y Smith, 1984; Warzych y Lipinska,
2020). Asi, las dietas enriquecidas con acidos grasos consumidas en torno al periodo de
fecundacion y los primeros dias de gestacion muestran correlacion positiva con la tasa
de ovulacidn, el desarrollo y la calidad del embrién (Ashworth et al., 2009; Rodriguez et

al., 2018; Hadjadj et al., 2021).

4.3.2.4 Proteinas

Recientemente, el conocimiento sobre el contenido proteico del FO en los
mamiferos ha aumentado considerablemente gracias a la espectrometria de masas
(Itze-Mayrhofer y Brem, 2020). Entre las especies analizadas encontramos a la cerda
(Georgiou et al., 2005; Mondéjar et al., 2012; Acuina et al., 2017), la coneja (Yu et al.,
2016, 2019), la oveja (Soleilhavoup et al., 2016), la perra (Reynaud et al., 2015), la vaca
(Pillai et al., 2017; Lamy et al., 2018) y la yegua (Smits et al., 2017; Fernandez-Hernandez
et al., 2021). Las proteinas mds abundantes sintetizadas por el oviducto en la especie
bovina son: oviductina, proteinas de choque térmico (HSP90B1, HSP90AB1, HSP90AA1,
HSPAS8, HSPA1B, HSPA5S), anexinas (ANXA1, ANXA2, ANXA4 y ANXA5), subunidades de
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tubulina (TUBB5, TUBA4A), complemento C3 y miosinas (MYH9, MYH14) (Lamy et al.,
2017). En la coneja, los estudios protedmicos sugieren que las proteinas oviductales
mayoritarias en esta especie coinciden con las proteinas mayoritarias detectadas en el

oviducto bovino a excepcién de MYH14 (Yu et al., 2016, 2019).

La mayoria de las proteinas identificadas en el FO se han clasificado como
proteinas citoplasmaticas, mientras que solo una pequena fraccidn de las proteinas
(13-27%) se han clasificado como secretadas (Mondéjar et al., 2012; Saint-Dizier et al.,
2019). No esta esclarecido cémo las proteinas intracitoplasmicas pueden ser exportadas
en una proporcion tan elevada al FO, de manera que su deteccién puede ser debida a la
descamacion celular y al posible dafio celular provocado durante las técnicas de
recoleccidon (Saint-Dizier et al., 2019). Sin embargo, el aislamiento de vesiculas
extracelulares (VE) en el FO muestra un enriquecimiento en muchas proteinas de
reticulo endoplasmatico, citosol o integrales de membrana. Esto implica que una gran
cantidad de las proteinas constituyentes del FO son liberadas como parte de estas VE
(Al-Dossary et al., 2015; Al-Dossary y Martin-Deleon, 2016; Almifiana et al., 2018). Seguln
el origen de las VE pueden distinguirse dos tipos principales, exosomas y microvesiculas.
Los exosomas son VE generadas por el endosoma de las células eucariotas que se liberan
al medio cuando un cuerpo multivesicular se fusiona con la membrana plasmatica.
Tienen un tamano de 25-100 nm y en su interior se han hallado proteinas, ARNms y
micro-ARNs (Théry et al.,, 2002; Valadi et al.,, 2007; Kalra et al., 2012; Al-Dossary y
Martin-Deleon, 2016; Van Niel et al., 2018; Almifiana et al., 2018). Los exosomas se
pueden encontrar en fluidos bioldgicos de mamiferos incluyendo los de naturaleza
reproductiva, recibiendo nombres concretos en funcién de su procedencia como es el
caso de los oviductosomas presentes en oviducto (Al-Dossary et al., 2013). Las
microvesiculas son VE de 50-1000 nm de tamafio, liberadas por gemacion y fusion de la
membrana plasmatica hacia el medio extracelular (Théry et al., 2002; Tricarico et al.,

2017; Van Niel et al., 2018).

Entre las primeras proteinas identificadas en los oviductosomas encontramos la
ATPasa transportadora de calcio de la membrana plasmatica 4 (PMCA4) y la molécula

de adhesidon espermatica 1 (SPAM1), asociadas a pasos esenciales previos a la
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fecundacion (Griffiths et al., 2008; Al-Dossary et al., 2013). Ademas, se han identificado
proteinas implicadas en la unién espermatozoide-évulo, la fecundacién y el desarrollo
embrionario, asi como numerosas proteinas ribosomales (Almifiana et al., 2017;
Almifiana et al., 2018). Las VE in vivo presentan oviductina, proteina de choque térmico
A8 (HSPA8) y miosina 9 (MYH9) y la coincubacién de dichas VE con embriones bovinos
producidos in vitro aumenta la tasa de blastocistos, prolonga la supervivencia de los
embriones en el tiempo y mejora su calidad (Almifiana et al., 2017). Estos resultados
demuestran el impacto funcional de estas VE en el desarrollo embrionario. Un reciente
estudio ha demostrado que la composicidn de las VE estd bajo regulacién hormonal, al

menos en la especie bovina (Almifiana et al., 2018).

4.3.2.5 Hormonas

Las hormonas de bajo PM (~300 Da), como los esteroides y las prostaglandinas,
producidas en altas concentraciones por los foliculos ovaricos y los CLs, pueden llegar al
FO localmente por transporte activo desde la rama oviductal de la vena ovarica. También
es posible una difusion local de hormonas desde la red linfatica del mesovario hasta la
luz del oviducto (Hunter., 2012). Las hormonas ovaricas P4 y estradiol (E2) se detectan
en el FO durante todo el ciclo estral de las hembras, pero sus concentraciones varian
mucho entre especies. En conejos, la P4 y el E2 oviductal se encuentran en
concentraciones mds o menos similares a las presentes en el suero circulante (0,5 ng/ml
de progesterona y 50-120 pg/ml de estradiol) (Richardson y Oliphant, 1981). Por el
contrario, en el hamster la concentracion de P4 en el FO disminuye de 175,06 ng/ml en
el periodo preovulatorio a 44,01 ng/ml tras la ovulacion, pero mantiene en ambos casos
concentraciones mucho mas altas que las presentes en el suero circulante
(5,64-12,85 ng/ml) (Libersky y Boatman, 1995). En el FO también estan presentes otras
hormonas esteroideas ademads de la P4 y el E2. Asi, mediante espectrometria de masas
se han detectado a lo largo del ciclo estral en el FO bovino: testosterona, estrona,

cortisol, cortisona y numerosos metabolitos de la progesterona (Lamy et al., 2016).

Las prostaglandinas también estdn presentes en el FO. Estas junto con las

hormonas esteroideas pueden participar en el transporte de gametos y embriones a
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través de sus efectos moduladores sobre la contractilidad muscular y la frecuencia de
los batidos ciliares en el oviducto (Coutinho y Maia, 1971; Weber et al.,, 1991;
Wijayagunawardane et al., 2001; Li y Winuthayanon, 2017). En ratéon hay 10 veces mds
prostaglandina I, en el dia 2 que en el dia 4 posmonta, reduciéndose su concentracién
cuando los embriones eclosionan en el utero (Huang et al., 2004). Estos datos sugieren

un papel potencial de esta prostaglandina durante el desarrollo embrionario temprano.

5. Oviductina

La glicoproteina oviductal 1 u oviductina es codificada por el gen OVGP1 y es la
proteina no sérica mayoritaria en el FO. Fue detectada por primera vez en conejo
(Oliphant et al., 1984) y hamster (Oikawa et al., 1988) como una proteina de alto PM
producida y secretada al FO por las células no ciliadas del epitelio oviductal y que se unia
a laZP de los 6vulos tras su paso por el oviducto. Posteriormente ha sido identificada en
numerosas especies de mamiferos (Tabla 3). De todas las especies estudiadas hasta el
momento cabe destacar que OVGPI1 es un pseudogén en la rata (Rattus norvegicus)
(Tian et al., 2009) y el gran zorro volador (Pteropus vampyrus) (Moros-Nicolas et al.,

2018).
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Tabla 3. Especies de mamiferos en las que ha sido detectada la proteina oviductina. Tabla modificada de

la Tesis Doctoral de Algarra, 2016.

Especie

Babuino
(Papio anubis)

Cabra
(Capra aegagrus hircus)

Cerdo
(Sus scrofa)

Chimpancé
(Pan troglodytes)
Conejo
(Oryctolagus cuniculus)

Gato
(Felis catus)

Hamster
(Mesocricetus auratus)

Mono Rhesus
(Macaca mulatta)

Oveja
(Ovis aries)

Perro
(Canis lupus familiaris)

Raton
(Mus musculus)

Ser humano
(Homo sapiens)

Vaca
(Bos taurus)

Referencias

(Fazleabas y Verhage, 1986; Verhage y
Fazleabas, 1988; Donnelly et al., 1991;
O’Day-Bowman et al., 1996; Verhage et
al., 1997a)

(Abe et al., 1995a; Pradeep et al., 2011)

(Buhi et al., 1989; Buhi et al., 1990; Buhi
et al., 1996; Kouba et al., 2000; Merchan
et al., 2006)

(Kim et al., 2011)

(Oliphant y Ross, 1982; Yong et al., 2002;
Merchan et al., 2009; Garcia et al., 2010)

(Hachen et al., 2012; Hribal et al., 2014)

(Léveillé et al., 1987; Oikawa et al., 1988;
Robitaille et al., 1988; Kan et al., 1990;
Suzuki et al., 1995; Schmidt et al., 1997;
Abe et al.,, 1998; O'Day-Bowman et al.,
2002; McBride et al., 2004)

(Verhage et al., 1997b; Yan et al., 2011)

(Sutton et al., 1984; Gandolfi et al., 1989;
Gandolfi et al., 1991; DeSouza y Murray,
1995; Hill et al., 1996a, 1996b; Hill et al.,
1997)

(Saint-Dizier et al., 2014)

(Kapur y Johnson, 1985; Sendai et al.,
1995; Araki et al., 2003)

(Rapisarda et al., 1993; Arias et al., 1994;
O’Day-Bowman et al., 1995; Briton-Jones
et al., 2001; Briton-Jones et al., 2004)

(Malayer et al., 1988; Boice et al., 1990a;
King et al., 1994; Satoh et al., 1995; Abe
et al., 1995c; Martus et al., 1998)
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5.1 Caracterizacion bioquimica

La secuencia de aa de la proteina oviductina presenta una longitud variable entre
especies (Avilés et al., 2010). El marco abierto de lectura del gen OVGP1 codifica para
un péptido sefal de unos 11-21 aa y una proteina de 527 a 721 aa segun la especie. La
secuencia codificante de OVGP1 esta constituida por 11 exones, ubicandose la secuencia

sefial en los exones 2 y 3 y el péptido maduro entre los exones 4-11 (Buhi, 2002).

El analisis de la secuencia entre especies indicd que la proteina oviductina tiene
un alto grado de identidad (77-84%) y similitud (86-90%) en la regidn N-terminal y un
bajo grado de identidad (37-63%) y similitud (50-75%) en la regién C-terminal, lugar
donde estan principalmente localizadas las posibles O-glicosilaciones (Buhi, 2002). Las
principales diferencias en la regién C-terminal de la proteina se encuentran en el exén 11
(Verhage et al., 1997a). Las proteinas oviductinas maduras y totalmente glicosiladas
varian en PM segun la especie: 90-95 kDa en animales domésticos, 110-150 kDa en
primates y 160-350 kDa en roedores. La variabilidad encontrada se atribuye a las
diferencias en los patrones de glicosilacion (Verhage et al., 1997a). En el hamster
(Robitaille et al., 1988; Paquette et al., 1995; McBride et al., 2004; Yang et al., 2015), el
conejo (Yong et al.,, 2002) y el ser humano (O'Day-Bowman et al., 1995) el PM de
oviductina es de 160-350 kDa, 66 kDa y 110-130 kDa respectivamente. Los distintos
grados de glicosilacién de oviductina dan lugar a diferentes polimorfismos y glicoformas,
ademads dentro de la misma especie como ocurre en conejo (Merchan et al., 2007;
Merchan et al., 2009), hamster (McBride et al., 2005; Paquette et al., 1995) y la especie
humana (Lapensée et al., 1997; Buhi, 2002).

La glicosilacion juega un papel critico en la actividad bioldgica de la oviductina.
La eliminacion del acido sialico y los azucares de tipo N-unidos genera una reduccién
significativa en la habilidad de la oviductina bovina para mantener la viabilidad
espermatica (Satoh et al., 1995). Ademas, los azlcares presentes en la oviductina
parecen ser esenciales para mantener la hidrofilia de la proteina en el entorno
extracelular, ya que su deglicosilacién completa da lugar a una proteina insoluble (Satoh

et al., 1995). También se han detectado diferencias en la glicosilacién a lo largo del ciclo

-38 -



Ill. Revisidn bibliogrdfica

estral, lo que podria ser responsable de sus diferentes acciones bioldgicas (McBride et

al., 2004, McBride et al., 2005).

El analisis in silico de oviductina reveld un dominio en la regién N-terminal que
la asemeja a las proteinas quitinasas pertenecientes a la familia glicosil-hidrolasas 18
(GH18). Sin embargo, el dominio catalitico de oviductina carece de un residuo esencial
de acido glutamico lo que hace que sea una quitinasa inactiva (Malette et al., 1995;
Huang et al., 2012). La presencia de un numero variable de repeticiones en tandem en
la region C-terminal también clasifica a oviductina como miembro de la familia de las
mucinas (Lapensée et al., 1997; Buhi, 2002). Teniendo en cuenta que estas regiones en
tandem suelen estar fuertemente glicosiladas, la proteina oviductina de hamster y ratén
gue tienen un mayor numero de ellas, pueden estar mas relacionadas con las mucinas
que sus homodlogas de otras especies (Paquette et al., 1995; Sendai et al., 1995; Buhi,

2002).

La comparacion in silico de la secuencia aminoacidica de oviductina entre
especies reveld cinco regiones distintas (A-E) que se conservan de forma diferente entre
los grupos de mamiferos (Figura 12) (Avilés et al., 2010). Las regiones A y D estan
conservadas en los diferentes mamiferos. La regidon A se corresponde con la region
N-terminal y ambas poseen un alto grado de identidad entre especies (DeSouza y
Murray, 1995; Avilés et al., 2010). La regién B presenta baja identidad entre especies,
conteniendo multiples indels. La regién C solo estd presente en el género Mus y la
region E es caracteristica de la especie humana, orangutan y chimpancé (Avilés et al.,
2010). Por tanto, todas las proteinas oviductina de mamiferos poseen la region A
arquetipica del dominio quitinasa en la regiéon N-terminal, pero difieren en la longitud
total de la proteina y en la presencia o ausencia de las otras regiones del extremo

C-terminal (Algarra et al., 2016).
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Dominio familia Glicosil hidrolasas 18

Hombre
Chimpancé
Orangutan
Macaco
Babuino
Ratén
Hamster
Conejo
Oveja
Vaca
Cerdo
Perro
Zariglieya

Ornitorrinco

m

Regién variable (A-B-C-D-E)

Figura 12. Representacién esquemadtica de las regiones (A, B, C, D y E) de la proteina oviductina en
diferentes especies de mamiferos. Figura tomada de Avilés et al., 2010.

La regién de unién de la oviductina a la ZP fue determinada recientemente
mediante la generacién de oviductinas recombinantes con supresién de las diferentes
regiones. Todas las glicoproteinas recombinantes de oviductina que contenian la regién
A mantuvieron su capacidad de union a la ZP, sugiriendo que la regién A contiene un
dominio de unidn a esta matriz. La supresién de la regidon C-terminal redujo la capacidad
de la glicoproteina para penetrar a través de la ZP e impidid la endocitosis de la
oviductina. Este hecho afectdé a la estructura de la matriz de la ZP aumentando su
resistencia a la digestion por proteasas (Algarra et al., 2016). Estos resultados indican
gue la presencia o ausencia de regiones conservadas en el extremo C-terminal de
oviductina es responsable de las modificaciones en la asociacién con la ZP, afectando a
la estructura de la ZP y por consiguiente haciendo que sea permisiva a la penetracién

del espermatozoide y a la endocitosis de oviductina por el évulo (Algarra et al., 2016).

5.2 Secrecion y localizacion

La proteina oviductina es sintetizada y secretada por las células secretoras del
epitelio oviductal (St-Jacques y Bleau 1988; Kan et al., 1988; Zhao et al., 2022). Mediante

técnicas de inmunomarcaje se ha detectado su presencia en el aparato de Golgiy en los
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granulos de secrecion de las células secretoras del epitelio oviductal (Figura 13)
(Oliphant et al., 1984; Kan et al., 1988; Abe y Oikawa, 1991; Rapisarda et al., 1993;
Murray y DeSouza, 1995; McBride et al., 2004).

Figura 13. Inmunolocalizacién de oviductina en oviducto de hamster dorado. Fotomicrografias
electrdnicas de secciones ultrafinas del oviducto que muestran inmunomarcaje con particulas de oro para
oviductina de hamster por medio de un anticuerpo policlonal contra oviductina recombinante de hamster.
(A) Los granulos secretores (SG) de las células secretoras no ciliadas (SC) estan intensamente marcados.
Sin embargo, la membrana de los granulos secretores (flechas cortas), la membrana apical (cabezas de
flecha) y la membrana lateral (flechas largas) carecen de particulas de oro. Las células ciliadas (CC) no
estan marcadas, excepto por unas pocas particulas de oro asociadas a los cilios (C) que se extienden hacia
el lumen del oviducto. Aumento 17.000x. (B) Ampliacién de una célula secretora del epitelio oviductal que
muestra una alta concentracion de particulas de oro en los granulos secretores (SG) y en el interior de los
saculos de Golgi (asteriscos). Aumento 33.000x. Figura modificada de McBride et al., 2004.

Estudios sobre la sintesis y secrecidon de oviductina indican que se produce
exclusivamente en el epitelio oviductal (Buhi 2002; Avilés et al., 2010). Sin embargo, se
ha detectado dicha proteina en el Utero de varias especies entre las que se encuentran
el ser humano (Laheri et al., 2018), el hamster (Roux et al., 1997) y el conejo (Hendrix et

al., 2001; Merchan et al., 2007).

La expresion de OVGP1 y la secrecion de oviductina en el epitelio oviductal esta
regulada de forma estrégeno-dependiente durante el ciclo estral en la mayoria de las
especies. Se encontrd un elemento incompleto de respuesta a los estrégenos (iERE)
(5'-GGTCANNTGACT-3’) en la posicién 150-162 pb, antes del coddn de inicio de la regién
promotora del gen humano OVGP1 (HuOVGP1) (Agarwal et al., 2002). Esta secuencia
iERE de HUOVGP1 es capaz de unirse al receptor de estrégenos Erp, pero no al ERa.
También se encontré el mismo sitio iERE en la regién promotora de OVGP1 de conejo,

hamster y ratdon (Merchan et al., 2007). Se ha confirmado la variacion en la expresiéon
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de ARNm y secrecidn de oviductina a lo largo del ciclo estral o menstrual en la mayoria
de las especies de mamiferos analizadas entre las que se encuentran la mujer, la cerda,
la mujer, la oveja, la perra y la vaca (Lee et al., 1990; Buhi et al., 1991; Donnelly et al.,
1991; Arias et al., 1994; DeSouza y Murray, 1995; O'Day-Bowman et al., 1995; Buhi et
al., 1996; Verhage et al., 1997a, 1997b; Lok et al., 2002; Saint-Dizier et al., 2014). Los
niveles de ARNm y proteina se encuentran muy bajos o ausentes durante la fase Iutea,
detectandose los niveles maximos durante la fase folicular. Durante el periodo de
maxima expresién también aumenta el nimero de granulos secretores que contienen
oviductina en el borde apical de las células secretoras del epitelio oviductal, asi como la

cantidad de oviductina en el FO (Buhi, 2002).

En hamster, Komiya y colaboradores en 1996 observaron que la expresién de
ARNm de OVGP1 también se modificaba entre las etapas del estro y diestro en esta
especie, pero solo en la ampolla oviductal. Un nivel basal del transcrito se mantenia
durante todo el ciclo estral en la region de la ampolla y del istmo (Komiya et al., 1996).
En base a estos resultados, Roux y Kan mostraron por medio de un andlisis cuantitativo
que en hamster se encontraba un maximo de oviductina en los granulos secretores de
las células no ciliadas en la fase de estro, mostrandose un minimo de senal en la fase de
diestro (Roux y Kan, 1995). También se han demostrado otros cambios en el epitelio
oviductal de hamster como es la variacion en la actividad de la glucosiltransferasa en el
momento de la ovulacion. Cambio posiblemente asociado a la presencia del nivel mas
alto de oviductina glicosilada en la fase de estro y el mas bajo en el diestro, sugiriendo
qgue la glicosilacién de oviductina puede ser necesaria para sus funciones durante la
fecundacion (McBride et al., 2004). Estos resultados corroboran que la expresién de
OVGP1 esta regulada por estrégenos en la mayoria de las especies, pudiendo tener una
respuesta diferente en especies con un ciclo estral largo en comparacion con las que

poseen un ciclo estral corto, como los roedores.

En el caso de la coneja no se ha determinado variacion de los niveles de
oviductina durante su ciclo estral, pudiendo estar asociado al hecho de que se trata de
una especie de ovulacién inducida teniendo ciclos estrales incompletos en ausencia de

monta o IA. Sin embargo, si se ha detectado un aumento en la concentracién de
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oviductina en muestras de FO de coneja a las dos horas de realizar IA (Steinberger et al.,
2017; Yu et al., 2019). Ademas, se observé una correlacidon positiva entre la abundancia
de oviductina y la abundancia de la proteina 1 de cadena ligera asociada a los
microtubulos (LC3-Il) (Steinberger et al., 2017). En las células secretoras altamente
especializadas los genes de la autofagia, incluida la proteina LC3, participan en la
secrecién de proteinas incluidas las mucinas (Patel et al., 2013). Este hecho reafirma que
la pérdida de proteinas de autofagia conduce a defectos en la funcidn de varios tipos de
células secretoras, aunque el mecanismo preciso no estd claro hasta el momento
(Cadwell et al., 2008; Ebato et al., 2008; Jung et al.,2008; Marifio et al., 2010; DeSelm et
al., 2011; Ushio et al., 2011).

5.3 Funciones biologicas

Los altos niveles de oviductina en la fase peri-ovulatoria sugieren que esta
glicoproteina puede desempefiar un papel durante la fecundacion. Estudios in vitro
realizados en varias especies de mamiferos han demostrado que la oviductina nativa
puede ejercer efectos positivos en los espermatozoides, en los évulos y en el embridén.
Se han observado efectos en: la capacitacion de los espermatozoides, la movilidad y
viabilidad espermatica, la unidn espermatozoide-évulo, la tasa de penetracién y de
fecundacion, la reduccion de la polispermia, la calidad del embrién y las tasas de
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto (Figura 14) (Killian, 2004, 2011;
Kouba et al., 2000; Coy et al., 2008; Saccary et al., 2013; Algarra et al., 2018; Zhao et al.,
2022).
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Figura 14. Esquema resumen de las funciones biolégicas de la proteina oviductina en el proceso
reproductivo. La sintesis y secreciéon de oviductina se ve influenciada por el nivel de estrégenos. Los
estudios in vitro en varias especies de mamiferos han demostrado que la oviductina nativa puede unirse
a los espermatozoides y a los évulos, mejorar la capacitacion de los espermatozoides y aumentar su
movilidad y viabilidad. La oviductina nativa también puede mejorar la unidn espermatozoide-évulo,
aumentar las tasas de penetracion y fecundacién de los espermatozoides, disminuir la polispermia,
mejorar la calidad del embridn y la tasa de desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto. Figura
modificada de Zhao et al., 2022.

5.3.1 Efectos de la oviductina en el gameto masculino

Se ha demostrado que la oviductina se une a los espermatozoides de mamiferos
y que su localizacién varia segun la especie. En hamster, la oviductina homéloga
parcialmente purificada se une a la cabeza de los espermatozoides (Boatman y Magnoni,
1995; Kan y Esperanzate, 2006; Yang et al., 2015). En bovino, se une a la region posterior
de la cabeza y a la parte media de la cola del espermatozoide (Abe et al., 1995c). En la
especie humana se detectd la unién de dicha proteina en la regién de la cabeza (Lippes
y Wagh, 1989), determinando mediante el empleo de oviductina humana recombinante
su localizaciéon en dominios de membrana especificos de los espermatozoides humanos.
El empleo de técnicas de inmunomarcaje mostré cambios regionales en el patrén de
unién durante la capacitaciéon espermatica (Figura 15) (Boatman y Magnoni, 1995; Kan

y Esperanzate, 2006; Yang et al., 2015).
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Figura 15. Inmunolocalizacidn de oviductina en la cabeza de espermatozoide de hamster dorado segun su
estado de capacitacion. A) Espermatozoide no capacitado y B) capacitado, previamente marcados con
anticuerpo contra oviductina de hamster y proteina A-oro. (A) a: muestra la superficie de la cabeza del
espermatozoide de hamster no capacitado. Regidn del capuchdn acrosémico (Acp); segmento ecuatorial
(Eq); regidn posacrosdmica (Pa). b: ampliacion de la regidn delimitada por el recuadro en (a) mostrando
una alta concentracion de particulas de oro sobre la region del capuchén acrosémico (Acp). También se
detecta un marcaje moderado y relativamente débil, respectivamente, sobre la regién posacrosomal (Pa)
y el segmento ecuatorial (Eq). a, b) Barra: 1 um. (B) a: muestra la superficie de la cabeza del
espermatozoide de hamster no capacitado. La regidon del casquete acrosémico apical (Acap) estd mas
intensamente marcada que la region del casquete acrosémico basal (Bacp). b: ampliacion de la regién del
Eg en (a). La regidn posacrosomica (Pa) también presenta un fuerte marcaje por particulas de oro,
mientras que en el segmento ecuatorial (Eq) solo se ven unas pocas particulas de oro. La regidn
posacrosomal y el segmento ecuatorial estan separados entre si por el borde posterior del segmento
ecuatorial (puntas de flecha). a) Barra: 0,1 um; b) Barra: 0,5 um. Figura modificada de Kan y Esperanzate,
2006.

Se ha demostrado que la proteina oviductina no solo se une a los
espermatozoides si no que tiene efectos positivos sobre los mismos afectando a la
capacitacidn, la viabilidad, la motilidad y la RA. La adicién al medio de capacitacién de
oviductina purificada a partir de FO estral en hdmster y oviductina recombinante
homodloga en el ser humano aumentd los niveles de fosforilacién de la tirosina de
proteinas espermaticas de manera tiempo dependiente (Saccary et al., 2013; Zhao et
al.,, 2016). La incubacién de espermatozoides bovinos en medio suplementado con
oviductina purificada mejoré6 de manera dosis-dependiente la capacitacién de los
espermatozoides, la RA, la tasa de fecundacion (King et al., 1994; Satoh et al., 1995), la
motilidad y la viabilidad de los espermatozoides (Abe et al., 1995b, 1995c). La incubacién
de espermatozoides de la especie porcina en medio suplementado con bajas
concentraciones de oviductina homodloga parcialmente purificada fue capaz de

aumentar la viabilidad espermatica (McCauley et al., 2003). En conjunto, los resultados
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de los estudios in vitro con oviductina indican efectos beneficiosos de su presencia en
los medios de capacitacién o FIV, sugiriendo que la suplementaciéon con oviductina
podria mejorar la capacidad fecundante de los espermatozoides (Avilés et al., 2010;

Zhao et al., 2022).

5.3.2 Efectos de la oviductina en el gameto femenino

La proteina oviductina esta ausente en los foliculos ovaricos del ovario y se une
a la ZP de los évulos a su paso por el oviducto (Araki et al., 1987; St-Jacques y Bleau,
1988; Kan et al., 1989; Abe y Oikawa, 1990; O'Day-Bowman et al., 1996). Se ha detectado
asociacion de la proteina oviductina a estructuras filamentosas de la matriz de la ZP, al
espacio perivitelino y a las microvellosidades e invaginaciones de la membrana
plasmatica de évulos (Figura 16) (Kan et al., 1990; Gandolfi et al., 1991, Buhi et al., 1993;
McBride et al., 2004).
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Figura 16. Inmunolocalizacion de oviductina en évulos de hamster dorado. Fotomicrografias electrénicas
de secciones ultrafinas de dévulos incubados con un anticuerpo contra oviductina recombinante de
hamster. A) Se detecta inmunomarcaje sobre la zona pelucida (ZP), en el espacio perivitelino (PVS), sobre
las microvellosidades (puntas de flecha) y en invaginaciones de la membrana plasmatica (flechas cortas).
En el évulo, dos vesiculas inmediatamente por debajo del oolema estan marcadas con particulas de oro
(flechas largas). Aumento 56.000x. B) Las particulas de oro estan asociadas a estructuras filamentosas
densas (flechas) de la matriz de la ZP. Aumento 70.000x. C) Seccién de control que muestra la ausencia de
particulas de oro sobre la ZP, PVS, o en el ovocito propiamente dicho. Aumento 31.000x. Figura tomada
de McBride et al., 2004.
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La interaccion de oviductina con la ZP de los dvulos es importante en especies
como el babuino (O'Day-Bowman et al., 2002), el cerdo (Algarra et al., 2016), el conejo
(Algarra et al., 2016), el hamster (Sakai et al., 1988; O'Day-Bowman et al., 2002; Yang et
al., 2015) o el ser humano (O'Day-Bowman et al., 1996). Por el contrario, en el ratén la
mayor parte de la oviductina secretada pasa al espacio perivitelino del dvulo, quedando

poca cantidad unida a la ZP en esta especie (Kapur y Johnson, 1986; Lyng y Shur, 2009).

Articulos previos han descrito que la adicién de FO previamente a la fecundacion
es capaz de aumentar la resistencia de la ZP a la digestion de enzimas proteoliticas de
manera dosis dependiente (Coy et al., 2008). Este efecto de endurecimiento de la ZP
podria estar intimamente asociado a la presencia de oviductina ya que la incubacion de
ovocitos porcinos y bovinos con oviductina recombinante previamente al tratamiento
con la enzima pronasa incrementd la resistencia frente a la digestidon proteolitica
mediada por dicha enzima (Algarra et al., 2016). Ademads, estudios in vitro han
demostrado en varias especies de mamiferos que la unién de oviductina a la ZP de los
dvulos puede modificar las funciones de la ZP, desencadenando efectos positivos en la
unién espermatozoide-ZP, la tasa de fecundacién y la reduccion de la polispermia
(Martus et al., 1998; Kouba et al., 2000; Coy et al., 2008; Mondéjar et al., 2013; Yang et
al., 2015; Algarra et al., 2016). Los efectos biolégicos observados desaparecian al
introducir en el tratamiento anticuerpos especificos contra oviductina, sugiriendo que
esta era la responsable directa de los mismos (Martus et al., 1998, Kouba et al., 2000;
Yang et al., 2015). La incubacién de ovocitos porcinos con oviductina recombinante
homoédloga previamente a la FIV incrementd el porcentaje de monospermia
correlacionando el incremento del endurecimiento enzimatico de la ZP con la mejora de
las tasas de FIV (Kouba et al., 2000; McCauley et al., 2003; Coy et al., 2008; Algarra et al.,
2016). En la especie bovina la preincubacion de los ovocitos con oviductina homdloga
conllevd a un aumento significativo en las tasas de fecundacion, similar al observado
cuando se adiciond oviductina en el periodo de FIV, de 16-18 horas de duraciéon (Martus
et al., 1998). También se ha evidenciado efectos positivos de la oviductina en la unién
de los gametos y en la tasa de fecundacién en el ser humano y en el hamster, donde Ia
coincubacion de espermatozoides y ovocitos o hemizonas de la misma especie con

oviductina homdloga antes y durante el ensayo de unién espermatozoides-ZP aumento
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significativamente el nimero de espermatozoides unidos a la ZP. (Boatman y Magnoni,
1995; O'Day-Bowman et al., 1996; Yang et al., 2015). Sin embargo, a pesar de la alta
homologia entre la oviductina del ser humano y la de babuino, la adicién de oviductina
de babuino en el ensayo con hemizonas y espermatozoides humanos resultd en una
disminucion de la union de los espermatozoides a la ZP (O'Day-Bowman et al., 1996).
Este resultado demuestra la importancia de la especificidad de las especies en la unidn
de los espermatozoides a los évulos. Estudios posteriores han atribuido a la regién
C-terminal de la oviductina la funcién especie-especifica modulando el paso de los

espermatozoides a través de la matriz ZP remodelada (Algarra et al., 2016).

5.3.3 Efectos de la oviductina en el desarrollo embrionario temprano

Estudios de inmunolocalizacién a nivel ultraestructural han revelado la presencia
de oviductina en las microvellosidades de la membrana plasmatica y en el espacio
perivitelino de cigotos y en los cuerpos multivesiculares de los embriones tempranos de
hamster (Figura 17) (Kan et al., 1990, 1993; Kan y Roux, 1995). También se ha detectado
su presencia en el citoplasma de las blastémeras de embriones tempranos de babuino
(Boice et al.,, 1990b). Estos resultados confirman la endocitosis e internalizacion de

oviductina durante el desarrollo embrionario temprano, al menos en hamster y babuino.
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Figura 17. Localizacién de la proteina oviductina en embrion de hamster de 4 células. A) Fotomicrografia
electrdnica de bajo aumento que muestra tres blastomeras. El etiquetado de la ZP por particulas de oro
es homogéneo. El espacio perivitelino (PV) estd ocupado por material floculante distribuido de forma
dispersa. Se visualizan abundantes cuerpos multivesiculares (flechas) bajo la membrana plasmatica de las
tres blastdmeras. (Nu), nucleo. Aumento 3.750x. B) Fotomicrografia electrénica de alto aumento que
muestra porciones de una de las blastdmeras. a) El material tefiido de oscuro presente en el PV estd
llegando a la superficie de la blastomera y se encuentra fuertemente marcado con particulas de oro. Parte
del material tefiido es absorbido por una fosa recubierta (punta de flecha) observandose una vesicula
recubierta con marcaje de oro al lado (punta de flecha abierta). También aparecen abundantes particulas
de oro en un cuerpo multivesicular (flecha) localizado debajo de la membrana plasmatica. Sin embargo,
el resto del citoplasma no estd marcado. b) En este caso, el inmunomarcaje se observa
predominantemente sobre los cuerpos multivesiculares (Mv) y las vesiculas endociticas apicales, donde
las particulas de oro parecen estar asociadas a su membrana (flechas). Otras estructuras como las
mitocondrias (m), el ndcleo (Nu) y las estructuras laminares (cabezas de flecha) estan desprovistas de
particulas de oro. Aumento: a) 28.000x; b) 12.500x. Figura tomada de Kan et al., 1993.

Se han realizado estudios in vitro utilizando oviductina tanto recombinante como
purificada del FO para observar su efecto en el desarrollo embrionario temprano. Estos
estudios in vitro han demostrado efectos positivos en el desarrollo embrionario
asociados a la presencia de oviductina en diferentes especies como la bovina, caprina,
felina, ovina y porcina (Kouba et al., 2000; Pradeep et al., 2011; Algarra et al., 2018;
Hribal et al., 2014). Se observé una tendencia positiva en el porcentaje de blastocistos
bovinos obtenidos a dia 9 al tratar previamente a los ovocitos durante el cultivo in vitro
con oviductina recombinante. Sin embargo, no se detectaron diferencias en la tasa de
division entre los grupos tratados y el grupo control (Algarra et al., 2018). En cabra y
oveja, el uso de oviductina en los medios de maduracién, fecundacién y cultivo in vitro
aumento la tasa de divisién embrionaria y la formacion de blastocistos (Pradeep et al.,

2011). En cerdo, la incorporacion de oviductina homodloga en los medios FIV también
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produjo un aumento en la tasa de desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto,
aunque no se observaron efectos en las tasas de division (Kouba et al., 2000). En gata,
Hribal y colaboradores observaron que el uso de oviductina recombinante homadloga en
la FIV no varid las tasas de division embrionaria ni el nUmero de mérulas y blastocistos
obtenidos. Sin embargo, la abundancia relativa de ARNm de GJA1, un gen cuyo nivel de
expresion es un marcador de la calidad embrionaria, aumenté significativamente en los
blastocistos tras el tratamiento con oviductina (Hribal et al., 2014). Este efecto en la
calidad embrionaria en base a la expresion génica del embridon también ha quedado
reflejado en la especie bovina donde se ha observado una sobrexpresién del gen DSC2,
entre otros, en embriones tratados con oviductina durante el cultivo in vitro (Algarra et
al., 2018). La abundancia relativa de ARNm de DSC2 es significativamente mayor en
blastocistos de buena calidad comparado con los de mala calidad (Sathanawongs et al.,

2012).

Por tanto, los resultados obtenidos en los estudios in vitro realizados hasta el
momento indican que la captacién de oviductina por los embriones tempranos tiene un

potencial papel durante el desarrollo embrionario temprano (Zhao et al., 2022).

5.3.4 Efectos de la oviductina en la implantacion

Durante el inicio de la gestacién en hdmster se observéd que el inmunomarcaje
contra oviductina sobre la superficie celular del epitelio uterino disminuia en intensidad
del dia 1 al 6 (Roux et al., 1997). En ratones, se observd que la intensidad de
inmunomarcaje contra oviductina en el epitelio uterino aumentaba gradualmente tras
la fecundacidn (Laheri et al., 2018), alcanzandose el nivel de expresién mas evidente el
dia 5 después de la implantacién, disminuyendo posteriormente. La modificacién de los
niveles de oviductina en el epitelio uterino durante la implantacidn sugiere un posible
papel de la oviductina en la regulacién de la receptividad uterina. En la especie humana,
experimentos KD (del inglés, knock down) de OVGP1 y reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) cuantitativa demostraron que la
pérdida de oviductina en las células epiteliales del endometrio humano alteraba la

expresion de genes relacionados con la receptividad endometrial y reducia la
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adhesividad in vitro de las células del trofoblasto (Laheri et al., 2018). Ademas,
descubrieron que la expresion de ARNm de OVGP1 estaba significativamente disminuida
en el endometrio de mujeres con fallo de implantaciéon recurrente (Laheri et al., 2018).
Por consiguiente, estos hallazgos refuerzan la teoria de que la proteina oviductina puede
desempeiiar un papel en la regulacidn de la receptividad uterina durante laimplantacién

y la gestacién temprana.

5.4 Evolucion molecular

Los genes que codifican proteinas relacionadas con la reproduccién muestran
elevados niveles de divergencia en su secuencia entre especies en comparacion con los
genes que no participan en los procesos reproductivos (Clark et al., 2006; Swanson y
Vacquier, 2002; Wilburn y Swanson, 2016). Se ha descrito una evolucion molecular mas
rapida en las proteinas involucradas en la reproduccién en comparacidon con otras
proteinas no involucradas en el proceso reproductivo (Singh y Kulathinal, 2000; Swanson
y Vacquier, 2002; Dapper y Wade, 2020). Este patron de evolucién rdpida persiste en el
arbol de la vida, incluso en microorganismos (Ferris et al., 1997; Armbrust y Galindo,
2001), hongos (Wik et al., 2008), plantas (Sato et al., 2002; Arunkumar et al., 2013),
invertebrados marinos (Vacquier y Swanson, 2011; Weber et al., 2017; Wilburn et al.,
2019), insectos (Haerty et al., 2007; Whittle y Extavour, 2017) y mamiferos, incluidos los
primates (Wyckoff et al., 2000; Ramm et al., 2008; Dean y Mank, 2016; Finseth y
Harrison, 2018).

La evolucién rapida puede estar asociada a una pérdida de funcionalidad que a
veces conduce a la pseudogenizacion del gen (Bodmer y Ashburner 1984; Hellberg y
Vacquier 1999; Li et al., 1981), o estar relacionada con una evolucién adaptativa inducida
por la seleccidon natural (Swanson y Vacquier 2002). Esta rdpida evolucién puede ser
especifica de cada especie e incluso podria desempefiar un papel en la especiacién,
como se ha descrito, por ejemplo, para CD9 en el ovocito e [ZUMO1 en el

espermatozoide (Claw et al. 2014).

Existen pocos estudios centrados en la evolucién de los genes que codifican para

proteinas oviductales. Moros-Nicolds y colaboradores han sugerido recientemente que
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la alta diversidad de proteinas presentes en el FO de los mamiferos estd asociada a un
patrén evolutivo de los genes codificantes especifico de la especie, siendo bastante
frecuente la muerte génica, la cual suele producirse por la introduccidn de un indel que
conduce a un coddn de parada prematuro (Tian et al., 2009; Moros-Nicolas et al., 2018).
A lo largo de la evolucién de los mamiferos ha tenido lugar una pérdida progresiva de
genes que codifican proteinas oviductales implicadas en el proceso de fecundacién
(Moros-Nicolas et al.,, 2018). Estos genes estan sometidos a una evolucién
particularmente rapida, asi como a selecciéon positiva. Este hecho sugiere una
diversificacion de sus funciones y del papel desempefiado en las diferentes especies de
mamiferos, con un posible impacto en el proceso de especiacién como se ha propuesto,
por ejemplo, para la evolucion de los genes que codifican proteinas del liquido seminal

de diferentes especies (Meslin et al. 2015).

En referencia al gen OVGP1, se ha descrito que aparecio antes de la divergencia
de los mamiferos (Tian et al., 2009) y que estd sujeto a una evolucién adaptativa rapida
(Swanson et al., 2001), responsable de la divergencia del gen OVGP1 entre las especies
de mamiferos. Estudios in silico posteriores demostraron que OVGP1 muestra una
seleccion positiva en el perro, eventos de duplicacion en la vaca, la oveja y el cerdo
(Moros-Nicolas et al., 2018), habiendo sido identificado como un pseudogén en la rata
(Rattus norvegicus) (Tian et al., 2009) y el gran zorro volador (Pteropus vampyrus)

(Moros-Nicolas et al., 2018) (Figura 18).

Centrandonos en la pseudogenizacion del gen OVGP1 observada en la rata (Tian
et al., 2009), cabe citar que esta especie se encuentra integrada en la subfamilia Murinae
donde también encontramos al ratdn doméstico o ratén de laboratorio (Mus musculus),
en el cual Ovgp1 se expresa generando una proteina funcional (Kapur y Johnson, 1986;
Lyng y Shur, 2009). Por tanto, Ovgpl se muestra como un gen cuya expresion se ha
perdido en algun punto de la divergencia del ratén y la rata, que data de hace
aproximadamente 12,5 millones de afios (Aghova et al., 2018). La subfamilia Murinae
abarca un total de 11 tribus: Apodemini, Arvicanthini, Hapalomyini, Hydromyini,
Malacomyini, Millardini, Murini, Otomyini, Phloeomyini, Praomyini y Rattini (Lecompte

et al., 2008; Pagés et al.,, 2016; Aghova et al., 2018). Muchas de las especies
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pertenecientes a dichas tribus no tienen secuenciado por completo su genoma,

pudiendo también verse Ovgp1 afectada por el proceso de pseudogenizacion.

PSEUDOGENES PARALOGOS SELECCION POSITIVA
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Figura 18. Genes codificantes para proteinas oviductales. Se muestra la pérdida de genes, la duplicacion
y la seleccion positiva. En color rojo encontramos a OVGP1. Figura modificada de Moros-Nicolas et al.,
2018.

6. Tecnologia CRISPR-Cas9

La existencia de CRISPR fue reportada por primera vez en 1987, cuando Ishino y
colaboradores observaron la presencia de secuencias de nucledtidos repetidas en
tdndem en el genoma de Escherichia coli, interrumpidas por secuencias no repetitivas
denominadas espaciadores (Ishino et al.,, 1987). En el afio 2000, se informd de la

presencia de repeticiones similares en la mayoria de los procariotas y Ruud Jansen las
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denomind “repeticiones palindromicas cortas agrupadas vy regularmente
interespaciadas” (CRISPR, del inglés clustered reqularly interspaced short palindromic
repeats) (Jansen et al.,, en 2002). Esta estructura en su conjunto es denominada
CRISPR array. En el afio 2005, Mojica observd que los espaciadores correspondian con
fragmentos de ADN de virus y plasmidos, sugiriendo que CRISPR constituia un sistema
inmune adaptativo en estos organismos (Mojica, et al., 2005). A partir de entonces se
secuenciaron 4.500 secuencias CRISPR de 67 cepas que representaban tanto a bacterias
como a arqueas (Mojica, et al., 2005). Proximo al CRISPR array se encuentran multiples
genes altamente conservados denominados asociados a CRISPR (Cas, del inglés
CRISPRassociated). Estos genes codifican proteinas con dominios nucleasas y helicasas
encargados de llevar a cabo las distintas funciones relacionadas con la inmunidad. En
funcién de las proteinas Cas implicadas existen diversos tipos de sistemas CRISPR-Cas,

siendo el mas sencillo el tipo Il (Mojica y Montoliu, 2016).

El uso del sistema CRISPR-Cas9 como actual método de edicion genética aparecid
en el afio 2012 cuando Emmanuelle Charpentier, de la Unidad Max Planck para la Ciencia
de los Patégenos, y Jennifer Doudna, de la Universidad de California en Berkeley,
definieron un sistema CRISPR-Cas9 Il in vitro. Este sistema no solo podia cortar el ADN
viral, sino que también podia programarse con dos ARNs, ARN CRISPR (ARNcr) vy
ARNtracr (del inglés, trans-activating ARNcr), disefiados para cortar cualquier ADN en
un sitio especifico de la secuencia (Jinek et al., 2012). La especificidad de la secuencia
diana viene dada por homologia con 20 nucleétidos del ARNcr. Un afio mas tarde,
CRISPR-Cas9 se utilizd para generar ratones KO por inyeccién directa en cigotos (Shen et
al., 2013; Wanget al., 2013). Tras el éxito obtenido en ratones, se ha aplicado en muchas
otras especies animales. En menos de una década, las aplicaciones de esta poderosa
tecnologia se han disparado en todo el mundo y han propiciado importantes avances en
la ingenieria genética de plantas y animales, la medicina personalizada y en
prometedoras terapias clinicas (Martinez-Lage et al., 2018; Li et al., 2020; EI-Mounadi et
al., 2020). En la produccién ganadera, permite mejorar la productividad o la salud
animal, asi como reducir el impacto ambiental de la ganaderia (Lamas-Toranzo et al.,
2017). Miles de publicaciones informan del uso de la tecnologia CRISPR-Cas9, siendo

ahora utilizada universalmente debido a su simplicidad y facilidad de uso frente a otras
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herramientas de edicidn genética por mutagénesis dirigida, como las nucleasas de dedos

de zinc (Rémy et al., 2010) y las nucleasas efectoras (Sommer et al., 2015).

El actual sistema CRISPR-Cas9 esta compuesto por un ARNg (resultado de la
fusion del ARNtracr y el ARNcr) y una endonucleasa Cas9. El ARNg guia el complejo hasta
el lugar de interés donde Cas9 corta el ADN generando una rotura de doble cadena (DSB,
del inglés double-strand break), ante la cual la célula activa alguno de los mecanismos
de reparaciéon enddgenos que posee. Las células eucariotas suelen reparar estas roturas
mediante la ruta de union de extremos no homaélogos (NHEJ, del inglés non-homologues
end joining), produciéndose errores asociados a inserciones y deleciones aleatorias de
nucledtidos (indels), lo que suele dar como resultado la interrupcién del gen. Este hecho
puede aprovecharse para desarrollar modelos KO si la diana CRISPR se encuentra dentro
de un marco de lectura abierto de un gen, ya que el indel provocara una mutacion de
desplazamiento del marco de lectura en caso de que no sea un multiplo de tres. Otra
ruta es la de reparacién dirigida por homologia (HDR, del inglés homology-directed
repair), la cual tiene lugar en presencia de otra molécula de ADN con homologia a la
region con la DSB y que actia como ADN donador o molde en el proceso de HDR. De
este modo, se permite la insercion y modificacién de genes. Por lo tanto, se recurre a
esta segunda via, HDR, para la obtencidon de modelos Kl (del inglés, knock in) (Figura 19)

(Mojica y Montoliu, 2016).
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Figura 19. A) Herramientas CRISPR-Cas9 para la edicién genética en embriones de mamiferos. Los
embriones son microinyectados con proteina Cas9 o ARN Cas9 y ARNg. B) Tras la reconstitucion en el
nucleo del embridn, los compuestos CRISPR-Cas9 cortan el ADN generando una DSB, ante la cual la célula
activa alguno de los mecanismos de reparacidon endégenos que posee. La ruta NHEJ esta asociada a la
insercidn y delecion de nucleédtidos (indels) para eliminar la rotura creada. Como consecuencia se generan
mutaciones o codones de parada prematuros, que se traducen en proteinas truncadas o no funcionales.
La ruta HDR tiene lugar en presencia de otra molécula de ADN con homologia a la region con la DSB y que
actia como ADN donador o molde en el proceso de HDR. De este modo, se permite la insercién y
modificacion de genes. Por lo tanto, la via NHEJ es usada para la interrupcion del gen (modelos knock out),
mientras que se recurre a la via HDR para la modificacién del gen (modelos knock in). Figura modificada
de Mojica y Montoliu, 2016.

7. Proteina ovastacina y su implicacion en el bloqueo de la

polispermia

La polispermia es la penetracion del citoplasma del dvulo por mas de un
espermatozoide. Se trata de una condicidén patolégica en los mamiferos placentarios,
gue suele causar la muerte temprana del embridon (Wang et al., 2003; Coy et al., 2008;
Evans, 2020). El bloqueo de la polispermia es el proceso por el cual se impide dicho
evento, permitiendo la formacién de un embrién diploide. Dependiendo de la especie

de mamifero, el bloqueo de la polispermia ocurre a diferentes niveles: el oolema, la ZP
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o ambos (Wang et al.,, 2003; Sun, 2003; Gardner y Evans, 2005; Evans, 2020;
Yanagimachi, 2022). Ademads, algunos factores como la proteina oviductina y algunos
glicosaminoglicanos sulfatados son también necesarios para controlar la polispermia

(Coy et al., 2008; Coy y Avilés, 2010).

En especies de lagomorfos como el conejo este evento se produce a nivel del
oolema, ya que se observan multiples espermatozoides en el espacio perivitelino (Austin
y Braden, 1953; Braden y Austin, 1954; Overstreet y Bedford, 1974; Oh y Brackett, 1975;
Yanagimachi, 1994; Gardner y Evans, 2005). En especies como el perro, el topillo
campesino y la oveja, tiene lugar a nivel de la ZP (Braden y Austin, 1954; Yanagimachi,
1994). Sin embargo, en la mayoria de las especies (humano, ratdn, rata, cobaya, vaca,
cerdo, gato o hurén) este bloqueo se produce a ambos niveles (Austin y Braden, 1953;
Braden y Austin, 1954; Hunter, 1991; Horvath et al.,, 1993; Miller et al., 1993;
Yanagimachi, 1994; Sengoku et al., 1995; Hunter et al., 1998; Patrat et al., 2006).

El bloqueo de la polispermia a nivel del oolema parece producirse por la unién
espermatozoide-évulo. Dentro de los candidatos moleculares para la interaccién
espermatozoide-évulo encontramos en el évulo la proteina JUNO cuyo receptor en el
espermatozoide se llama IZUMO1 (Inoue et al., 2005; Bianchi et al., 2014). La interaccion
JUNO-IZUMOL1 estd muy conservada en los mamiferos, como se ha demostrado en el
caso del cerdo, el ratdn, el ser humano, y la zariglieya (Bianchi et al., 2014). La expresion
superficial de JUNO se pierde rdpidamente en los évulos fecundados, se internaliza en
vesiculas extracelulares y se libera al espacio perivitelino, donde podria participar en el
rapido bloqueo de la polispermia (Burkart et al., 2012; Bianchi et al., 2014). IZUMO1 se
moviliza desde el acrosoma hasta el segmento ecuatorial, regién considerada para

iniciar la fusién con el oolema (Satouh et al., 2012).

En cuanto al bloqueo de la polispermia a nivel de la ZP, la proteina
“metaloendopeptidasa similar a la astacina” también conocida como ovastacina,
desempeiia un papel crucial. La ovastacina es una metaloendopeptidasa de zinc que
pertenece a la familia de las astacinas (Gomis-Riith et al., 2012), codificada por el gen
ASTL y contenida en los granulos corticales del évulo (Burkart et al., 2012).
Inmediatamente después de la fecundacién, se establece un rapido y transitorio

bloqueo de la penetracion de los espermatozoides en la ZP que precede a la escisidén de
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ZP2. Este bloqueo de los espermatozoides se asocia con la liberacién de zinc de los
granulos corticales tras la exocitosis. Los niveles elevados de zinc afectan a la motilidad
de los espermatozoides impidiendo su paso a través de la matriz de la ZP. Este bloqueo
transitorio proporciona una ventana temporal para que ovastacina complete la escisiéon
de ZP2, perdiendo su capacidad de unién al espermatozoide e induciendo el bloqueo de
la polispermia necesario para un desarrollo embrionario exitoso (Burkart et al., 2012;

Avella et al., 2014; Tokuhiro y Dean, 2018).

En los ratones KO para Ast/, no se produce la escision de ZP2 (Burkart et al., 2012)
ni el endurecimiento de la ZP (Korschgen et al., 2017). Sin embargo, la fecundacién no
se ve impedida, aunque el nimero de embriones recuperados y el tamafio de la camada
se reducen (Sachdev et al., 2012; Kérschgen et al., 2017; Xiong et al., 2017). Un reciente
estudio ha mostrado que las mujeres adultas homocigotas para una variante truncada
de ovastacina presentan una fertilidad marcadamente reducida con un patrén
sorprendentemente similar al de las ratonas KO para Ast/, siendo el primer informe de
infertilidad relacionada con ovastacina en el ser humano. Estos resultados sugieren la
introduccidon de esta proteina en los paneles de genes asociados a la infertilidad

femenina (Maddirevula et al., 2021).

Una posible pseudogenizacion del gen ASTL en conejo explicaria por qué el

bloqueo de la polispermia se produce solo a nivel de oolema y no de ZP en esta especie.
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IV. Disefio experimental

El disefio experimental llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral se encuentra
dividido en 4 objetivos: determinacién del papel en la fecundaciéon y el desarrollo
embrionario temprano de la proteina oviductina mediante la generaciéon de animales
KO para OVGP1 de las especies hamster (objetivo |) y conejo (Objetivo Il) con la
tecnologia CRISPR-Cas9, evolucion del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae (Objetivo Il1)
y analisis de la secuencia gendmica de ASTL en lagomorfos (Objetivo 1V). El esquema
resumen de cada uno de ellos se encuentra reflejado en las Figuras 20, 21 y 22
respectivamente.

OBJETIVOS | y Il. Determinacion del papel en la fecundacion y el desarrollo
embrionario temprano de la proteina oviductina mediante la generacion de
animales KO para OVGP1 de las especies hamster y conejo con la tecnologia

CRISPR-Cas9.
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Figura 20. Disefio experimental objetivos | y Il “Determinacién del papel en la fecundaciéon y el desarrollo
embrionario temprano de la proteina oviductina mediante la generacion de animales KO para OVGP1 de
las especies hamster y conejo con la tecnologia CRISPR-Cas9”. Creado con BioRender.com
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OBJETIVO Ill. Evolucién del gen Ovgp7enla

subfamilia Murinae
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Figura 21. Diseiio experimental objetivo Il “Evolucién del gen Ovgpl en la subfamilia Murinae”. Creado
con BioRender.com

OBJETIVO IV. Andlisis de la secuencia
genémica de ASTL en lagomorfos
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Figura 22. Disefio experimental objetivo IV “Andlisis de la secuencia gendmica de ASTL en lagomorfos”.
Creado con BioRender.com
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V. Material y métodos

1. Modelos KO para OVGP1 de hamster y conejo

1.1 Etica

El cuidado, manejo y sacrificio de los animales de experimentacién empleados
durante la realizacién de esta Tesis Doctoral se efectué de acuerdo con los principios de
cuidado animal recogidos en el Real Decreto 53/2013 y la Directiva 63/2010/UE que
establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos. EI Comité Etico de Experimentacién Animal
(CEEA) de la Universidad de Murcia aprobd el presente estudio con las especies hamster
dorado y conejo comun. Visto el resultado favorable de la evaluacién del proyecto en
ambas especies por el CEEA de la Universidad de Murcia, la Direccion General de
Produccidn Agricola, Ganadera y del Medio Marino de la Comunidad Auténoma de la

Regién de Murcia (CARM) autorizod la realizaciéon de dicho proyecto en ambas especies.

1.2 Generacion y cria de los modelos animales KO para OVGP1

La generacidon de los modelos animales KO para OVGP1 de las especies hamster
dorado (Mesocricetus auratus) y conejo comun (Oryctolagus cuniculus cuniculus) se
logré utilizando la tecnologia CRISPR-Cas9 en colaboracién con especialistas en la
manipulaciéon embrionaria in vitro y la edicion genética en estas especies.
Concretamente, para el modelo de hamster se ha colaborado con el grupo del
Dr. Zhongde Wang de la Universidad de Utah y para el modelo de conejo con el grupo
del Dr.Pablo Bermejo Alvarez del Instituto Nacional de Investigacién Agraria

(INIA, Madrid).

La generacion del modelo de conejo comenzd con el disefio de diferentes ARNg
contra el inicio de la regién codificante de OVGP1 en base a los criterios de (Hsu et al.,
2013) (www.genome-engineering.org). Los ARNg se produjeron y purificaron mediante
el kit Guide-it ARNg In Vitro Transcription (Takara Bio, EE. UU). EIl ARNm de Cas9
poliadenilado se generé mediante transcripcion in vitro con el kit mMESSAGE

MMACHINE® T7 ULTRA (Life Technologies (Thermo Fisher Scientific), EE. UU) a partir del
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pldasmido pMJ920 (Addgene, EE. UU) linealizado con la enzima de restriccién Bbsl (NEB,
Reino Unido) y tratado con fosfatasa antartica (NEB, Reino Unido). EI ARN transcrito
in vitro se purific6 mediante el kit MegaClear (Ambion, EE. UU). Los dos componentes
del sistema (Cas9 y ARNg) se microinyectaron como ARN (100 ng/ul de Cas9 y 25 ng/ul
de ARNg) en el ooplasma de cigotos de cada especie obtenidos 14 horas después del

apareamiento.

Los embriones microinyectados se transfirieron un dia después de la
microinyeccion al oviducto de una receptora pseudoprenada y estimulada mediante una
inyeccion intramuscular (IM) de 0,02 mg de gonadorelina el dia anterior. Las crias
resultantes (FO) fueron genotipadas (tanto en biopsias de oreja como en muestras de
sangre) mediante secuenciacién clonal como se describe en Bermejo-Alvarez et al.,
2015. Tras la purificacion del ADN, la secuencia gendmica que incluye el sitio diana
CRISPR se amplificé mediante PCR y el producto de PCR purificado se clond en el vector
pMD20 (Takara Bio, EE. UU) y se transformd en bacterias competentes DH5-a (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU). Se secuenciaron 15 clones para detectar los indels generados

por la via de reparacién NHEJ de las DSB inducidas por CRISPR en cada individuo.

La generacién del modelo de hamster se llevd a cabo de manera similar a la

indicada para el modelo de conejo (Fan et al., 2014; Li et al., 2018).

En el modelo de hdmster se seleccioné como macho fundador al portador de una
delecién de 76 pb ubicada en el exdn 3, posicién g.1.065 y c.138 de las secuencias de
ADNg (NW_024429193.1) y ARNm (NM_001281337.1) respectivamente. Dicha delecién
genera un cambio en el marco de lectura en la posicidn p.44 y un coddn de parada

prematuro en la posicién p.66 de la secuencia de aminoacidos (NP_001268266.1).

En el modelo de conejo se selecciond como macho fundador al portador de una
delecién de 35 pb ubicada en el exdn 3, posicién g.1.046 y c.109 de las secuencias de
ADNg (NC_067386.1) y ARNm (NM_001082105.1) respectivamente. Esta delecién
genera un cambio en el marco de lectura en la posicidn p.33 y un coddn de parada

prematuro en la posicion p.53 de la secuencia de aminoacidos (NP_001075574.1).
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Los individuos fundadores (F0O) seleccionados se trasladaron a las instalaciones
del animalario de la Universidad de Murcia donde se cruzaron con hembras salvajes (WT,
del inglés wild type) para generar la F1. Los individuos de las generaciones F1 y sucesivas
se genotiparon como queda indicado en el apartado 1.6 dado que ya se conocian todos
los alelos parentales. Los individuos F1 heterocigotos para la mutacién se cruzaron entre
si para obtener las siguientes generaciones, seleccionando para su estudio a los

animales en base a su genotipo.

1.3 Mantenimiento de los animales

Hamster

Para la realizacidon de los experimentos in vivo y la obtencién de muestras
post mortem se emplearon un total de 90 hamsteres, 20 machos y 70 hembras. Todos
ellos en edad fértil, de entre 2 y 10 meses las hembras y de entre 3 y 10 meses los

machos.

Los animales se mantuvieron en las instalaciones del animalario de la
Universidad de Murcia. Durante su mantenimiento fueron alojados en jaulas colectivas
en grupos de 4 animales con material de nido y tubos de metacrilato como
enriguecimiento ambiental, suministro ad libitum de alimento completo para hamsteres
y agua de bebida mediante sistema de biberones. El fotoperiodo experimental
empleado fue 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad mediante iluminacién LED y con
orto y ocaso de intensidad gradual. La temperatura fue de 23 °C y la humedad relativa

del 60% mantenida mediante sistema de ventilacion forzada.

Conejo

Para llevar a cabo los experimentos in vivo y obtener las muestras post mortem
se emplearon un total de 18 conejos, 9 machos y 9 hembras. Todos ellos en edad fértil,

de entre 5y 24 meses de edad.

-67 -



V. Material y métodos

Los animales se mantuvieron en las instalaciones del animalario de la
Universidad de Murcia. Durante su mantenimiento fueron alojados en jaulas
individuales con soporte para descanso podal, suministro ad libitum de alimento
completo para conejos y agua de bebida mediante sistema de biberones. El fotoperiodo
experimental empleado fue 12 horas luz y 12 horas oscuridad salvo en el periodo estival
que se modificé a 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, mediante iluminacién LED y
con orto y ocaso de intensidad gradual en todas las estaciones. La temperatura fue de

22 °Cy la humedad relativa del 60% mantenida mediante sistema de ventilacidn forzada.

1.4 Obtencidon de muestras bioldgicas

El tamafio muestral empleado en cada experimento fue para hamster 3 hembras
KO para OVGP1 y 3 hembras WT y para conejo 2 hembras KO para OVGP1 y 3 hembras
WT. En los experimentos donde dicho tamafio muestral varié queda indicado en el
apartado correspondiente. Las muestras obtenidas fueron almacenadas y preservadas

segun el protocolo indicado para cada técnica.

El sacrificio de los hamsteres se realizd6 mediante sobredosis de CO; en las
instalaciones del animalario de la Universidad de Murcia. El flujo de CO; empleado fue

del 30% del volumen de la cdmara por minuto durante 8 minutos.

El sacrificio de los conejos se llevd a cabo en las instalaciones del animalario de
la Universidad de Murcia. En primer lugar, se realizé sedacion previa de los animales con
ketamina hidroclorada (Imalgéne 500, Merial S.A., Francia) y xilacina (Rompun, Bayer
AG, Alemania) via intramuscular (IM), a razén de 50 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente.
A continuacion, se procedié a la administracion intracardiaca de 20 mg/kg del
eutandsico pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol Especialidades veterinarias SA,

Espana).
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1.4.1 Tejido auricular

Hamster

Tras el destete el dia 25 de vida de todas las crias generadas, se procedié a la
recogida de tejido auricular con la ayuda de un perforador de orejas para animales
Fisherbrand™ (Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Para ello, previamente se preparé la
zona auricular mediante limpieza y desinfeccion con agua destilada y alcohol al 70%.
Inmediatamente después se realizé la perforacién auricular recuperando unos 0,3 mm?3
de tejido. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su posterior procesado para

extraccién de ADN gendmico (ADNg).

Conejo

Tras el destete, en el dia 30 de vida de los gazapos se procedié a la recogida del
tejido auricular con la ayuda de una tijera de corte quirurgica de punta recta. El borde
del pabellén auricular se preparé mediante el recorte de pelo, limpieza y desinfeccién
con agua destilada y alcohol al 70%. A continuacién, se realizd el corte del tejido
auricular recuperando unos 3 mm? de tejido. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C

hasta su posterior procesado para obtencién de ADNg.

1.4.2 Oviductos

Tras el sacrificio de las hembras de ambas especies se extrajeron los oviductos
mediante incision abdominal y diseccién posterior de los mismos, eliminando todo el
tejido adiposo periférico. Estas muestras bioldgicas fueron empleadas en diferentes
experimentos, siguiendo diferentes protocolos de preservacion seguin la técnica de
destino. Cada protocolo queda explicado de manera especifica en el apartado

correspondiente.

-69 -



V. Material y métodos

1.4.3 Ovulos y embriones

Hamster

Se realizé recuperacion post mortem de évulos y embriones en dia 1,5y 2,5 de
desarrollo aproximadamente ya que al no ser las hembras superovuladas el momento
de la monta puede ocurrir en una horquilla de 12 horas (tiempo de duracion del estro
en esta especie). Las hembras empleadas presentaron estricta regularidad en su ciclo
estral. La regularidad del ciclo estral de las hembras fue comprobada mediante
determinacién diaria de la fase del ciclo estral a través de citologia vaginal exfoliativa.
Las citologias se realizaron durante 8 dias consecutivos abarcando asi dos ciclos estrales
completos en las hembras. Para la toma y evaluacion de la muestra citolégica se realizé
lavado vaginal con PBS Dulbecco (Sigma-Aldrich, EE. UU), extension citoldgica y posterior
visualizacién microscépica previa tincion con el Kit pandptico rdpido (Quimica Clinica

Aplicada SA, Espaia).

Las hembras fueron colocadas en fase de proestro en la jaula del macho de
fertilidad probada. Hembra y macho permanecieron juntos hasta el sacrificio de la
hembra, siendo a los 2,5 dias para recuperacién de embriones en estadio de 2-4 células
(1,5 dias de desarrollo) y 3,5 dias para recuperacién de embriones en estadio de 6-8
células (2,5 dias de desarrollo). En el caso de los évulos se recuperaron a los 1,5 dias de
la deteccidn del proestro no siendo la hembra cruzada con el macho. Tras el sacrificio
de las hembras se aislaron los oviductos mediante incisién abdominal y diseccién. A
continuacion, se recuperaron los évulos o embriones mediante lavado oviductal desde
infundibulo a unién Utero-tubdrica con aguja de 30G y 300 ul de PBS Dulbecco

(Sigma-Aldrich, EE. UU) por oviducto (Figura 23).

Estas muestras biolégicas fueron empleadas en diferentes técnicas, siguiendo
diferentes protocolos de preservacidon segun la técnica de destino. Cada protocolo

gueda explicado de manera especifica en el apartado correspondiente.

-70 -



V. Material y métodos

Figura 23. Pasos realizados para la recuperacion de évulos y embriones mediante lavado oviductal en
hamster. A y B) Separacidn mecanica de ovario y oviducto con hoja de bisturi, C) canulacién del orificio
infundibular con aguja de 30 G y lavado oviductal con PBS Dulbecco (Sigma-Aldrich, EE. UU).

Conejo

Se realizd recuperacion in vivo de dvulos, cigotos/embriones de 2 células y
embriones en estadio de moérula y blastocisto. Previamente las hembras fueron
sometidas a tratamiento de superovulacién (Viudes-de-Castro et al.,, 2015;
Viudes-de-Castro et al., 2017; Viudes-de-Castro et al., 2019; Vicente et al., 2022). Para
ello, se les administré via subcutdnea (SC) 3 pg de la hormona corifolitropina alfa
(Elonva, MSD, Espafa) suplementada con 5 unidades internacionales (Ul) de
gonadotropina coridnica humana (hCG) (Veterin Corion, Divasa-Farmavic SA, Espafia).
Tras 72 horas se realizd 1A con eyaculado de macho de fertilidad probada y se indujo la
ovulacion mediante inyeccion IM de 1 pg de acetato de buserelina (Suprefact, (Hoescht
Marion Roussel, Espafia). Para la recuperacion de évulos se llevé a cabo el mismo
protocolo con la salvedad de que no se insemind a la hembra. La recuperacion de
ovulos, cigotos/embriones de 2 células, mérulas y blastocistos se realizé mediante
lavado oviductal y uterino in vivo guiado por laparoscopia tras 16 horas de la induccién
de la ovulacidn en el caso de los évulos y a las 24, 72 y 96 horas tras la IA en el caso de

cigotos/embriones de 2 células, mérulas y blastocistos respectivamente.

Previamente a la realizacion de la técnica de laparoscopia las hembras fueron
anestesiadas mediante inyeccion IM de 4 mg/Kg de xilacina (Rompun, Bayer AG,
Alemania) seguida de la administracidn intravenosa (IV), a través de la vena marginal de
la oreja, de 16-20 mg/kg de ketamina hidroclorada (Imalgene 500, Merial S.A., Francia).
Una vez los animales se encontraban anestesiados se les rasurd, limpid y desinfectd la

zona abdominal para el abordaje laparoscépico.
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Tras estabilizar el plano anestésico y preparar la zona de intervencién, los
animales fueron posicionados cabeza abajo en un angulo de 45° sobre la mesa de

operaciones, posicion que mantuvieron durante toda la intervencion (Figura 24).

Figura 24. Colocacion de la coneja durante la técnica de laparoscopia. Se muestra una coneja en decubito
supino posicionada cabeza abajo en un angulo de 45° sobre la mesa de operaciones.

En primer lugar, se introdujo una aguja de Verres en la cavidad abdominal para
realizar la distensiéon abdominal con la introduccion de CO,, facilitando asi el acceso del
trécar y de la cdnula del endoscopio. En segundo lugar, se retiré la aguja de Verres y se
instald un trécar de 10 mm para la introduccién del laparoscopio (Wolf paediatric 0°).
Mediante observacidn laparoscopica se inserté a nivel de la region inguinal una aguja
epidural, posicién cercana a la localizacion de los ovarios en conejo. Se retiré el fiador
de la aguja y se introdujo el catéter de lavado en uno de los oviductos realizando un
lavado con 5 ml de medio de manejo embrionario (Anexo 2). A continuacion, se
reintrodujo la aguja epidural a través del fiador previamente colocado y se punciond la
pared del cuerno uterino del mismo lado a unos 3 cm tras la unién Utero-tubarica,
realizando un lavado con 50-60 ml de medio de manejo embrionario. Finalmente se
recupero via vaginal todo el volumen empleado en los lavados (Cortell et al., 2010). El

procedimiento se repitié en el otro oviducto y cuerno uterino de manera idéntica.

Al concluir se limpid y desinfecté de nuevo la zona abdominal y se aplicé a los
animales tratamiento de antibioterapia y analgesia cada 24 horas durante 3 dias

consecutivos: 10 mg/Kg de enrofloxacino via IM (Baytril, Bayer AG, Alemania), 0,2 mg/Kg
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de meloxicam via SC (Metacam, Boehringer Ingelheim, Alemania) y 0,03 mg/Kg de

buprenorfina via SC (Bupagq, Richter Pharma, Austria).

Estas muestras bioldgicas fueron empleadas en diferentes técnicas, siguiendo
diferentes protocolos de preservacion. Cada protocolo queda explicado de manera

especifica en el apartado correspondiente a cada técnica.

1.4.4 Fluido oviductal de coneja

El FO se obtuvo post mortem mediante lavado de la luz oviductal desde
infundibulo hacia la unién utero-tubarica con 2 ml por oviducto de PBS Dulbecco
(Sigma-Aldrich, EE. UU). El volumen recuperado se almacend en tubos de 1,5 ml de

volumen a -20 °C.

1.5 Obtencion de material genético

El tamaifo muestral empleado fue para hamster 3 hembras KO y 3 hembras WT
y para conejo 2 hembras KO y 3 hembras WT, tamafio muestral que se mantuvo en cada
uno de los experimentos realizados. En los experimentos donde dicho tamafio muestral

fue diferente queda explicado en el apartado correspondiente.

1.5.1 Obtencion de ADN genémico
Hamster

Para la extraccion de ADNg de hamster se emplearon muestras de tejido

auricular preservadas a -20 °C de todas las crias generadas.

Las muestras fueron descongeladas en hielo y procesadas con el kit Extracta DNA
Prep for PCR-Tissue (Quantabio, EE. UU) siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras
la descongelacidn se procedio a la digestidon del tejido mediante la adicion de 50 pl del
reactivo de extraccién e incubacion en termobloque (ThermoMixer® C Eppendorf®,

Alemania) durante 30 minutos a 95 °C y agitacién (500 rpm). A continuacién, las
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muestras se enfriaron a temperatura ambiente, se afiadieron 50 pl del tampdn de

estabilizacién y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacidn.

Conejo

Para la extraccion de ADNg en conejo se emplearon muestras de tejido auricular

almacenadas a -20 °C de cada uno de los gazapos generados.

Una vez las muestras fueron descongeladas en hielo se procedié a la digestién
del tejido mediante la adicion de 50 pl de tampdn STES (Anexo 3) (Roskams et al., 2006)
mas 2 mg/ml de proteinasa K e incubacion durante toda la noche a 55-65°C. A la
manana siguiente se anadieron 400 pl de agua de biologia molecular libre de ADNasas y
ARNasas y se homogenizé la muestra en vortex (Heidolph, Alemania) durante
5 segundos a velocidad media. Finalmente, la muestra se centrifugd durante 2 minutos

a 14.000 g. EI ADNg obtenido se preservé a -80 °C hasta su utilizacion.

1.5.2 Obtencion de ARN total

De oviductos

Para la extraccion de ARN total se emplearon muestras oviductales de hamstery
conejo almacenadas a -80 °C en reactivo RNAlater™ (Sigma-Aldrich, EE. UU), el cual
posee inhibidores de ARNasas y permite la conservacién del ARN a -80 °C durante un

tiempo indefinido.

El kit empleado fue RNAqueous Phenol-free Total RNA Isolation (Invitrogen,
EE. UU) siguiendo las indicaciones del fabricante. Todos los pasos indicados a
continuacion se llevaron a cabo a 4 °C mediante el empleo de hielo y centrifuga
refrigerada. Tras el descongelado de las muestras, se pesaron y se afiadid un volumen
de 10 ul de tampdn de lisis por cada mg de muestra. Posteriormente se disgregaron con
ayuda de un homogeneizador manual, Potter-Elvehjem (VWR, Pensilvania). El
homogenado obtenido se pasé a través de una jeringuilla de 25 G para reducir

viscosidad y se centrifugd a 14.000 g durante 2 minutos, desechando el precipitado. El
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sobrenadante se agregd en proporcion 1:1 con etanol al 64%, se transfirid a una
membrana proporcionada en el kit y se centrifugd a 14.000 g durante 2 minutos
descartando el volumen recuperado. A continuacién, la membrana (donde se queda
unido el ARN) fue sometida a 3 pasos de lavado con los tampones suministrados en el
kit. Tras el ultimo paso de lavado se procedidé al montaje de la membrana en el tubo
colector, se adicionaron 40 ul del tampdn de eluciéon, se incubd 1 minuto a 75 °C en
termobloque (ThermoMixer® C Eppendorf®, Alemania) y se realizé una centrifugacién a
14.000 g. Finalmente se adicionaron 15 pl de solucién elucién y se repitieron los pasos
de incubacion a 75 °C y centrifugacion a 14.000 g, recuperando un volumen final de
60 pl. La calidad y concentracion del ARN total obtenido se valoré mediante
espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y se conservé

a-80°C.

De embriones de hamster

Las muestras bioldgicas empleadas fueron grupos de embriones en dia 2,5 de
desarrollo formados, en el caso de las hembras KO, por 30 embriones procedentes de 4
hembras distintas y, en el caso de las hembras WT, por 10 embriones procedentes de
una misma hembra. En total se utilizaron 4 muestras, dos de hembras KO (4 hembras
por muestra) y 2 de hembras WT (una hembra por muestra). La diferencia en el nimero
de embriones empleados entre hembras KO y WT fue debido a la menor cantidad de
material genético obtenido de los embriones de las hembras KO ya que estos
presentaban un menor numero de blastémeras. La extraccidn de ARN total se realizd
con el kit RNeasy Micro (Qiagen, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. La
cantidad de ARN se comprobd con bioanalizador (Bioanalyzer 2100, Agilent

Technologies, EE. UU) y se conservo a -80 °C hasta su conversion a ADNc.
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1.5.3 Sintesis in vitro de ADN complementario

De oviductos

La sintesis in vitro de ADNc se realizé por retrotranscripcion a partir del ARN total
obtenido de muestras de oviducto de hamster y conejo. El kit empleado fue QuantiTect

Reverse Transcription (Qiagen, Alemania) siguiendo los pasos descritos por el fabricante.

Todos los pasos indicados a continuacion se llevaron a cabo a 4 °C mediante el
empleo de hielo y centrifuga refrigerada. La cantidad de ARN total de partida fue de
1 pg. En primer lugar, se prepard un volumen final de 14 pl de Master Mix, compuesto
por 2ul del tampdn gDNA wipeout 7x junto al volumen de muestra de ARN total
equivalente a 1 pg. En los casos de muestras de ARN total muy concentradas se adiciond
agua libre de ARNasas hasta completar los 14 ul de Master Mix. A continuacion, el
Master Mix se incubd durante 2 minutos a 42 °C en termobloque (ThermoMixer®
C Eppendorf®, Alemania) y seguidamente se enfrié en hielo. Mientras, se llevé a cabo la
preparacion del Reverse-Transcription mix con los volimenes y reactivos indicados y
suministrados en el kit y se adiciond al Master Mix. Se realizé una nueva incubacion a
42 °C durante 20 minutos y finalmente una incubacién a 95 °C durante 3 minutos. La
calidad y concentracion del ADNc obtenido se valoré mediante espectrofotometria
(NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y se conservé a -80 °C hasta su
empleo en reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién reversa (RT-PCR, del

inglés reverse transcription polymerase chain reaction).

De embriones de hamster

El ADNCc se sintetizo a partir de 300 pg de ARN total obtenido de cada grupo de
embriones en estadio de 2,5 dias de desarrollo. El kit empleado fue GeneChip™ 3' IVT
Pico Kit (Affymetrix Thermo Fisher Scientific, EE. UU), siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante. La cantidad y calidad del ADN se comprobd con bioanalizador
(Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, EE. UU) y mediante espectrofotometria
(Nanodrop 2000 Spectrophotometer, ThermoFisher Scientific, EE. UU). Las muestras se

conservaron a -80 °C hasta su empleo en la técnica de microarrays.
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1.6 Genotipado

El genotipado de los animales se realizé6 mediante la amplificacién por PCR de un
fragmento de ADNg del gen OVGP1 que abarcaba la delecién generada mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 en hamster y conejo. Como molde se emplearon las muestras

de ADNg de tejido auricular de cada animal.

Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de 2 ul de ADNg en ambas
especies, hamster y conejo, y la mezcla de reactivos se llevd a cabo en cabina de flujo
laminar (AV-100, AZBIL TELSTAR, S.L.U, Espaiia). En el caso del hamster la mezcla de la
reaccién contenia 2 ul de ADNg, 0,3 pl de cada cebador a 25 uM, 7,5 pl de la enzima
polimerasa KAPA2G Fast HotStart ReadyMix PCR Kit (Kapa Biosystems, EE. UU) y 4,9 pul
de agua para completar un volumen final de 15 pul. En el caso del conejo la mezcla de
PCR contenia 2 pl de ADNg, 1,25 ul de cada cebador a 10 uM, 12,5 ul de la enzima
polimerasa KAPA2G Fast HotStart ReadyMix PCR Kit (Kapa Biosystems, EE. UU) y 8 ul de
agua de biologia molecular libre de ADNasas y ARNasas para completar un volumen final

de 25 pl.

Las amplificaciones se efectuaron en termociclador Mastercycler® personal
Thermal Cycler (Eppendorf®, Alemania), programando wuna fase inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos. Cada ciclo de PCR se repitid 35 veces,
contando cada uno de ellos de tres fases: fase de desnaturalizacion a 95 °C durante 15
segundos, fase de alineamiento durante 15 segundos y a temperatura de fusién (Tm) de
55 °C para el par de cebadores empleado en hamster y de 60 °C para el par de cebadores
empleado en conejo (Anexo 1) y fase de extension a 72 °C durante 1 segundo. Tras los

35 ciclos se llevd a cabo una extension final a 72 °C durante 1 minuto.

Para comprobar la eficiencia de la amplificacion por PCR y el tamafio de los
amplicones en cada reaccion se tomaron 4 ul de cada producto de PCR y se sometieron
a una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con la adicidon de 1,5 pl del colorante
fluorescente de 4acidos nucleicos GelRed (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, Biotium,
EE. UU) para su posterior revelado. La electroforesis se llevd a cabo en tampoén de

recorrido TAE (Tris Acetate-EDTA, Sigma-Aldrich, Espafia) a 75 V durante 50 minutos, a

-77 -



V. Material y métodos

temperatura ambiente y en soporte horizontal. Finalmente, se procedid a su revelado

en un transiluminador (Alphalmager MINI, Cell Biosciences, EE. UU).

Los productos de PCR fueron purificados con el kit Gel/PCR Purification
(Favorgen Biotech Corporation, Austria) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
transfirié la totalidad del volumen restante del producto de PCR, 13 ul en el caso de
hamster y 23 ul en el caso de conejo, a un tubo de microcentrifuga, se agregaron 5
volimenes por volumen de producto de PCR del tampdn FADF y se homogenizé con
vortex (Heidolph, Alemania). A continuacidn, se monté la membrana en un tubo de
recoleccién, ambos suministrados en el kit, y se transfirié toda la mezcla. Se sometid a
una centrifugacién a 11.000 g durante 30 segundos y se desechod el liquido sobrante
obtenido en el tubo recolector. Se realizdé un paso de lavado de la membrana con el
tampon de lavado suministrado en el kit y se repitié el paso de centrifugacion, volviendo
a desechar el liquido sobrante obtenido. Se realizd una nueva centrifugacion a 18.000 g
durante 3 minutos para secar por completo la membrana. Finalmente, la membrana se
transfirid a un nuevo tubo de recoleccidn, se agregaron 40 pl de agua de biologia
molecular libre de ADNasas y ARNasas, se mantuvo la membrana 1 minuto a
temperatura ambiente y se realizé una ultima centrifugacion a 18.000 g durante 1
minuto. El volumen obtenido fue preservado a 4 °C y sometido a secuenciacién por
Sanger en la seccién de biologia molecular del Area Cientifica y Técnica de Investigacion
(ACTI) de la Universidad de Murcia. El equipo de secuenciacion masiva empleado fue del

modelo MiSeq (lllumina, EE. UU).

La determinacién del genotipo de cada animal se comprobd mediante el analisis
de los cromatogramas obtenidos tras la secuenciacién de los productos de PCR,

empleando el programa informatico Chromas versién 2.5.

1.7 Analisis de expresion génica de OVGP1 en oviducto

El objetivo fue comprobar si existia expresiéon de OVGP1 en los animales KO y en
ese caso secuenciar el producto obtenido comprobando si la delecidn generada

mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 estaba presente en el amplicén. Para ello se realizd
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amplificacién mediante RT-PCR empleando como molde el ADNc sintetizado a partir del

ARN total de las muestras de oviducto de cada especie.

Las amplificaciones por RT-PCR se realizaron de idéntica manera en el caso de
ambas especies, hamster y conejo. Se emplearon 2 ul de ADNc y la mezcla de los
reactivos se hizo en cabina de flujo laminar (AV-100, AZBIL TELSTAR, S.L.U, Espafia). La
mezcla de PCR contenia 2 pl de ADNc, 1,25 pl de cada cebador a 10 uM, especifico para
cada especie (Anexo 1), 12,5ul de la enzima polimerasa KAPA2G Fast HotStart ReadyMix
PCR Kit (Kapa Biosystems, EE. UU) y 8 pl de agua de biologia molecular libre de ADNasas

y ARNasas para completar un volumen final de 25 pl.

Las amplificaciones se efectuaron en termociclador Mastercycler® personal
Thermal Cycler (Eppendorf®, Alemania) con las mismas caracteristicas de numero de
ciclos, temperatura y tiempo que las indicadas en el apartado 1.6, con la salvedad de
que en la fase de alineamiento se establecieron las Tm éptimas de 55 °Cy 58 °C para el

par de cebadores en hamster y conejo respectivamente (Anexo 1).

La eficiencia de la amplificacidon por RT-PCR y el tamafio de los amplicones en
cada reaccidon se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa siguiendo los
pasos indicados en el apartado 1.6. Finalmente, la identidad de todos los productos
amplificados fue verificada mediante secuenciacion por Sanger en la seccion de biologia
molecular del ACTI de la Universidad de Murcia previa purificacién siguiendo los pasos

también indicados en el apartado 1.6.

-79-



V. Material y métodos

1.8 Deteccion de la proteina oviductina

1.8.1 Procesamiento de las muestras oviductales
Hamster

Las muestras de partida fueron oviductos preservados a -20 °C sin medio de

conservacion.

Todos los pasos indicados a continuacion se llevaron a cabo a 4 °C mediante el
empleo de hielo y centrifuga refrigerada. Tras el descongelado en hielo de las muestras
se llevd a cabo su disgregacion con ayuda de un homogeneizador manual,
Potter-Elvehjem (VWR, Pensilvania), en 500 ul de buffer RIPA (Sigma-Aldrich, EE. UU)
con inhibidor de proteasas (Roche Diagnostics, Alemania) al 1x. A continuacion, las
muestras se mantuvieron 30 minutos a 4 °C en hielo. El homogenado obtenido se
sometid a una centrifugacion de 5 minutos a 13.000 g para separar el sobrenadante y el
sedimento. Tras dicha centrifugacion se recuperaron 200 ul de sobrenadante por
muestra y se descartaron los sedimentos. Las muestras de sobrenadante fueron
sometidas a cuantificacidn proteica y se almacenaron de nuevo a-20 °C hasta su empleo

en las técnicas de deteccion proteica explicadas en los apartados siguientes.

Conejo

Las muestras de partida fueron fluidos oviductales obtenidos de lavado oviductal

y preservados a - 20 °C.

Todos los pasos indicados a continuacién se llevaron a cabo a 4 °C mediante el
empleo de hielo y centrifuga refrigerada. Las muestras fueron sometidas a una
centrifugacién de 5 minutos a 13.000 g para separar el sobrenadante y el sedimento.
Tras dicha centrifugacion se alicuotaron 500 pl de sobrenadante por muestra y se
descartd el sedimento. Las muestras de sobrenadante fueron sometidas a cuantificacién
proteicay se almacenaron a-20 °C hasta su empleo en las técnicas de deteccidn proteica

explicadas a continuacion.
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La concentracion proteica en las muestras de oviducto de hamster y FO de coneja
se cuantific6 mediante espectrofotometria (S-22 UV/Vis, BOECO, Alemania) usando el
reactivo Pierce™ Coomassie Plus (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Previamente al analisis de las muestras se confecciond una
recta de regresion midiendo la absorbancia a 595 nm de 8 diluciones de albumina sérica
bovina (BSA). La determinacion de la concentracidn proteica de las muestras problema
se llevd a cabo utilizando como recta patrédn la ecuacion de la recta de regresidon
elaborada. Se anadié un volumen de 1 ul de las muestras problema en 49 pl del reactivo

Coomassie Plus (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y se midié su absorbancia a 595 nm.

1.8.2 Electroforesis en SDS-PAGE

Tras la descongelaciéon en hielo de las muestras oviductales indicadas en el
apartado 1.8.1 se tomd un volumen equivalente a 50 ug de proteina en las muestras de
hamster y 10 ug de proteina en las muestras de coneja y se incubaron bajo condiciones
reductoras a 95 °C durante 8 minutos en tampdn de carga SDS (4x) (Merck Millipore,
EE. UU) para su desnaturalizacidn. A continuacion, se realiz6 electroforesis en SDS-PAGE
con el sistema Xcell SureLock® MiniCell (Invitrogen™, EE. UU) cubriendo toda la cubeta
con tampon de recorrido (Anexo 4). Los geles de electroforesis empleados fueron de
poliacrilamida con gradiente 4-20% y las condiciones de la electroforesis fueron 200 V
durante 1 hora. Junto a las muestras se cargé un marcador de proteinas estandar

Precision Plus Dual Colors Standards (Bio-Rad, EE. UU).

1.8.3 Western-blot

La presencia y PM de la proteina oviductina en oviducto de hamster y FO de
coneja se analizé mediante transferencia a membrana o Western-blot. Tras Ia
finalizacién de la electroforesis en condiciones reductoras se realizé la transferencia
hiumeda a una membrana de PVDF Inmobilon®-P (Merck Millipore, EE. UU). Las
membranas fueron activadas previamente mediante su incubacién durante 1 minuto en
metanol. Las condiciones de transferencia fueron 40 V durante 1,5 horas con tampdn

de transferencia (Anexo 5) con metanol a una concentracion final del 10%.
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Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue lavada con TBST (Anexo 6)
e inmediatamente bloqueada mediante su incubacién durante 1 hora a temperatura
ambiente en la solucién tamponada TBST con un 1% de BSA. A continuacién, se
realizaron las incubaciones con los anticuerpos primario y secundario (Anexo 7). En
primer lugar, se incubd con el anticuerpo primario policlonal anti-oviductina toda la
noche a 4 °C. A la mafiana siguiente, tras 3 lavados en agitacion fuerte con la solucién
TBST, se incubd con el anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina G de conejo durante
1 hora a temperatura ambiente. Previamente a su revelado se realizaron 3 lavados con
TBST en agitacién fuerte. Los controles del anticuerpo secundario se hicieron obviando

la primera incubacidn con el anticuerpo primario.

Para la visualizacion de las bandas, las membranas se incubaron con el reactivo
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y se revelaron
con el equipo ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Reino Unido) con el programa

ImageQuant™.

1.8.4 Tincion con azul de Coomassie

En primer lugar, se realizé la electroforesis en SDS-PAGE bajo las mismas
condiciones explicadas en el apartado 1.8.2. En segundo lugar, se transfirid el gel a una
placa Petri de vidrio cubriéndolo por completo con el reactivo Coomassie Plus (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU) donde se mantuvo a temperatura ambiente y en agitacién
suave durante 12 horas. Tras la incubacién se eliminé la solucién de tincidn, se realizaron
3 lavados del gel con agua destilada y se mantuvo durante 24 horas en una placa Petri

con agua destilada a 4 °C para la mejor visualizacién de las bandas.
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1.8.5 Analisis protedmico mediante la técnica de cromatografia liquida asociada

a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS)

De muestras oviductales

Tras permanecer, el gel teflido con azul de Coomassie, 24 horas en agua destilada
se realizé el recorte de las bandas de 250 kDa en las muestras de hamster y 70 kDa en
las muestras de conejo, ya que el peso esperado de la forma nativa de oviductina de
hamster es 160-350 kDa (Yang et al., 2015) y 70 kDa en conejo (Algarra et al., 2016). A
continuacion, las muestras fueron analizadas en la seccidn de protedémica del ACTI de la

Universidad de Murcia.

Las bandas de gel recortadas se lavaron dos veces con agua destilada MilliQy dos
veces con tampon de bicarbonato de amonio 25 mM, pH 8,5 en acetonitrilo al 50%
durante 30 minutos a 37 °C. Tras eliminar el sobrenadante, las bandas se secaron
durante 15 minutos utilizando un evaporador de vacio modelo Eppendorf 5301
(Alemania). A continuacion, se incubaron con 100 pl de tampdn de bicarbonato de
amonio 25 mM pH 8,5 con 20 mM de ditiotreitol a 56 °C durante 20 minutos (para
romper los puentes disulfuro de las proteinas), se elimind el sobrenadante y se
incubaron con 100 ul de tampdn de bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,5 con
iodoacetamida 100 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad (para
bloquear los grupos tioles de las cisteinas con el objetivo de impedir que vuelvan a
formar los puentes disulfuro). El sobrenadante se eliminé de nuevo y las bandas de gel
se lavaron en primer lugar con tampdn de bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,5 y en
segundo lugar con tampdn de bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,5 en acetonitrilo al
50% durante 15 minutos a 37 °C. Tras el lavado, las bandas de gel se secaron de nuevo
y se incubaron con 50 ul de tampdn de bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,5 que
contenia 0,5 pg de Trypsin Gold Proteomics Grade (Promega Corporation, EE. UU) y
0,01% de surfactante ProteaseMax (Promega Corporation, EE. UU) durante 10 minutos
a 4 °C para facilitar la rehidratacién de las bandas. Las muestras se sometieron a la
digestion con tripsina durante al menos 3 horas a 37 °C. El sobrenadante se recogid y las
bandas de gel se lavaron con 100 pl de una solucidén que contenia 50% de acetonitrilo y

0,5% de acido trifluoroacético y a continuaciéon con 100 ul de acetonitrilo durante 30
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minutos a 37 °C. Ambos sobrenadantes después de los lavados se recogieron junto con
el primer sobrenadante y se secaron utilizando el evaporador de vacio modelo

Eppendorf 5301 (Alemania).

La separaciodn y el andlisis de las digestiones con tripsina de las muestras se llevd
a cabo mediante un sistema HPLC-MS/MS. Este sistema consistia en un HPLC Agilent
1290 Infinity Il Series (Agilent Technologies, EE. UU) equipado con un mddulo de
automuestreador y una bomba binaria de alta velocidad conectado a un espectrémetro
de masas Agilent 6550 Q-TOF con i-Funnel (Agilent Technologies, EE. UU), utilizando una
interfaz dual de electrospray Agilent Jet Stream (AJS-Dual ESI). Los pardmetros
experimentales para el HPLC y Q-TOF se establecieron en el programa de adquisicién de

datos MassHunter Workstation (Agilent Technologies, Rev. B.08.00).

Las muestras procedentes de la digestidn con tripsina se resuspendieron en 20 pl
de tampdn A, constituido por agua/acetonitrilo/acido férmico (94,9:5:0,1), y se
inyectaron en una columna HPLC Agilent AdvanceBio Peptide Mapping (Agilent
Technologies, EE. UU) atemperada a 50 °C, utilizando un flujo de 0,4 ml/min. Tras la
inyeccidén, la columna se lavd con tampdn A durante 3 minutos y los péptidos digeridos
se eluyeron utilizando un gradiente lineal 0-40% de tampodn B, constituido por
agua/acetonitrilo/acido formico (10:89,9:0,1) durante 40 minutos, seguido de un
gradiente lineal 40-95% de tampdn B durante 8 minutos. Finalmente, la columna se

equilibrd en las condiciones iniciales durante 6 minutos antes de una nueva inyeccién.

El espectrdmetro de masas funcioné en modo positivo. La presion del gas
nebulizador se fijé en 35 libras por pulgada cuadrada, mientras que el flujo de gas de
secado se fijo en 14 |/min a una temperatura de 300 °C, y en la envoltura de la fuente
(sheath), el flujo de gas se fijé en 11 |/min a una temperatura de 250 °C. Los voltajes del
capilar, el inyector o nozzle, el fragmentador y el octopolo fueron de 3500V, 100V,
360V y 750 V respectivamente. Los datos se adquirieron en modo de alta resolucién
(profile) en rango dinamico extendido a 4 GHz para los barridos de MS y MS/MS. El rango
de masas de MS y MS/MS fue de 50-1700 m/z y las velocidades de barrido fueron de
8 espectros/segundo para MS y 3 espectros/segundo para MS/MS. Se utilizé el modo

MS/MS automatico con seleccidén de precursores por abundancia y un maximo de
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20 precursores por ciclo. Se utilizé una energia de colision lineal con una pendiente de

3,68 y un desplazamiento de -4,28 segun la carga del ion seleccionado.

El procesamiento y analisis de los datos se realizd con el motor de busqueda
Spectrum Mill MS Proteomics Workbench (Rev B.06.00.201, Agilent Technologies,
EE. UU). Los datos brutos se extrajeron en las siguientes condiciones predeterminadas:
cisteinas no modificadas o carbamidometiladas; [MH]+50-10000 m/z; carga maxima del

precursor +5; relacion sefial/ruido MS minima (S/N) 25; busqueda de sefiales 12C.

La busqueda MS/MS contra la proteina oviductina de hamster o conejo, segun el
tipo de muestra, se realizé en modo de blsqueda de modificaciones variables (cisteinas
carbamidometiladas, fosforilacion STY, metionina oxidada y conversién de glutamina
N-terminal en acido piroglutamico); digestiéon con tripsina con 5 puntos de corte
perdidos como maximo; instrumento ESI-Q-TOF; intensidad minima de pico coincidente
50%; carga maxima de precursor ambiguo +5; masas monoisotdpicas; tolerancia de
masa de precursor de péptido 20 partes por millén; tolerancia de masa de ion producto
50 partes por millén; y cdlculo de puntuaciones invertidas de la base de datos. La
validacién de los datos de péptidos y proteinas se realizé utilizando umbrales

automaticos.

De zonas pelucidas aisladas

Las muestras empleadas fueron grupos de 50 ZPs aisladas de évulos de hamster
y 16 ZPs aisladas de 6vulos de conejo en un volumen final de 50 ul de agua destilada por
grupo. En el caso de las muestras de hamster, los grupos (WT y KO) se constituyeron a
partir de ZPs aisladas de dvulos procedentes de 5 hembras con genotipo WT y 5 con
genotipo KO, mientras que para las muestras de coneja se emplearon 3 hembras WT y
2 KO. El aislamiento de las ZPs se consiguio realizando una abertura en la ZP con una
pipeta Pasteur biselada de vidrio y eliminando por aspiracién la zona citoplasmatica del
6vulo. A continuacion, las muestras fueron procesadas en la seccidon de protedmica del

ACTI de la Universidad de Murcia.
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Las muestras se disolvieron en 100 ul de tampdn de bicarbonato de amonio
50mM pH8,5 con 0,01% de ProteaseMax (Promega Corporation, EE. UU). A
continuacion, se incubaron con 20 mM de ditiotreitol a 56 °C durante 20 minutos y
seguidamente con iodoacetamida 100 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad. Por ultimo, se realizé la digestién afadiendo 1 ug de tripsina Gold
Proteomics Grade (Promega Corporation, EE. UU) durante 3 horas a 37 °C. La reaccion
se detuvo con acido férmico al 0,1% vy se filtré a través de 0,2 um. Finalmente, las
muestras se secaron utilizando un concentrador de vacio modelo Eppendorf 5301

(Alemania).

La separacién y analisis de Las muestras procedentes de la digestion con tripsina
se llevo a cabo mediante HPLC-MS/MS siguiendo los pasos indicados en este mismo

apartado (1.8.5) para las muestras oviductales.

1.8.6 Analisis inmunohistoquimico de oviductina sobre cortes de oviducto

Las muestras de partida fueron oviductos de hamster y coneja fijados en
formaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 24 horas y mantenidos en PBS a

4 °C hasta su procesado e inclusion en parafina.

La inclusion de los oviductos se realizd mediante procesador automatico
(Histokinette). Los pasos iniciales abarcaron una deshidratacion progresiva de la
muestra en soluciones crecientes de etanol seguido de aclarado en tolueno y finalmente

inmersidn del tejido en parafina liquida.

Para la elaboracién de los bloques se colocaron los oviductos en moldes con la
orientacién deseada y se afiadid parafina Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, EE. UU) en
estado liquido a 60 °C. Tras el enfriado del bloque y su desmoldado se obtuvieron
secciones de 5 um de grosor que se montaron en portaobjetos tratados con poli-L-lisina

(Santa Cruz Biotechnology, Alemania).

Para realizar la técnica de inmunohistoquimica, los portaobjetos se

desparafinaron durante toda la noche mediante incubacién en una solucién sustitutiva
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de xileno. A la mafiana siguiente se hidraté el tejido usando soluciones decrecientes de
etanol, comenzando en etanol absoluto hasta etanol al 70%, finalizando con la muestra
en agua. Para el desenmascaramiento antigénico se empled tampdn citrato a pH 6
incubando a 98 °C durante 30 minutos en una olla a presidn. Tras tres lavados de
5 minutos en tampdén TBS (Sigma-Aldrich, EE. UU) se realizé un lavado con TBST
(Anexo 6) y se delimité el area del tejido con un l4piz. Antes de comenzar con las
incubaciones de los anticuerpos se inhibid la peroxidasa enddgena incubando en una
solucion de PBS con un 1% de H20; durante 30 minutos. Posteriormente, se procedio al
bloqueo de ruido de fondo incubando las secciones con suero normal de caballo al 2,5%
(Vector laboratories, EE. UU) durante 20 minutos a 37 °C. Tras aclarar con TBS
(Sigma-Aldrich, EE. UU), los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo primario
policlonal anti-oviductina toda la noche a 4°C en cdmara humeda. A la mafiana
siguiente, las muestras se atemperaron a 37 °C durante 10 minutos y se lavaron durante
3 minutos con TBST. Seguidamente se incubaron 30 minutos con un polimero de
anticuerpos secundarios anti-inmunoglobulina G de conejo a 37 °C conjugado con
peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés horseradish peroxidase) (Anexo 7) y se realizaron

dos lavados durante 2 minutos con TBST.

El revelado se hizo con solucidn de 0,5 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina en TBS
(Sigma-Aldrich, EE. UU). 3,3’-diaminobenzidina es un compuesto que se oxida en
presencia de H,0; precipitando un producto de color marrén. Los portaobjetos se
lavaron durante 5 minutos con agua corriente y después con agua destilada. Tras
contrastar con la técnica de tincidn hematoxilina-eosina durante 30 segundos, los
portaobjetos se lavaron 5 minutos en agua y se procedié a su deshidrataciéon con
incubaciones de 5 minutos a soluciones crecientes de etanol (96% y dos veces en
absoluto). Después de aclarar las secciones en sustituto de xileno en dos bafos de 5
minutos cada uno a temperatura ambiente, las secciones se montaron con cubreobjetos
(24x36 mm) en medio de montaje permanente con base de tolueno, DPX (Panreac

Quimica S.L.U., Espaiia).

La visualizacién de los cortes histologicos se realizd con un microscopio Zeiss
AxioPhot con dptica convencional y las fotos se tomaron con camara modelo DC500

(Leica, Alemania).
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1.8.7 Técnica citoquimica de lectinas en 6vulos de hamster

Se elaboraron tres grupos, uno formado por évulos procedentes 3 hembras WT,
otro grupo formado por évulos de 3 hembras KO y un tercer grupo formado por ovocitos
ovaricos de 3 hembras WT. A su vez cada grupo se dividié en dos para formar los
controles negativos, es decir, sin incubacién con lectina. Los évulos y ovocitos fueron
fijados al 2% de paraformaldehido (PAF) durante 30 minutos y posteriormente

preservados al 1% de PAF a 4 °C.

Al comenzar la técnica con lectinas se elimind el PAF residual presente en las
muestras mediante 3 lavados en PBS. A continuacion, se realizé el bloqueo de los
posibles grupos aldehidos del fijador mediante incubacion de las muestras en PBS glicina
20 mM durante 15 minutos. Se volvieron a realizar 3 lavados en esta ocasién en TBS
(Sigma-Aldrich, EE. UU) y se incubaron (a excepcion de los grupos control) con la lectina
fluorescente Griffonia Simplicifolia Lectin | (GSL1) isolectin B4, Dylight® 649 (Vector
Laboratories, EE. UU) a 10 pg/ml durante 1,5horas a temperatura ambiente.
Finalmente, se realizaron 3 nuevos lavados con solucién TBS (Sigma-Aldrich, EE. UU) y
se montaron empleando como medio de montaje el propio TBS. Las imagenes fueron

captadas mediante un microscopio de fluorescencia confocal SP8 (Leica, Alemania).

1.9 Analisis de la fertilidad in vivo

Hamster

Los estudios de fertilidad in vivo se realizaron en animales en edad fértil, de
2-10 meses las hembras y de 3-10 meses los machos. Para comprobar la fertilidad in vivo
de las hembras WT, KO y heterocigotas (Hz, del inglés heterozygous) se emplearon un
total de 6 hembras de cada genotipo con diferentes machos de fertilidad probada. En el
caso de las 6 hembras KO, 4 de ellas fueron cruzadas durante 5 dias consecutivos con
machos de fertilidad probada, abarcado al completo el ciclo estral en esta especie (4
dias de duracidn). Para realizar el siguiente cruce con la misma hembra se confirmé la
no gestacion esperando hasta la posible fecha de parto, siendo la gestacidon en esta

especie de 16 dias. En total se realizaron 6 cruces con cada una de las 4 hembras,
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cambiando en cada cruce de macho de fertilidad probada. Las 2 hembras KO restantes
fueron mantenidas durante un mes ininterrumpidamente con un mismo macho de
fertilidad probada, abarcando 7-8 estros de cada hembra (Tabla 4). Las hembras con
genotipo WT y Hz fueron cruzadas durante 5 dias consecutivos en 1-3 ocasiones cada

una con diferentes machos de fertilidad probada (Tabla 5).

Tabla 4. Datos de los cruces realizados con las hembras de hamster KO para OVGP1 en el anilisis de
fertilidad in vivo.

Hembras KO Nuamero de cruces?
KO1 6
KO 2 6
KO 3 6
KO 4 6
KO 5 1 cruce durante 1 mes (7-8 estros)
KO 6 1 cruce durante 1 mes (7-8 estros)

Todos los machos empleados en los analisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada, siendo cada
macho diferente en los cruces de una misma hembra.

Tabla 5. Datos de los cruces realizados con las hembras de hamster WT y Hz para OVGP1 en el analisis de
fertilidad in vivo.

Genotipo de las Numero de hembras Numero de cruces
hembras empleadas totales?
WT 6 12
Hz 6 14

Todos los machos empleados en los analisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada, siendo cada
macho diferente en los cruces de una misma hembra.

También se analizé la fertilidad in vivo en los machos WT, KO y Hz, empleando 4,
10 y 6 animales respectivamente. Cada uno de los machos fue cruzado en 1-2 ocasiones

durante 5 dias consecutivos con diferentes hembras de fertilidad probada (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos de los cruces realizados con los machos de hamster WT, Hz y KO para OVGP1 en el analisis
de fertilidad in vivo.

Genotipo de los Numero de machos Numero de cruces
machos empleados totales?
WT 4 4
Hz 6 6
KO 10 17

Todas las hembras empleadas en los andlisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada,
siendo cada hembra diferente en los cruces de un mismo macho.

Con el fin de determinar si existian diferencias significativas en el tamafio de las
camadas de hembras y machos en base al genotipo para OVGP1 de los progenitores, se
realizé andlisis estadistico de los resultados obtenidos. Para el tratamiento de los datos
se utilizé la herramienta RStudio (R version 4.1.3) (RStudioTeam, 2020) junto con la
libreria “dplyr” (Wickham et al., 2022) para agrupar las camadas segun el genotipo de
los progenitores. Las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett se usaron para evaluar la
distribucién normal de los datos y la homocedasticidad de las varianzas,
respectivamente. Para la busqueda de diferencias significativas entre los distintos
grupos, cuando las variables resultaron ser paramétricas, se usé la ANOVA de una via,
cuando no habia homocedasticidad de las varianzas se utilizé la correccidn de “Welch”.
Como analisis de contraste post hoc se utilizd el método de “Holm” considerando

estadisticamente significativas aquellas diferencias con un p-valor < 0,01.

Conejo

Los estudios de fertilidad in vivo se llevaron a cabo en animales en edad fértil,
entre 5y 24 meses de edad. Para comprobar la fertilidad in vivo de las hembras WT, KO
y Hz se emplearon un total de 4, 2 y 3 hembras respectivamente. De las 2 hembras KO
empleadas, una fue cruzada en 5 ocasiones y otra en 2 ocasiones, cambiando en cada
uno de los cruces de macho de fertilidad probada (Tabla 7). Las hembras con genotipo
WT vy Hz fueron cruzadas en 1-2 ocasiones cada una con diferentes machos de fertilidad

probada (Tabla 8).
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Tabla 7. Datos de los cruces realizados con las conejas KO para OVGP1 para el analisis de fertilidad in vivo.

Hembras KO Numero de cruces!
KO 1 5
KO 2 2

Todos los machos empleados en los analisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada, siendo cada
macho diferente en los cruces de una misma hembra.

Tabla 8. Datos de los cruces realizados con las conejas WT y Hz para OVGP1 en el andlisis de fertilidad
in vivo.

Genotipodelas Numero de hembras Numero de cruces
hembras empleadas totales?
WT 4 5
Hz 3 5

Todos los machos empleados en los analisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada,
siendo cada macho diferente en los cruces de una misma hembra.

También se analizé la fertilidad in vivo en los machos WT, KO y Hz empleando un
total de 6, 2 y 1 animales respectivamente, siendo cruzados en 1-5 ocasiones cada uno
con diferentes hembras de fertilidad probada (Tabla 9). En todos los casos se realizod
monta natural colocando a la hembra en la jaula del macho durante 15 minutos y
confirmando 2-3 montas efectivas. Para confirmar la ausencia de gestacién y realizar el
siguiente cruce se esperd hasta la posible fecha de parto (siendo la gestacién en esta

especie de 30 dias aproximadamente).

De igual modo al indicado en el modelo de hamster, se realizd el andlisis

estadistico de los datos obtenidos del tamano de camada en hembras y machos.

Tabla 9. Datos de los cruces realizados con los machos de conejo WT, Hz y KO para OVGP1 en el andlisis
de fertilidad in vivo.

Genotipodelos  Numero de machos Numero de cruces
machos empleados totales?
WT 6 6
Hz 1 5
KO 2 4

Todas las hembras empleadas en los andlisis de fertilidad in vivo fueron de fertilidad probada,
siendo cada hembra diferente en los cruces de un mismo macho.
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1.10 Analisis microscopico de oviductos y embriones

1.10.1 Microscopia éptica
Microscopia dptica de oviducto

Las muestras de oviducto de hdmster y coneja fueron fijadas en formaldehido al
4% a temperatura ambiente durante 24 horas y se mantuvieron en PBS a 4 °C hasta su

procesado e inclusién en parafina.

La inclusién, elaboracién de los bloques y obtencién de secciones de 5 um de
grosor se realizé6 de manera idéntica a la indicada en el apartado 1.8.6. En este caso,
para la correcta observacién microscépica de las diferentes partes de las células se
realizé tincién con hematoxilina-eosina y se llevé a cabo el montaje con DPX (Panreac
Quimica S.L.U., Espaia) en portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina (Santa

Cruz Biotechnology, Alemania).

El estudio y visualizacion de los cortes histolégicos de oviducto se realizd con un
microscopio Zeiss AxioPhot con Odptica convencional y las fotos se adquirieron con

camara modelo DC500 (Leica, Alemania).

Microscopia dptica de embriones

Las muestras de embriones de hamster en dia 1,5y 2,5 de desarrollo y de conejo
en estadio de cigoto/embridn de 2 células, mérula y blastocisto fueron fijadas en placas
de 4 pocillos (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) con PAF al 2% a temperatura ambiente
durante 2 horas y se mantuvieron en PBS Dulbecco (Sigma-Aldrich, EE. UU) hasta su
posterior evaluacién microscopica. El estudio y visualizacion de los embriones se realizé
con un microscopio Zeiss AxioPhot con éptica convencional y las fotos se tomaron con

camara modelo DC500 (Leica, Alemania).

En el caso de los embriones de hamster se contabilizo el nUmero de blastdmeras

presentes en ambos estadios (dia 1,5 y 2,5 de desarrollo) y en las mdrulas de conejo se
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realizé una medicidn detallada del grosor de la capa de mucina siguiendo el esquema de

medicién indicado en la Figura 25.

Medida 1

Medida 4 Medida 2

7

Medida 3

Figura 25. Esquema de medicion de la capa de mucina en embriones de conejo en estadio de mérula.

Para determinar si existian diferencias significativas en el nimero de blastémeras
de los embriones de hamster, asi como en el espesor de la capa de mucina de las mérulas
de conejo en base al genotipo para OVGP1 de los progenitores, se realizd el andlisis
estadistico comparado de los datos obtenidos. Para el tratamiento de los datos en el
caso del analisis del nUmero de blastémeras se utilizé la herramienta RStudio (R version
4.1.3) (RStudioTeam, 2020) junto con la libreria “dplyr” (Wickham et al., 2022) y para el
analisis del grosor de la capa de mucina el programa SPSS 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE. UU, 2002), agrupando asi los embriones segun el genotipo de los progenitores. Las
pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett se usaron para evaluar la distribuciéon normal de los
datos y la homocedasticidad de las varianzas, respectivamente. Para la busqueda de
diferencias significativas entre los distintos grupos, cuando las variables resultaron ser
paramétricas, se usé la ANOVA de una via. Como analisis de contraste post hoc se utilizé
el método de “Holm” para el andlisis del nimero de blastémeras y el método de
“Bonferroni” para el analisis del grosor de la capa de mucina, considerando
estadisticamente significativas aquellas diferencias con un p-valor<0,01 y <0,05
respectivamente. Para la creacién de los graficos se utilizd el programa Prism 8

(GraphPad Software, 2023).
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1.10.2 Microscopia electronica

Las muestras de oviducto de hamster y coneja fueron fijados al 0,5% de
glutaraldehido durante 2 horas a 4 °Cy se conservaron en PBS Dulbecco (Sigma-Aldrich,

EE. UU) a 4 °C hasta su posterior inclusion.

La inclusidon se realizd manualmente. Los pasos iniciales abarcaron una
deshidratacion progresiva de la muestra en soluciones crecientes de etanol (50, 70, 90,
B95 y 100%). A continuacion, se realizaron 2 inmersiones en la Resina LR-White Hard
grade Acrylic Resin (Agar Scientific, Reino Unido) al 70% de etanol durante 1 hora cada
una y a continuacion 3 inmersiones en LR - WHITE absoluta (2 de ellas de 1 hora y la
ultima durante toda la noche). Para la elaboracién de los bloques, a la mafiana siguiente
se colocaron las muestras de oviductos en cdpsulas de gelatina y se procedio a la
polimerizacién del LR - WHITE a 55 °C en vacio durante 24 horas. Tras el enfriado del
blogue y su desmoldado se realizaron dos tipos de cortes, semifinos de 1 um y ultrafinos
de 70nm de grosor, empleando ultramicrotomo LKB-lll con cuchilla de vidrio
(Leica, Alemania) y ultramicrotomo modelo Ultracut R con cuchilla de diamante
(Leica, Alemania) respectivamente. Los cortes semifinos se montaron en portaobjetos
gelatinizados, se tifieron con azul de toluidina al 0,5% y se examinaron con un
microscopio dptico DMRB (Leica, Alemania). La cdmara de adquisicion de imagenes fue
modelo Lumenera Infinity (Microsercon, Espafia). Los cortes ultrafinos se contrastaron
con acetato de uranilo al 5% (Electron Microscopy Science, Reino Unido) y citrato de
plomo al 2,5% (Electron Microscopy Science, Reino Unido) empleando rejillas de cobre
100 mesh (Electron Microscopy Science, Reino Unido). El estudio y visualizacion de los
cortes histoldgicos ultrafinos de oviducto se realizé con microscopio electrénico de
transmisién modelo JEM-2010 (JEOL, Japdn). La camara de adquisicion de imagenes fue
ORIUS SC600 (Gatan, EE. UU) montada en eje con el microscopio en la parte inferior e
integrada dentro del programa de adquisicion y tratamiento de imagenes

DigitalMicrograph 1.80.70 para GMS 1.8.0. (Gatan, EE. UU).
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1.11 Analisis transcriptomico de oviductos de hamster

Para valorar posibles cambios en la expresién génica en el oviducto de hembras
de hamster KO para OVGPI1, se realizé un estudio transcriptémico comparado de

oviducto mediante la técnica RNA-seq. La técnica fue realizada en la empresa Novogene.

Las muestras de partida fueron ARN total obtenido de oviductos preservados
a -80 °C. Para poder ser analizadas mediante RNA-seq las muestras debian tener al
menos 400 ng totales de ARN y un valor RIN (del inglés, RNA Integrity Number) de
integridad del ARN > 6,8. Por ello, previamente a la realizacion de la técnica de
transcriptomica se analizé la concentracién y pureza de las muestras en la seccién de
biologia molecular del ACTI de la Universidad de Murcia mediante espectrofotometria
(Nanodrop 2000 Spectrophotometer, ThermoFisher Scientific, EE. UU). Adicionalmente
se evalud la integridad del ARN, mediante bioanalizador (Bioanalyzer 2100, Agilent

Technologies, EE. UU).

La técnica RNAseq se realizé empleando la técnica de secuenciacién de nueva
generacion, de alto rendimiento y precisidon. Se emplearon las plataformas Illumina
NovaSeq de ultima generacion que utilizan una estrategia de secuenciacion de 150 pb

por pares (short-reads) (Marguerat y Bahler, 2010).

Los ficheros FASTQ correspondientes a cada muestra se procesaron con kallisto
v 0.46 (Bray et al., 2016). En primer lugar, se construyeron indices a partir del
transcriptoma de referencia de Mesocricetus auratus (regién codificante del genoma
depositado bajo el ID GCF_017639785.1 en RefSeq). Tras unos analisis preliminares se
vio que el porcentaje de lecturas pseudoalineadas era superior con un indice de tamano
de k-mero de 19, por lo que se empled este indice para el pseudoalineamiento y
cuantificacion de la expresion génica. Para el pseudoalineamiento se empled el médulo
guant de kallisto con 100 pasos de bootstrapping. Los resultados en forma de ficheros
.h5 se procesaron mediante un script en R (v 4.2.0). Tras exportar las tablas de expresién
génica con tximport (Soneson et al., 2015), los genes diferencialmente expresados se
evaluaron con el paquete DESeq2 (Love et al., 2014). Se consideraron diferencialmente

expresados los genes con una ratio de falsos positivos (FDR, del inglés False Discovery
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Rate) menor a 0,05 (FDR < 0,05) y un valor absoluto del logaritmo en base 2 del FC (del
inglés Fold Change) superior a 0,75 (logFC > |0,75]). Para concluir, se realizé un mapa
de calor mediante la herramienta ComplexHeatmap (Gu et al., 2016) y un diagrama de

dispersién mediante la herramienta Package ‘ggplot2’ (Wickham et al., 2014).

Para asignar el nombre oficial correspondiente a cada gen se utilizd la
herramienta biomaRt (Durinck et al., 2005), la cual parte del ID del transcrito y mediante
la base de datos Ensembl (ensembl.org) (Cunningham et al., 2022) le asigna el nombre
del gen al que pertenece. Los genes desconocidos para Mesocricetus auratus se

reanotaron con el programa EggNog mapper (Cantalapiedra et al., 2021).

1.12 Analisis transcriptomico de embriones de hamster

Para valorar posibles cambios en la expresion génica de los embriones
procedentes de hembras KO para OVGPI1, se realizé un estudio transcriptémico
comparado de embriones en dia 2,5 de desarrollo mediante la técnica de microarrays.
La técnica fue realizada en la seccién de biologia molecular del ACTI de la Universidad

de Murcia. La muestra de partida fue ADNc obtenido a partir de ARN total de embriones.

Se limpiaron las dianas de ADNcYy, tras la fragmentacién y el etiquetado terminal,
se incluyeron 2,3 pug de ADNc fragmentado y biotinilado en la mezcla de hibridacién,
utilizando el kit GeneChip® Hybridization, Wash and Stain (Affymetrix Thermo Fisher
Scientific, EE. UU) segun las recomendaciones del fabricante. Las preparaciones
resultantes se incubaron en Mouse Clariom S Arrays (Affymetrix Thermo Fisher
Scientific, EE. UU) con rotacién a 60 rpm durante 16 horas a 45 °C. A continuacion, se
lavaron vy tifieron todos los arrays antes de escanearlos con GeneChipTMSystem 3000
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Tras el escaneo con GeneChipTMSystem 3000
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU) los datos de los microarrays se procesaron con el
programa Affymetrix Expression Command Console (Affymetrix Thermo Fisher
Scientific, EE. UU). El anadlisis de los datos se realizd con media robusta de matrices
multiples lo que permitié que los valores de intensidad brutos se corrigieran de fondo,
se transformaran en log2 y se normalizaran por cuantiles para obtener un valor de

intensidad individual para cada conjunto de sondas. Para el andlisis estadistico se
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utilizaron los programas Partek Genomics Suite y Partek Pathways (Partek Incorporated,
St. Louis, EE. UU) y se aplicé una prueba de ANOVA con un umbral restrictivo de valor
de probabilidad inferior a 0,05 (p-valor<0,05). Por tanto, se consideraron
diferencialmente expresados los genes con un p-valor inferior a 0,05 (p-valor < 0,05) y
un FC superiora 2 (FC > | 2]). Finalmente, se analizaron las redes de interaccién, reaccién
y relacion molecular que mostraban genes expresados diferencialmente mediante la

enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG).

Para reducir la dimensionalidad de las variables se realizd6 un Analisis de
Componentes Principales (ACP) (Blighe, 2019) mediante el programa Partek Genomics

Suite version 7.19 (www.partek.com).

La anotacién bioldgica se analizé mediante los paquetes clusterProfiler y

enrichplot de R (Wu et al., 2021).

2. Evolucion del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae

Los analisis previos del gen OVPG1 en Rattus norvegicus demostraron la
presencia de un indel en el exdn 1 que conduce a la formacién de codones de parada
prematuros, siendo OVGP1 un pseudogén en esta especie (Tian et al., 2009). Sin
embargo, Mus musculus perteneciente, al igual que Rattus norvegicus, a la subfamilia

Murinae presenta un gen funcional.

En base a esta premisa, para determinar qué otras especies se ven afectadas por
este proceso y datar la aparicidn de la pseudogenizacién de Ovgpl en la subfamilia
Murinae se estudié el comienzo del gen (exones 1 a 6) en varias especies de Muridae, la
familia de roedores a la que pertenecen Mus y Rattus. Los datos disponibles en las
bibliotecas se completaron secuenciando el inicio del gen en varias especies de la
subfamilia Murinae consiguiendo asi una mejor representacién de las tribus de esta
subfamilia. En la Tabla 10 quedan indicadas todas las especies empleadas en el estudio,
diferenciando entre aquellas cuya secuencia para Ovgpl se obtuvo de bases de datos o

de la amplificacion mediante PCR y secuenciacién durante este trabajo.
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Tabla 10. Especies pertenecientes a la subfamilia Murinae empleadas para la amplificacion del gen

Ovgp1 mediante PCR.

Familia Subfamilia Tribu

Apodemyini

Arvicanthini

Hydromyini

Murini

Praomyini

Muridae Murinae

Millardini

Otomyini

Rattini

Deomyinae -

Gerbillinae -

-08 -

Género

Apodemus

Dasymys

Lemniscomys

Arvicanthis
Grammomys

Conilurus

Pseudomys

Mus

Myomys
Praomys
Mastomys

Millardia
Myotomys
Parotomys
Bandicota

Berylmys

Bunomys

Chryromyscus

Diplothrix

Leopoldamys

Maxomys

Rattus

Acomys

Meriones

Especie

Apodemus sylvaticus
Dasymys incomtus
Dasymys rufulus
Lemniscomys zebra

Arvicanthis niloticus

Grammomys
surdaster

Conilurus penicilatus

Pseudomys australis

Mus musculus

Mus caroli
Mus spretus

Mus spicilegus
Mus pahari
Myomys fumatus
Praomys rostratus
Mastomys coucha

Millardia meltada

Myotomys
unisulcatus

Parotomys brantsii

Bandicota
bengalensis

Berylmys bowersi

Bunomys
chrysocomus
Chryromyscus

chiropus

Diplothrix legata

Leopoldamys
edwardsi

Maxomys surifer
Rattus norvegicus
Rattus exulans
Rattus tanezumi

Acomys russatus

Meriones
unguiculatus

Secuencia
XM_052180919
(NC_067475)
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
XM_034500638
(NC_047661)

XM_028755672
(NW_021620880)

secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
NM_007696
(ENSMUSG00000074
340)
XM_021159142
(NC_034572)
T0062152 (SPRETEIJ)
ENSMSITO00000080
08 (MUSP714)
XM_021197069
(NC_034593)
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
XM_031376141
(NW_022196898)
secuencia obtenida
en este estudio

secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio

secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
BLAST Rnor_6.0
(chromosome 2)
secuencia obtenida
en este estudio
secuencia obtenida
en este estudio
XM_021658779
(NHTI01001850)

BLAST LR877234
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2.1 Diseiio de cebadores

La secuencia de ADNg de Ovgpl de Mus musculus estd formada por 13.622 pb
(ENSMUSG00000074340) y consta de 11 exones (NM_007696.2). Mediante el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990),
se realizé una busqueda de coincidencias con la secuencia de ARNm de Mus musculus
(NM_007696.2) y miembros de la familia Muridae en las bases de datos GenBank (Clark
et al., 2016) y Ensembl (Cunningham et al., 2022). Las secuencias obtenidas (Tabla 10)
se alinearon con el programa MUSCLE implementado en SeaView (Gouy et al., 2010) y
se disefiaron cebadores en las regiones mas conservadas del alineamiento. Las multiples
parejas de cebadores disefiadas abarcaron las regiones de ADNg de Ovgp1 de los exones

1 al 6 para su amplificacién y secuenciacion (Tabla 11 y Figura 26).

Tabla 11. Cebadores utilizados para la amplificacion de las regiones de ADNg de Ovgp1 de los exones 1 al
6. En las diferentes columnas podemos ver: el nombre del cebador, el nimero de pares de bases (pb), si
se trata de un cebador directo (d) o reverso (r), la secuencia (5’>3’) y la temperatura de fusion del cebador
(Tm).

Nombre Pb (d/r) Secuencia (5'=>3’) Tm (°C)
Fwl 19 (d) catagctaccaggcagttg 58
Rv1l 21 (r) cttcatcttggaccagttaat 58
Rvilb 21 (r) attaactggtccaagatgaag 58
Fw2 21 (d) cttcatcttggaccagttaat 58
Rv2 20 (r) gaggcaaaggcaaatatcag 58
Fw3 20 (d) actgcctacaaactggtgtg 60
Rv3 19 (r) ggcagttgcaagaggcaag 60
Fw4 21 (d) cagagttcaacaaactcaagg 60
Rv4 20 (r) ctgggaggtagagcaagatg 58
Rv4b 20 (r) catcttgctctacctcccag 58
Fw5 21 (d) agtgacttaaggtgtccatag 60
Rv5 23 (r) ctaagtttcacatcagatgtcta 62
Fw6 19 (d) cttgtgccaaccaagcttc 62
Rv6 20 (r) ggcaaactggagctcctaag 62
Fw7 20 (d) tgtctttctcatagacttgg 56
Rv7 19 (r) gttacctggcaacacaaca 56
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Rvlb Rv4b
Posicion 342 Posicion 2364
Fw1-Rv1l Fw3-Rv3 Fw5-Rv5 Fw7-Rv7
Posicion 85-716 Posicién 1131-1682 Posicién 2200-2803 Posicion 4435-5317
632 pb 552 pb 604 pb 883 pb
< > > T
I:H Aﬂ [l ] | Bl
= U L L
Exdn 1 Exdn 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exén 6
130 (25)pb  30pb 205 pb 57 pb 166 pb 125 pb
< > < : >
Fw2-Rv2 Fw4-Rv4 Fw6-Rv6
Posicion 322-1252  Posicion 1309-2314 Posicion 3852-4578
931 pb 1006 pb 727 pb

Figura 26. Localizacién de los cebadores en la secuencia de ADNg de Ovgpl de ratén
(ENSMUSG00000074340). Se indica el tamarfio de los exones 1 al 6, los amplicones generados por cada
pareja de cebadores y los microsatélites presentes en este fragmento de la secuencia. El exdon 1 consta de
una parte no codificante representada en blanco y la parte posterior a la metionina inicial representada
en gris que si se traduce a proteina.

2.2 Amplificacidn y analisis de las secuencias gendmicas de Ovgp1 en la

subfamilia Murinae

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl con
20-25 ng de ADNg, 0,5 pl de la enzima polimerasa AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems,
EE. UU), 2,5 ul de tampdn 10X, 2 ul de dNTP (2,5 mM), 2 ul de MgCI2 (25 mM), 1,25 ul
de cada cebador (10 uM) y 8,75 ul de agua de biologia molecular libre de ADNasa y
ARNasa.

Las amplificaciones se realizaron en termociclador Mastercycler® personal
Thermal Cycler (Eppendorf®, Alemania), programando una fase inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 3 minutos. Cada ciclo de PCR se repitido 40 veces,
contando cada uno de ellos de tres fases: fase de desnaturalizacién a 94 °C y 30
segundos, fase de alineamiento a Tm dptima segun la pareja de cebadores empleados
(Tabla 11) y 15 segundos y fase extensién de 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos. Para

concluir se llevd a cabo una extension final a 72 °C durante 15 minutos.
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Para comprobar la eficiencia de la amplificacion por PCR y el tamafio de los
amplicones en cada reaccién se tomaron 2 ul de cada producto de PCR junto a 4 pl del
colorante de carga gel Loading Dye 6x (Thermo Fisher Scientific, EE. UU). A continuacion,
se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con la adicion de 10 pl del
colorante fluorescente de acidos nucleicos GelRed (GelRed® Nucleic Acidl Stain, Biotium,
EE. UU) para su posterior revelado. La electroforesis se llevd a cabo en tampoén de
recorrido TAE 0,5X (Tris Acetate-EDTA, Sigma-Aldrich, EE. UU) a 100V durante 20
minutos, a temperatura ambiente y en soporte horizontal. Finalmente, se procedié a su

revelado en un transiluminador (Alphalmager MINI, Cell Biosciences, EE. UU).

Los productos de PCR que mostraron una sola banda y suficiente ADN
(> 10 ng/ul) se enviaron a la empresa Microsynth France SAS (Vaux-en-Velin, Francia)

para su secuenciacion.

2.3 Construccion del arbol filogenético

Para estudiar la historia evolutiva del gen Ovgp1 dentro de la subfamilia Murinae

es necesario construir su arbol filogenético.

Para la construccion del arbol filogenético se comenzd realizando un
alineamiento multiple de las secuencias obtenidas mediante secuenciacion junto con las
secuencias empleadas en el disefio de los cebadores usando el programa SeaView (Gouy
et al., 2010). En el alineamiento multiple también se incluyeron las secuencias de
Acomys russatus (subfamilia Deomyinae) y Meriones unguiculatus (subfamilia
Gerbillinae) como grupos externos. El alineamiento multiple del ADNg correspondiente
alos exones 1 a 6 contenia 31 secuencias de 31 especies de la familia Muridae (Tabla 10)
y 6.726 pb. Para el andlisis filogenético solo se utilizaron las zonas correspondientes a

los exones, es decir, 626pb.

A continuacion, se estimaron las filogenias utilizando el método de maxima
verosimilitud con el programa Phyml 3.1 (Guindon y Gascuel, 2003) y la inferencia
bayesiana con el programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). El modelo de evolucién

que mejor se adaptaba a las secuencias obtenidas (HKY+G) se determind, para el
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método de maxima verosimilitud, con el programa jModelTest 2.1 (Darriba et al., 2012)
y el criterio de informaciéon de Akaike. Para la inferencia bayesiana se utilizd en el
programa MrBayes el pardmetro Nst=mixed que permite muestrear diferentes
modelos de sustitucion. La robustez de los nodos se estimé con 1.000 boostraps para el
programa Phylm y probabilidades posteriores para el programa MrBayes. Para el andlisis
bayesiano, el nimero de generaciones se fijé en 20.00.000 con un arbol muestreado
cada 500 generaciones. La eliminacién de los arboles no éptimos, lo que se denomina
burn-in, se determind graficamente con el programa Tracer v.1.7 (Rambaut et al., 2018),
comprobando que los tamafos efectivos de las muestras (ESS, del inglés effective
sample sizes) eran muy superiores a 200. Asi, eliminamos el 10% de los arboles.
Finalmente, para la visualizacion del arbol filogenético se empled el programa Figtree

v.1.4.

3. Analisis de la secuencia gendmica de ASTL en lagomorfos

mediante PCR

Para el andlisis del gen ASTL en lagomorfos se emplearon muestras de ADNg de
9 especies de lagomorfos procedentes del Centro de Investigacidn en Biodiversidad y
Recursos Genéticos (CIBIO) del Campus Agrario de Vairdo de la Universidad de Oporto
(Vairdo, Portugal). Las especies analizadas fueron: conejo europeo (Oryctolagus
cuniculus cuniculus), conejo salvaje ibérico (Oryctolagus cuniculus algirus), conejo
pigmeo (Brachilagus idahoensis), conejo cola de algoddn oriental (Sylvilagus floridanus),
conejo de pincel (Sylvilagus bachmani), liebre europea (Lepus europaeus), liebre ibérica
(Lepus granatensis), pica daurica (Ochotona daurica) y pica americana (Ochotona

princeps).

Cada una de las 9 muestras de ADNg de las especies indicadas se empledé como
molde para llevar a cabo la amplificacién por PCR del gen ASTL empleando cebadores
especificos (Anexo 1). Para el disefio de los cebadores se tomd como referencia que, en
ratén, el centro activo de Ast/ esta ubicado entre los aminoacidos 182 y 192, incluyendo
tres histidinas necesarias para unir el cofactor Zn2+ y el aminoacido del centro catalitico

Glu183 (Burkart et al., 2012). El centro activo de raton es por homologia similar al del
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ser humano, el cual fue localizado manualmente en el exdn 6 a partir de la traduccién
de los exones de la secuencia candnica de ARNm de ASTL humano depositada en la base
de datos Ensembl (ensembl.org) (Cunningham et al., 2022). Por tanto, los cebadores
fueron disefiados tomando como referencia la region homaéloga con conejo del exén 6

del gen ASTL humano, donde esta presente el sitio activo de ASTL.

Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de 2 ul de ADNg y la mezcla de
reactivos se llevd a cabo en cabina de flujo laminar (AV-100, AZBIL TELSTAR, S.L.U,
Espafia). La reaccion de PCR contenia 2 pl de ADNg, 1,25 pul de cada cebador a 10 uM,
12,5 ul de la enzima polimerasa KAPA2G Fast HotStart ReadyMix PCR Kit (Kapa
Biosystems, EE. UU) y 8 ul de agua de biologia molecular libre de ADNasas y ARNasas

para completar un volumen final de 25 pl.

Las amplificaciones se efectuaron en termociclador Mastercycler® personal
Thermal Cycler (Eppendorf®, Alemania), programando wuna fase inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos. Cada ciclo de PCR se repitid 35 veces,
contando cada uno de ellos de tres fases: fase de desnaturalizacion a 95 °C vy
15 segundos, fase de alineamiento durante 15 segundos a Tm éptima de 60 °C para el
par de cebadores empleado (Anexo 1) y fase de extensién a 72 °C y 1 segundo. Para

concluir se llevo a cabo una extension final a 72 °C durante 1 minuto.

La eficiencia de la amplificacion por PCR y el tamaio de los amplicones en cada
reaccidon fueron comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa siguiendo los
pasos indicados en el apartado 1.6. La identidad de todos los productos amplificados fue
verificada mediante secuenciacidn por Sanger en la seccién de biologia molecular del
ACTI de la Universidad de Murcia previa purificacidon siguiendo los pasos indicados
también en el apartado 1.6. Finalmente, para valorar la posible pseudogenizacién de
ASTL en las especies de lagomorfos analizadas se realizd el alineamiento multiple de
todas las secuencias obtenidas mediante el programa BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov)

(Altschul et al., 1990).
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VI. Resultados

1. Modelos KO para OVGP1 de hamster y conejo

1.1 Caracterizacion de los modelos KO

1.1.1 Genotipado
Hamster

Se confirmé el genotipo para OVGP1 de todos los hamsteres generados (WT, Hz
y KO) mediante electroforesis de los productos de PCR y estudio de los cromatogramas

obtenidos tras su secuenciacion.

Tras la electroforesis se detectaron 2 bandas de diferente tamafo segun el
genotipo del animal: 467 pb en animales WT y 391 pb en KO. El menor tamano del
amplicon en los animales KO es debido a la delecidn de 76 pb generada mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1 de esta especie. En el caso de los animales Hz
aparecian ambas bandas, la correspondiente al alelo WT y la correspondiente al alelo

KO (Figura 27).

PM (pb)
500—
400
300—

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos por PCR correspondientes a un
fragmento de ADNg que abarca la zona de delecion generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1 de
hamster. Se muestran los amplicones correspondientes a dicho fragmento en animales con genotipo WT
(a), Hz (b) y KO para OVGP1 (c). Tamafio de los amplicones 467 pb en animales WT, 391 pb en animales
KO y ambas bandas en animales Hz.

La secuenciacion por Sanger de los amplicones confirmd la identidad de los
productos. Los animales con genotipo WT mostraron secuencias integras, los animales
KO presentaron secuencias con la delecién de 76 pb generada y los animales Hz
mostraron pérdida de resolucién debido al solapamiento de la secuencia WT de un alelo

y la secuencia KO del otro alelo (Figura 28).
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos tras la secuenciacion por Sanger de los amplicones correspondientes
aun fragmento de ADNg que abarca la zona de delecidn generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1
de hamster. A) Los animales WT mostraron integridad en la secuencia, B) los animales KO presentaron la
delecién de 76 pb generada y C) los animales con genotipo Hz presentaron pérdida de resolucion en el
cromatograma debido al solapamiento de la secuencia WT de un alelo y la secuencia KO del otro alelo. La
zona donde se ubicaria dicha delecién aparece recuadrada en rojo en cada uno de los cromatogramas.
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Conejo

Se confirmé el genotipo para OVGP1 de todos los conejos generados (WT, Hz y
KO) mediante electroforesis de los productos de PCR y estudio de los cromatogramas

obtenidos tras su secuenciacion.

Tras la electroforesis se detectaron dos bandas de diferente tamafio segun el
genotipo del animal: 315 pb en animales WT y 280 pb en KO, debido a la delecién de
35 pb generada mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1 en los animales
KO. En el caso de los animales Hz aparecian ambas bandas, la correspondiente al alelo

WT y la correspondiente al alelo KO (Figura 29).

PM (pb)
500 ——

400 —

300 —

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones correspondientes a un fragmento de ADNg
que abarca la zona de delecién generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1 de conejo. Se muestran
los amplicones correspondientes a dicho fragmento en animales con genotipo WT (a), Hz (b) y KO para
OVGP1 (c). Tamafio de los amplicones: 315 pb en los animales WT, 280 pb en los animales KO y ambos en
los animales Hz.

La secuenciacion por Sanger de los amplicones confirmé la identidad de los
productos. Los animales WT mostraron secuencias integras, los animales KO
presentaron secuencias con la delecidn de 35 pb generada y los animales Hz mostraron
pérdida de resolucién debido al solapamiento de la secuencia WT de un alelo y la

secuencia KO del otro alelo (Figura 30).
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Figura 30. Cromatogramas obtenidos tras secuenciacion por Sanger de los amplicones correspondientes
aun fragmento de ADNg que abarca la zona de delecion generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1
de conejo. A) Los animales WT mostraron integridad en la secuencia, B) los animales KO presentaron la
delecion de 35 pb generada y C) los animales con genotipo Hz presentaron pérdida de resolucidn en el
cromatograma debido al solapamiento de la secuencia WT de un alelo y la secuencia KO del otro alelo. La
zona donde se ubicaria dicha delecién aparece recuadrada en rojo en cada uno de los cromatogramas.
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1.1.2 Analisis de la expresidn génica de OVGP1 en oviducto

Hamster

Para determinar la expresién del gen OVGP1 en oviducto se realizé amplificaciéon
mediante RT-PCR de una region del ARNm de OVGP1 de hamster que abarcaba la

delecién de 76 pb generada con la tecnologia CRISPR-Cas9 en esta especie.

Tras la amplificacién por RT-PCR, los productos obtenidos se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa obteniéndose dos tamafios de bandas: 299 pb en WTy
223 pb en KO, debido a la presencia de la delecidn de 76 pb generada en los animales KO
(Figura 31). La secuenciacidn por Sanger de los amplicones confirmé la identidad de los
productos de RT-PCR. Los animales con genotipo WT mostraron secuencias integras, los
animales KO presentaron secuencias con la delecién de 76 pb generada y los animales
Hz mostraron pérdida de resolucién debido al solapamiento de la secuencia WT de un

alelo y la secuencia KO del otro alelo (Figura 32).

PM (pb)

500 —
400

300
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Figura 31. Andlisis de la expresion génica de OVGP1 en oviducto de hdmster mediante RT-PCR. Se muestra
el gel de agarosa que nos permite visualizar el tamafio de los amplicones obtenidos en animales con
genotipo WT (299 pb) (a) y KO para OVGP1 (223 pb) (b).
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Figura 32. Cromatogramas obtenidos tras secuenciacidon por Sanger de los amplicones correspondientes
a un fragmento de ARNm que abarca la zona de delecion generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen
OVGP1 de hamster. A) Los animales WT mostraron integridad en la secuencia y B) los animales KO
presentaron la delecién de 76 pb generada. La zona donde se ubicaria dicha delecién aparece recuadrada
en rojo en cada uno de los cromatogramas.

Conejo

Para determinar la expresidn de OVGP1 en el oviducto de esta especie se
amplificd mediante RT-PCR un fragmento de la secuencia de ARNm de OVGP1 de conejo
gue abarcaba la delecidn generada de 35 pb mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 en esta

especie.

Tras la amplificacion por RT-PCR, los productos fueron sometieron a
electroforesis en gel de agarosa obteniéndose dos tamafios de bandas: 262 pb en WTy
227 pb en KO, debido a la presencia de la delecién de 35 pb en los animales KO
(Figura 33). La secuenciacion por Sanger de los amplicones confirmé la identidad de los
productos de RT-PCR. Los animales con genotipo WT mostraron secuencias integras, los

animales KO presentaron secuencias con la delecién de 35 pb generada y los animales
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Hz mostraron pérdida de resolucion debido al solapamiento de la secuencia WT de un

alelo y la secuencia KO del otro alelo (Figura 34).

PM (pb)
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Figura 33. Analisis de la expresion génica de OVGP1 en oviducto de coneja mediante RT-PCR. Se muestra
el gel de agarosa que nos permite visualizar el tamafio de los amplicones obtenidos en animales con
genotipo KO para OVGP1 (227 pb) (a) y WT (262 pb) (b).
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Figura 34. Cromatogramas obtenidos tras secuenciacidn por Sanger de los amplicones correspondientes
a un fragmento de ARNm que abarca la zona de deleciéon generada mediante CRISPR-Cas9 en el gen
OVGP1 de conejo. A) Los animales WT mostraron integridad en la secuencia y B) los animales KO
presentaron la delecién de 35 pb generada. La zona donde se ubicaria dicha delecién aparece recuadrada

en rojo en cada uno de los cromatogramas.
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1.1.3 Deteccidn de la proteina oviductina

1.1.3.1 Electroforesis en SDS-PAGE y Western-blot de muestras oviductales

Hamster

La presencia de la proteina oviductina en oviducto de hamster se comprobd
mediante electroforesis en SDS-PAGE y posterior Western-blot. Los resultados
mostraron una banda ancha de aproximadamente 160 a 350 kDa en hembras WT vy
ausencia de dicha banda en las hembras KO, confirmando la ausencia de oviductina en

el oviducto de los animales KO (Figura 35).

A B
Control del Ac 2°
wT KO wT KO
a b a b
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Figura 35. Analisis mediante SDS-PAGE y Western-blot de la presencia de la proteina oviductina en
muestras oviductales de hdmster. En cada calle se analizaron 50 pg de proteina total. Se empled un
anticuerpo primario policlonal anti-oviductina y un anticuerpo secundario monoclonal contra
inmunoglobulina G de conejo. A) Se observa una banda ancha de aproximadamente 160 a 350 kDa
(indicada con flechas negras) correspondiente a oviductina en animales WT (a) y ausencia de banda en el
peso esperado en animales KO para OVGP1 (b). Se observan otras bandas minoritarias inespecificas que
son reconocidas por el anticuerpo primario anti-oviductina utilizado. B) Control del anticuerpo
secundario, no se observa ninguna banda.

Conejo

Se realizé electroforesis en SDS-PAGE y posterior Western-blot en muestras de
FO de coneja para determinar la presencia de la proteina oviductina en el oviducto de

esta especie. Los resultados mostraron una banda de aproximadamente 70 kDa en
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hembras WT y ausencia de dicha banda en las hembras KO, confirmando la ausencia de

la proteina oviductina en el oviducto de los animales KO (Figura 36).

A B
Control del Ac 2°
2 KO WT 2 KO WT
a b c d e a b c d e
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Figura 36. Analisis mediante SDS-PAGE y Western-blot de la presencia de la proteina oviductina en FO de
coneja. En cada calle se analizaron 10 pg de proteina total. Se empled un anticuerpo primario policlonal
anti-oviductina y un anticuerpo secundario monoclonal contra inmunoglobulina G de conejo. A) Se
observa una banda de aproximadamente 70 kDa (indicada con flechas negras) correspondiente a
oviductina en las hembras WT (c, d y e) y ausencia de banda en el peso esperado en las hembras KO para
OVGP1 (a y b). Se aprecian otras bandas de aproximadamente 50 kDa correspondientes a
inmunoglobulina G de conejo reconocidas por el anticuerpo secundario empleado. B) Control del
anticuerpo secundario donde se observan las bandas inespecificas.

1.1.3.2 Andlisis proteémico

Analisis de muestras oviductales

Hamster

Como otra metodologia para confirmar la presencia de oviductina en oviducto
de hembras WTy la ausencia de esta en hembras KO se empled la técnica HPLC-MS/MS.
Para ello las muestras oviductales se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE, tinendo
posteriormente el gel con azul de Coomassie para poder observar las diferentes bandas

en las que se separaban las muestras (Figura 37).
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kDa

250 —
150
100

Figura 37. Analisis mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie de muestras oviductales de
hamster. Se cargaron 50 g de proteina total en cada calle. Las calles a, b y ¢ corresponden a muestras de
hembras KO para OVGP1 y las calles d, e y f a muestras de hembras WT. Se recorté cada calle del gel a la
altura de 250 kDa (recuadro rojo) siendo a continuacidn estas bandas recortadas analizadas mediante
HPLC-MS/MS.

El gel fue recortado a la altura de 250 kDa, tamano detectado en WB para la
oviductina en esta especie. Las muestras obtenidas a partir del gel fueron tripsinizadas
y analizadas mediante HPLC-MS/MS. Un total de 12 péptidos de oviductina de hamster
fueron detectados en las muestras oviductales de hembras WT (Tabla 12 y Figura 38).
Por el contrario, no se detectd ningun péptido de dicha proteina en las muestras
oviductales de hembras KO, confirmando la ausencia de la proteina oviductina en el

oviducto de estos animales.
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Tabla 12. Péptidos correspondientes a la proteina oviductina de hamster detectados mediante
HPLC-MS/MS en muestras oviductales de hembras de hamster WT. Score: puntuacion basada
principalmente en la intensidad de sefal. SPI: porcentaje de sefiales detectadas de cada fragmento
peptidico respecto al nimero de sefiales tedricas que deberia producir. m/z: relaciéon masa/carga del
fragmento detectado.

Posicién en la N.% de
Péptidos . Score SPI m/z veces
secuencia
detectado
ILYPEFNK 76-83 14,46 79,8 512,2791 5
TLLSVGGWNFGTSR 93-106 13,77 73,4 747,8895 1
FTTMLSTLASR 107-117 17,99 84,4 570,7983 4
FIGSVVSFLR 120-129 11,3 63 562,8273 4
THGFDGLDLFFLYPGLR 130-146 15,46 88,3 656,6719 4
GSPINDR 147-153 7,39 59,2 379,6932 1
EALLTQRPR 170-178 7,25 59,2 361,8802 1
STGHNSPLFSLPEDPK 222-237 15,79 91,1 575,953 8
NLGAPADK 248-255 9,59 71,8 393,2115 3
LLMGFPAYGR 256-265 17,85 82,9 570,7975 3
TFHLLR 266-271 13,57 76,9 262,826 3
AVVLEK 616-621 8,92 61,8 329,7108 1
1 MGRLLLWVGLVLLMKPNDGTAYKLVCYFTNWAHSRPVPASILPRDLDPFLCTHLIFAFA
60 SMSNNQIVANNLQDEKILYPEFNKLKERNRALKTLLSVGGWNFGTSRFTTMLSTLASRE

119 KFIGSVVSFLRTHGFDGLDLFFLYPGLRGSPINDRWNFLFLIEELQFAFEKEALLTQRP
178 RLLLSAAVSGIPYIIQTSYDVHLLGRRLDFINVLSYDLHGSWEKSTGHNSPLFSLPEDP
237 KSSAFAMNYWRNLGAPADKLIMGFPAYGRTFHLLRESKNGLQAASMGPASPGKYTKQAG
296 FLAYYEVCSFIQRAEKHWIDHQYVPYAYKGKEWVGYDDAVSFSYKAMFVKKEHFGGAMV
355 WTLDMDDVRGTFCGNGPFPLVHILNELLVRAEFNSTPLPQFWFTLPVNSSGPGSESLPA
414 TEELTTDTVKILPPGGEAMATEVHRKYEKVTTIPNGGEVTPAGTTSPTTHAVALERNAM
473 APGAKTTTSLDLLSETMTGMTVTVQTQTAGRETMTTVGNQSVTPGGETMTTVGNQSVTP
532 GGETMTTVGNQSVTPGGETVTIVGNKSVTPVGETVTIVGNKSVTPGGQTTATVGSQSVT
591 PPGMDTTLVYLQTMTLSEKGTSSKKAVVLEKVTVPPREISVMPNEQNTALNRENLIAEV

650 ESYSQDG

Figura 38. Secuencia de aminoacidos de la proteina oviductina de hamster (NP_ 001268266.1). Los 12
péptidos de oviductina detectados mediante HPLC-MS/MS en las muestras oviductales de hembras de
hamster WT aparecen en color azul.
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Conejo

Con el fin de confirmar la presencia de la proteina oviductina en FO de conejas
WT y la ausencia de esta en las hembras KO se empleé la técnica HPLC-MS/MS. Para ello
muestras de FO fueron sometidas a electroforesis en SDS-PAGE, tifiendo posteriormente
el gel con azul de Coomassie para poder observar las diferentes bandas en las que se

separaban las muestras (Figura 39).

kDa

Figura 39. Andlisis mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie de muestras de FO de coneja. Se
cargaron de 10-20 ug de proteina total en cada calle. Las calles a, b, c y d corresponden a muestras de
conejas KO para OVGP1 y las calles e, f, g, h e i a muestras de conejas WT. Se recortd cada calle del gel
alrededor de 70 kDa (recuadro rojo) siendo a continuacién estas bandas recortadas analizadas mediante
HPLC-MS/MS.

El gel fue recortado a la altura de 70 kDa, tamafio detectado en WB para la
oviductina en esta especie. Las muestras obtenidas del recorte de gel fueron
tripsinizadas y analizadas mediante HPLC-MS/MS. Un total de 19 péptidos de oviductina
de conejo fueron detectados en las muestras de FO de hembras WT (Tabla 13 y
Figura 40). Sin embargo, no se detectd ningln péptido de oviductina en las muestras de

hembras KO, confirmando la ausencia de la proteina en el FO de estos animales.
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Tabla 13. Péptidos correspondientes a la proteina oviductina de conejo detectados mediante
HPLC-MS/MS en FO de hembras WT. Score: puntuacién basada principalmente en la intensidad de sefial.
SPI: porcentaje de sefiales detectadas de cada fragmento peptidico respecto al nimero de sefiales
tedricas que deberia producir. m/z: relacién masa/carga del fragmento detectado.

Posicién en la N.” de
Péptidos . Score  SPI m/z veces
secuencia
detectado

IFYPEFNK 76-83 13,31 77,7 529,2719 4
TLLSIGGWNFGTTR 93-106 11,07 60,2 508,2706 2
FTAMLSSFASR 107-117 18,18 91,7 609,3046 2
FINSVISLLR 120-129 11,91 67,3 581,3538 2
THNFDGLDLFFLYPGLR 130-146 11,02 65,8 675,6773 1
EALLIK 170-175 10,91 80 343,7272 2
LLLSAAVSGVPHIIQTSYDVR 179-199 16,41 76,6 747,0853 8
LLDFINVLSYDLHGSWEK 204-221 11,94 65,6 717,0348 1
FTGHNSPLFSLPEDPK 222-237 10,56 64,5 893,442 4
SSAYAMNYWR 238-247 16,55 81,3 624,7746 4
LGAPSEK 249-255 14,99 88 351,1971 1
LIMGFPTYGR 256-265 16,21 90,6 577,807 5
TFHLLK 266-271 10,7 63,9 253,4909 5
ATNHGLQAQAIGPASPGK 272-289 16,48 91,9 573,307 4
QAGFLAYYEVCSFVR 293-307 11,46 65 896,9282 2
HWIDYQYVPYAYK 312-124 12,45 63 873,4233 2
GKEWVGYDDAISFSYK 325-340 12,91 68,3 622,2949 1
EWVGYDDAISFSYK 327-340 19,65 82,8 840,3881 4
EHFGGAMVWTLDMDDVR 347-363 13,33 60,9 665,6291 2

1 MGRLLLWLGLVLVLDCHDGAAYKLVCYFTNWAHSRPGPAAILPHDLDPFLCTHLIFAFA
60 SMNDNEIVAKDVODERIFYPEFNKLKERNRELKTLLSIGGWNFGTTRFTAMLSSFASRE
119 KFINSVISLLRTHNFDGLDLFFLYPGLRGSPAHDRWTFLFLVEELLFAFQREALLIKRP
178 RLLLSAAVSGVPHIIQTSYDVRLLGKLLDFINVLSYDLHGSWEKFTGHNSPLFSLPEDP
237 KSSAYAMNYWRKLGAPSEKLIMGFPTYGRTFHLLKATNHGLQAQAIGPASPGKYTKQAG
296 FLAYYEVCSFVRKAKRHWIDYQYVPYAYKGKEWVGYDDAISFSYKAMFVKREHFGGAMV
355 WTLDMDDVRGTFCGNGPFPLVYTLNDLLVQDESTPTPLPQFWEFSSAVNFSRTHLAVTEP
414 LTTDIKILPPGGEAMATESSGMSEAPRGAAVSLGKHTVAPAEKTEPPGVKPMTPGKMTM

473 TSA

Figura 40. Secuencia de aminoacidos de la proteina oviductina de conejo (NP_001075574.1). Los 19
péptidos de oviductina detectados mediante HPLC-MS/MS en las muestras de FO de conejas WT aparecen
en color azul.
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Analisis de zonas peltcidas aisladas

Hamster

La presencia de oviductina unida a la ZP de los évulos se determiné a través del

analisis de ZPs aisladas de 6vulos de hembras WT y KO mediante HPLC-MS/MS.

Las ZPs aisladas fueron tripsinizadas y analizadas mediante HPLC-MS/MS. Un
total de 11 péptidos pertenecientes a la proteina oviductina de esta especie fueron
detectados en las muestras procedentes de hembras WT (Tabla 14 y Figura 41). Por el
contrario, no se detectd ningln péptido perteneciente a dicha proteina en las muestras
de hembras KO, confirmando la ausencia de oviductina unida a la ZP de los évulos de

estos animales.

Tabla 14. Péptidos correspondientes a la proteina oviductina de hamster detectados mediante
HPLC-MS/MS en ZPs aisladas de 6vulos de hembras WT. Score: puntuacion basada principalmente en la
intensidad de sefial. SPI: porcentaje de sefiales detectadas de cada fragmento peptidico respecto al
numero de sefiales tedricas que deberia producir. m/z: relacion masa/carga del fragmento detectado.

Posicién en la N. de
Péptidos . Score SPI m/z veces
secuencia
detectado

ILYPEFNK 76-83 15,89 81 512,2781 1
TLLSVGGWNFGTSR 93-106 19,21 88,6 747,8865 3
FTTMLSTLASR 107-117 4,37 36 614,3229 1
FIGSVVSFLR 120-129 8,14 38,8 562,8255 1
THGFDGLDLFFLYPGLR 130-146 14,3 74,6 656,6696 4
LDFINVLSYDLHGSWEK 205-221 7,9 49,8 679,335 4
STGHNSPLFSLPEDPK 222-237 10,75 77,1 863,4186 3
NLGAPADK 248-255 8,56 62,8 393,2106 1
TFHLLR 266-271 7,07 49,9 393,7347 3
EWVGYDDAVSFSYK 327-340 13,03 63 833,3717 1
ENLIAEVESYSQDG 643-656 10,02 58,9 777,3497 1
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i, MGRLLLWVGLVLLMKPNDGTAYKLVCYFTNWAHSRPVPASILPRDLDPFLCTHLIFAFA
60 SMSNNQIVANNLODEKILYPEFNKLKERNRALKTLLSVGGWNFGTSRFTTMLSTLASRE
119 KFIGSVVSFLRTHGFDGLDLFFLYPGLRGSPINDRWNFLFLIEELQFAFEKEALLTQRP
178 RLLLSAAVSGIPYIIQTSYDVHLLGRRLDFINVLSYDLHGSWEKSTGHNSPLFSLPEDP
237 KSSAFAMNYWRNLGAPADKLIMGFPAYGRTFHLLRESKNGLQAASMGPASPGKYTKQAG
296 FLAYYEVCSFIQRAEKHWIDHQYVPYAYKGKEWVGYDDAVSFSYKAMFVKKEHFGGAMV
355 WTLDMDDVRGTFCGNGPFPLVHILNELLVRAEFNSTPLPQFWFTLPVNSSGPGSESLPA
414 TEELTTDTVKILPPGGEAMATEVHRKYEKVTTIPNGGFVTPAGTTSPTTHAVALERNAM
473 APGAKTTTSLDLLSETMTGMTVTVQTQTAGRETMTTVGNQSVTPGGETMTTVGNQSVTP
532 GGETMTTVGNQSVTPGGETVTIVGNKSVTPVGETVTIVGNKSVTPGGQTTATVGSQSVT
591 PPGMDTTLVYLQTMTLSEKGTSSKKAVVLEKVTVPPREISVMPNEQNTALNRENLIAEV

650 ESYSQDG

Figura 41. Secuencia de la proteina oviductina de hamster (NP_ 001268266.1). Los 11 péptidos de
oviductina detectados mediante HPLC-MS/MS a partir de muestras de ZPs aisladas de 6vulos de hembras
WT se muestran en azul.

Conejo

La presencia de oviductina unida a la ZP de évulos se determiné a través del andlisis

de ZPs aisladas de dvulos de conejas WT y KO mediante HPLC-MS/MS.

Las ZPs aisladas fueron tripsinizadas y analizadas mediante HPLC-MS/MS. Un
total de 16 péptidos pertenecientes a la oviductina de conejo fueron detectados en las
muestras de hembras WT (Tabla 15 y Figura 42). No se detectd ningln péptido
perteneciente a dicha proteina en las muestras procedentes de hembras KO,

confirmando la ausencia de oviductina unida a los dvulos de estos animales.
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Tabla 15. Péptidos correspondientes a la proteina oviductina de conejo detectados mediante
HPLC-MS/MS en ZPs aisladas de dvulos de hembras WT. Score: puntuacion basada principalmente en la
intensidad de sefial. SPI: porcentaje de sefiales detectadas de cada fragmento peptidico respecto al
numero de sefiales tedricas que deberia producir. m/z: relacion masa/carga del fragmento detectado.

Posicién en N.% de
Péptidos . Score  SPI m/z veces
la secuencia
detectado
IFYPEFNK 76-83 13,58 77,8 529,2704 1
FTAMLSSFASR 107-117 13,5 80,1 609,2997 1
FINSVISLLR 120-129 12,16 71,3 581,3531 1
THNFDGLDLFFLYPGLR 130-146 15,21 75,5 675,6776 1
EALLIK 170-175 9,49 81,7 343,7263 1
LLLSAAVSGVPHIIQTSYDVR 179-199 14,62 77,5 747,0835 2
LLDFINVLSYDLHGSWEK 204-221 14,86 76,1 717,034 1
FTGHNSPLFSLPEDPK 222-237 15,76 81,8 893,4403 2
SSAYAMNYWR 238-247 17,92 87,6 624,7762 1
LIMGFPTYGR 256-265 15,32 82,9 577,802 1
TFHLLK 265-271 14,25 77,6 379,7314 3
QAGFLAYYEVCSFVR 293-307 12,43 68,9 896,9184 2
HWIDYQYVPYAYK 312-324 13,2 78,8 582,6138 1
GKEWVGYDDAISFSYK 325-340 11,55 68,3 622,2975 1
EWVGYDDAISFSYK 327-340 18,44 77,9 840,3805 1
EHFGGAMVWTLDMDDVR 347-363 14,7 75,1 660,2966 1

1 MGRLLLWLGLVLVLDCHDGAAYKLVCYFTNWAHSRPGPAAILPHDLDPFLCTHLIFAFA
60 SMNDNEIVAKDVODERIFYPEFNKLKERNRELKTLLSIGGWNEGTTRFTAMLSSFASRE
119 KFINSVISLLRTHNFDGLDLFFLYPGLRGSPAHDRWTFLFLVEELLFAFQREALLIKRP
178 RLLLSAAVSGVPHIIQTSYDVRLLGKLLDFINVLSYDLHGSWEKFTGHNSPLFSLPEDP
237 KSSAYAMNYWRKLGAPSEKLIMGFPTYGRTFHLLKATNHGLQAQAIGPASPGKYTKQAG
296 FLAYYEVCSFVRKAKRHWIDYQYVPYAYKGKEWVGYDDAISFSYKAMEVKREHFGGAMV
355 WTLDMDDVRGTFCGNGPFPLVYTLNDLLVQDESTPTPLPQFWEFSSAVNEFSRTHLAVTEP
414 LTTDIKILPPGGEAMATESSGMSEAPRGAAVSLGKHTVAPAEKTEPPGVKPMTPGKMTM

473 TSA

Figura 42. Secuencia de aminoacidos de oviductina de conejo (NP_001075574.1). Los 16 péptidos
detectados en las muestras de ZPs aisladas de hembras WT se muestran en azul.
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1.1.3.3 Inmunohistoquimica en oviducto

Hamster

La inmunohistoquimica realizada sobre cortes histolégicos de oviducto de
hamster confirmé la presencia de la proteina oviductina en el borde apical de las células
del epitelio oviductal de las hembras WT y ausencia de la proteina en las hembras KO.
Estos resultados confirman la ausencia de oviductina en el oviducto de los animales KO

generados (Figura 43).

Control del
Ac 2°

Figura 43. A) Inmunodeteccién de la proteina oviductina en secciones de parafina de oviducto de hamster
utilizando un anticuerpo primario policlonal anti-oviductina. A1) Se detecta marcaje a nivel de las células
del epitelio oviductal en hembras WT y A2) ausencia de marcaje en las hembras KO. B) Control del
anticuerpo secundario debajo de cada imagen, B1) hembras WT y B2) KO. Barra: 50 um.

Conejo

La inmunohistoquimica realizada sobre cortes histolédgicos de oviducto de coneja
determind la presencia de la proteina oviductina en el borde apical de las células del

epitelio oviductal de las hembras WT y ausencia de esta en las hembras KO, confirmando

-123 -



VI. Resultados

la ausencia de dicha proteina en el oviducto de estos animales. El marcaje positivo en
los controles con anticuerpo secundario en vasos sanguineos y puntos aislados del tejido
se debe a que el anticuerpo empleado reconoce la inmunoglobulina G de conejo,
mientras que el marcaje del epitelio solo aparece cuando se incuba con el anticuerpo

primario, lo que indica que es una inmunotincién especifica (Figura 44).

 WT Q KO

Control del
Ac 2°

Figura 44. A) Inmunodeteccién de la proteina oviductina en secciones de parafina de oviducto de coneja
utilizando un anticuerpo primario policlonal anti-ovidctina. Al y A2) Se detecta marcaje a nivel del borde
apical de las células del epitelio oviductal en hembras WT y A3 y A4) ausencia de marcaje en las hembras
KO. B) Control del anticuerpo secundario debajo de cada imagen, B1) hembras WT y B2) KO. Barra: 50 um.

1.1.3.4 Caracterizacion del patron de uniéon de la lectina GSL | a la zona

pelucida de 6vulos de hamster

Con el fin de determinar la unién de la proteina oviductina a la ZP de los évulos
de hamster tras su paso por el oviducto, se incubaron évulos de hembras WT y KO con

la lectina fluorescente GSL | isolectin B4, Dylight® 649, con afinidad por los residuos
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terminales a-D-galactosa. En un estudio previo se demostrd que esta lectina se une a la
ZP de 6vulos, pero no a la ZP de ovocitos ovaricos en hamster. Por tanto, esta lectina
marca una proteina oviductal que la ZP adquiere a su paso por el oviducto (Avilés et al.,
2000). Tras la incubacion, se observé sefial en la ZP de los évulos de las hembras WT y
ausencia de esta en los dvulos de las hembras KO (Figura 45). Tampoco se evidencio
sefial en los grupos control de ovocitos ovaricos WT incubados con la lectina y évulos
WT no incubados con la lectina, descartando asi la posibilidad de autofluorescencia de

los dvulos y ovocitos.

WT

) KO

Figura 45. Analisis del patron de union de la lectina GSL | isolectin B4, DylightR 649 a la ZP de 6vulos de
hamster. A) Se observa sefial fluorescente en la ZP de los dvulos de las hembras WT y B) ausencia de sefial
en los 6vulos de las hembras KO para OVGP1. Barra: 30 um.

1.2 Analisis de la fertilidad in vivo

Hamster

La importancia del papel de la proteina oviductina en el proceso reproductivo en
hamster fue estudiada mediante analisis de la fertilidad in vivo en hembras y machos

con genotipo WT, Hz y KO para OVGP1.

Se emplearon un total de 6 hembras de cada uno de los genotipos. En el caso de

las hembras KO no se produjo parto tras ninguno de los cruces realizados, mostrando
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un claro fenotipo de infertilidad. En contraposicion, las hembras Hz no mostraron
alteraciones reproductivas estadisticamente significativas respecto a las hembras WT,
presentando tasas de gestacidn (100% en ambos genotipos) y tamafio medio de camada
similares (8,42+0,62 crias/camada en hembras WT y 9,64+0,79 crias/camada en Hz)
(Tabla 16). Estos resultados indican que la funcién de la proteina oviductina es esencial

para una correcta actividad reproductiva en las hembras de esta especie.

Tabla 16. Datos de fertilidad in vivo en hembras de hamster. Comparativa entre hembras con genotipos
WT, Hz y KO para OVGP1. Las letras superindice a y b indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Tamaio medio de la

] N.° de hembras Porcentaje de
Genotipo (N.° de cruces totales)? gestacion camada
(Media * SE)
WT 6(12) 100% 8,42+0,62 2
Hz 6 (14) 100% 9,64+0,79°
KO 6 (40) 0% -b

!Todos los machos empleados en los cruces fueron de fertilidad probada.

También se analizo la fertilidad in vivo de los machos con genotipo WT, Hz y KO,
empleando un total de 4, 6 y 10 machos, respectivamente. No se observaron
alteraciones reproductivas estadisticamente significativas en la fertilidad de los machos
Hz y KO respecto a los WT, obteniéndose tasas de gestacidn (100% en los tres genotipos)
y tamafo medio de camada similares (8,25+0,85 crias/camada en machos WT,

9,17+1,11 crias/camada en Hz y 8,71+0,68 crias/camada en KO) (Tabla 17).

Tabla 17. Datos de fertilidad in vivo en machos de hdmster. Comparativa entre machos con genotipos WT,
Hz y KO para OVGP1. Las letras superindice a y b indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Tamafo medio de la

. Numero de machos Porcentaje de
Genotipo (N.° de cruces totales)? gestacion camada
(Media * SE)
WT 4 (4) 100% 8,250,852
Hz 6 (6) 100% 9,171,112
KO 10 (17) 100% 8,71+0,682

1Todas las hembras empleadas en los cruces fueron de fertilidad probada.
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Conejo

La importancia del papel de la proteina oviductina en el proceso reproductivo en
conejo fue estudiada mediante analisis de fertilidad in vivo con hembras y machos con

genotipo WT, Hz y KO para OVGP1.

Se emplearon un total de 4 hembras WT, 3 Hz y 2 KO. Los analisis de fertilidad
in vivo con las hembras KO mostraron tasas de gestacion (100% en hembras WT, 40% en
hembras KO) y tamafio medio de camada (6,6+0,93 crias/camada en hembras WT y
3,57+1,15 crias/camada en hembras KO) menores a las obtenidos en hembras WT,
aunque no estadisticamente significativas. El nimero de crias nacidas tras cada uno de

los cruces de las hembras KO queda indicado en |la Tabla 18.

Tabla 18. Numero de gazapos nacidos tras cada cruce de las dos conejas KO para OVGP1 empleadas en el
andlisis de fertilidad in vivo.

N.° de gazapos N.° de gazapos
Cruce . .
nacidos. Hembras KO1 nacidos. Hembra KO 2

Primero 3 6
Segundo 1 (nacido muerto) 0

Tercero 0 -

Cuarto 8 -

Quinto 7 -

Las hembras Hz no mostraron alteraciones reproductivas estadisticamente
significativas presentando tasas de gestacion (100% en ambos genotipos) y tamafo
medio de camada (6,6+0,93 crias/camada en hembras WT y 5,80+1,28 crias/camada en

Hz) similares a las hembras WT (Tabla 19).

Estos resultados sugieren que la ausencia de oviductina puede afectar a la
funcién reproductiva de las hembras desencadenando un posible fenotipo de
subfertilidad. Sin embargo, el pequeio nimero de hembras empleado y la obtencién en
una de las hembras de algunos partos con tamafios de camada normales (Tabla 18) nos
indica la necesidad de ampliar el tamafio muestral de las hembras KO para obtener

resultados fiables.
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Tabla 19. Datos de fertilidad in vivo en conejas. Comparativa entre hembras con genotipos WT, Hz y KO
para OVGP1. Las letras superindice a y b indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Tamaio medio de la

. N.° de hembras Porcentaje de
Genotipo (N.° de cruces totales)? gestacion camada
(Media + SE)
WT 4 (5) 100% 6,60+0,93°
Hz 3(5) 100% 5,80+1,282
KO 2(7) 40% 3,57+1,29°

! Todos los machos empleados en los cruces fueron de fertilidad probada.

También se analizé la fertilidad in vivo de machos con genotipo WT, Hz y KO,
empleando un total de 6 machos WT, 1 Hz y 2 KO. No se observaron alteraciones
reproductivas estadisticamente significativas en la fertilidad de los machos Hz y KO
respecto a los WT, obteniéndose tasas de gestacion (100% en los tres genotipos) y
tamafio medio de camada similares (8,83+0,70 crias/camada en machos WT,

5,40+1,25 crias/camada en Hz y 7,00£1,29 en KO) (Tabla 20).

Tabla 20. Datos de fertilidad in vivo en conejo. Comparativa entre machos con genotipos WT, Hz y KO
para OVGPI. Las letras superindice a y b indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Tamaino medio de la

] Numero de machos Porcentaje de
Genotipo (N.° de cruces totales)? gestacion camada
(Media + SE)
WT 6 (6) 100% 8,830,702
Hz 1 (5) 100% 5,40+1,252
KO 2 (4) 100% 7,0041,292

! Todas las hembras empleadas en los cruces fueron de fertilidad probada.

1.3 Analisis histolégico de oviducto

Hamster

Para valorar las posibles modificaciones histoldgicas en el epitelio oviductal
asociadas a la ausencia de la secrecidn de la proteina oviductina en oviducto se realizd
un andlisis detallado mediante microscopia dptica y electrdnica de oviducto de hembras
WT y KO. No se evidencid, en base al diferente genotipo de los animales para OVGP1,

variacién en la complejidad de los pliegues del epitelio oviductal ni en las caracteristicas
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histoldgicas de las células que lo componen, células ciliadas y células secretoras. En las
siguientes imagenes de microscopia dptica se muestran en detalle las regiones ampular
e istmica de hembras WT y KO, las cuales presentan una estructura histoldgica similar
(Figuras 46-51). Las técnicas de microscopia electrénica nos permitieron analizar mas
detalladamente la estructura de las células ciliadas y secretoras del epitelio oviductal,
no observandose variaciones evidentes en base al genotipo de la hembra

(Figuras 50 y 51).
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Figura 46. Seccion de oviducto de hamster WT (region ampular) tefiido con hematoxilina-eosina. A) Se
muestra la complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la region de la ampolla. B) A mayor
aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por células ciliadas en esta
regidn. Aparece sefalada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci). Barra A: 100 um;
barra B: 25 pm.
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Figura 47. Seccién de oviducto de hamster KO para OVGP1 (region ampular) tefiido con
hematoxilina-eosina. A) Se muestra la complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la regién de la
ampolla. B) A mayor aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por
células ciliadas en esta regidén. Aparece sefialada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci).
Barra A: 100 um; barra B: 25 um.
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Figura 48. Seccion de oviducto de hamster WT (region istmica) tefiido con hematoxilina-eosina. A) Se
muestra la menor complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la regidn del istmo. B) A mayor
aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por células secretoras en
esta region. Aparece sefialada una célula secretora (CS) y su nucleo (N). Barra A: 100 um; barra B: 25 um.
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Figura 49. Seccion de oviducto de hamster KO para OVGP1 (regidon istmica) tefiido con
hematoxilina-eosina. A) Se muestra la menor complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la
region del istmo. B) A mayor aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria
por células secretoras en esta regidon. Aparece sefialada una célula secretora (CS) y su nucleo (N).
Barra A: 100 um; barra B: 25 um.
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Q WT

Figura 50. A) Seccidn de oviducto de hamster WT (corte semifino de 1 um tefiido con azul de toluidina).
Se muestra en detalle el epitelio oviductal observandose células secretoras (CS) con su nucleo (N) y células
ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y ndcleo (N). Barra A: 25 um. B) Fotomicrografia realizada mediante
microscopia electrénica de transmisién de un corte ultrafino de 70 nm de grosor de oviducto de hamster
WT. Se muestra en detalle el epitelio oviductal observandose células secretoras (CS) con su nucleo (N) y
microvellosidades (flecha negra). Se observa igualmente una célula ciliada (CC) con sus cilios (Ci) y nucleo
(N). BarraB: 5 um.
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Figura 51. A) Seccién de oviducto de hamster KO para OVGP1 (corte semifino de 1 um tefiidos con azul de
toluidina). Se muestra en detalle el epitelio oviductal observandose células secretoras (CS) con su nucleo
(N) y células ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y nucleo (N). Barra A: 25 um. B) Fotomicrografia realizada
mediante microscopia electrdnica de transmisién de corte ultrafino de 70 nm de grosor de oviducto de
hamster KO para OVGP1. Se muestra en detalle el epitelio oviductal observandose células secretoras (CS)
con su nucleo (N) y microvellosidades (flecha negra). Se observa igualmente una célula ciliada (CC) con
sus cilios (Ci) y ntcleo (N). Barra B: 5 um.
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Conejo

De igual modo que en el modelo de hamster, con el fin de valorar las posibles
modificaciones histoldgicas en el epitelio oviductal asociadas a la ausencia de la
secrecion de oviductina en oviducto de las conejas KO, se realizd un analisis comparado
mediante microscopia Optica y electrénica de oviducto. No se evidencio, en base al
diferente genotipo de los animales para OVGP1, variacidon en la complejidad de los
pliegues del epitelio oviductal ni en las caracteristicas histoldgicas de las células que lo
componen, células ciliadas y células secretoras. En las siguientes imdagenes de
microscopia dptica se muestran en detalle las regiones ampular e istmica de conejas WT
(Figuras 52, 54 y 56) y KO (Figuras 53, 55 y 57), las cuales presentan una estructura
histolégica similar. Las técnicas de microscopia electrénica nos permitieron analizar mas
detalladamente la estructura de las células ciliadas y secretoras del epitelio oviductal,
no observandose variaciones evidentes en base al genotipo de la hembra

(Figuras 56 y 57).
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Figura 52. Seccidén de oviducto de coneja WT (regiéon ampular) tefiido con hematoxilina-eosina. A) Se
muestra la complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la regién de la ampolla. B) A mayor
aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por células ciliadas en esta
region. Aparece sefialada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci), y una célula secretora con su
protrusion apical (CS) y su nucleo (N). Barra A: 200 um; barra B: 20 um.
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G oA
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Figura 53. Seccion de oviducto de coneja KO para OVGP1 (regién ampular) tefido con
hematoxilina-eosina. A) Se muestra la complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la regién de la
ampolla. B) A mayor aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por
células ciliadas en esta regién. Aparece sefialada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci), y una
célula secretora con su protrusion apical (CS) y su nucleo (N). Barra A: 200 um; barra B: 20 um.
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Figura 54. Seccidén de oviducto de coneja WT (region istmica) tefiido con hematoxilina-eosina. A) Se
muestra la menor complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la region del istmo. B) A mayor
aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por células secretoras en
esta regidn. Aparece sefialada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci), y una célula secretora (CS)
y su nucleo (N). Barra A: 200 pm; barra B: 20 um.
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Figura 55. Seccién de oviducto de coneja KO para OVGP1 (regidn istmica) tefiido con hematoxilina-eosina.
A) Se muestra la menor complejidad de los pliegues del epitelio oviductal en la region del istmo. B) A
mayor aumento se observa en detalle el epitelio oviductal, constituido en su mayoria por células
secretoras en esta region. Aparece sefialada una célula ciliada (CC), su nucleo (N) y cilios (Ci), y una célula
secretora con su protrusion apical (CS) y su nucleo (N). Barra A: 200 um; barra B: 20 um.
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Figura 56. A) Seccién de oviducto de coneja WT (corte semifino de 1 um tefiido con azul de toluidina). Se
muestra en detalle el epitelio oviductal observandose células secretoras (CS) con granulos de secrecion
(GS) en las protrusiones apicales de dichas células, y células ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y nucleo (N).
Barra A: 10 um. B) Fotomicrografia realizada mediante microscopia electrénica de transmisién de un corte
ultrafino de 70 nm de grosor de oviducto de coneja WT. Se muestra en detalle el epitelio oviductal
observandose células secretoras (CS) con granulos de secrecion (GS) en sus protrusiones apicales y células
ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y nucleo (N). Barra B: 5 um.
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Figura 57. A) Seccién de oviducto de coneja KO para OVGP1 (corte semifino de 1 um tefiido con azul de
toluidina). Se muestra en detalle el epitelio oviductal observiandose células secretoras (CS) con granulos
de secrecidn (GS) en las protrusiones apicales de dichas células, y células ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y
nucleo (N). Barra A: 10 um. B) Fotomicrografia realizada mediante microscopia electrénica de transmisidn
de un corte ultrafino de 70 nm de grosor de oviducto de coneja KO para OVGP1. Se muestra en detalle el
epitelio oviductal observandose células secretoras (CS) con granulos de secrecidn (GS) en las protrusiones
apicales de dichas células y células ciliadas (CC) con sus cilios (Ci) y nicleo (N). Barra B: 5 um.
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1.4 Analisis del desarrollo embrionario preimplantacional

Hamster

Con el objetivo de determinar si existian alteraciones morfolégicas en los
embriones procedentes de hembras de hamster KO que indicaran un incorrecto
desarrollo embrionario, se realizé un estudio microscépico comparado entre embriones

de hembras WTy KO. Se analizaron embriones en estadio de 1,5y 2,5 dias de desarrollo.

El analisis microscépico de los embriones procedentes de hembras KO mostré

alteraciones morfoldgicas evidentes en los estadios analizados (Figuras 58 y 59).

Dia 1,5 de desarrollo

O WT 0 KO

Figura 58. Analisis mediante microscopia éptica de embriones de hamster WT y KO para OVGPI. Se
muestran embriones recuperados tras apareamiento natural en dia 1,5 de desarrollo. A) Embriones de
hembras WT. B1y B2) embriones de hembras KO para OVGP1. Se observa una clara diferencia en el
numero, simetria y morfologia de las blastomeras de los embriones de hembras KO respecto a los de
hembras WT. Barra: 10 um.
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Dia 2,5 de desarrollo

Q WT ? KO

Figura 59. Andlisis mediante microscopia dptica de embriones de hamster WT y KO para OVGP1. Se
muestran embriones recuperados tras apareamiento natural en dia 2,5 de desarrollo. A) Embriones de
hembras WT. B1 y B2) embriones de hembras KO para OVGP1. Se observa una clara diferencia en el
namero, simetria y morfologia de las blastomeras de los embriones de hembras KO respecto a los de
hembras WT. Barra: 10 um.

Los embriones procedentes de hembras KO mostraron una marcada inferioridad,
estadisticamente significativa, en el nimero de blastémeras respecto a los embriones
procedentes de hembras WT en las mismas fases de desarrollo, con una media de
2,67%0,5 blastémeras en dia 1,5 de desarrollo y 3,69+0,58 en dia 2,5 de desarrollo,
mientras que los embriones procedentes de hembras WT presentaban una media de

5,25+0,30y 7,08+0,37 blastomeras respectivamente (Tablas 21 y 22).

Tabla 21. Numero medio de blastémeras presentes en embriones de hdmster en estadio 1,5 dias de
desarrollo. Comparativa entre hembras con genotipos WT y KO para OVGP1. Las letras superindiceay b
indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Genotipo de la Numero de Nimero de blastémeras/embrion
hembra embriones analizados (Media * SE)
KO 12 2,67 £0,50°
WT 12 5,25+0,30°
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Tabla 22. Numero medio de blastémeras presentes en embriones de hamster en estadio 2,5 dias de
desarrollo. Comparativa entre hembras con genotipos WT y KO para OVGPI. Las letras superindice ay b
indican diferencias significativas, p-valor<0,01.

Genotipo de la Numero de Numero de blastomeras/embrién
hembra embriones analizados (Media + SE)
KO 13 3,690,582
WT 13 7,08 +0,37°

Ademas, estos embriones evidenciaron una clara asimetria y disparidad en el
tamano entre sus blastdbmeras. En ambos estadios analizados, los embriones
procedentes de hembras WT presentaron blastomeras con un didmetro en torno a
20-30 um. Sin embargo, las blastémeras de los embriones procedentes de hembras KO
mostraron gran variedad de diametros, desde 10 hasta casi 60 um, en ambas fases de
desarrollo analizadas (Figura 60). Estos resultados indican una alteracién en el desarrollo

embrionario temprano en los embriones procedentes de hembras KO.

60—

50+

40~

30+

20+

10—

Diametro blastomeras (Jum)

WTH
WTH

Figura 60. Diagrama de dispersion de los valores obtenidos en las mediciones del didametro de las
blastdmeras de embriones de hamster en dia 1,5 y 2,5 de desarrollo. Comparativa entre embriones
procedentes de hembras WT y KO para OVGP1. El numero de embriones analizados por grupo fue 12 para
1,5 dias de desarrolloy 13 para 2,5 dias de desarrollo. El grado de dispersidn o variabilidad queda reflejado
con el error estandar (SE), representado con las barras internas.
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Conejo

En el caso del conejo, los andlisis de fertilidad in vivo descartaron el fenotipo de
infertilidad en los animales KO para OVGP1. El andlisis comparativo entre embriones de
hembras WT y KO mediante microscopia dptica no evidencid variaciones morfoldgicas
evidentes entre ambos grupos en ninguno de los estadios de desarrollo analizados

(Figuras 61-63).

o WT

? KO

Figura 61. Andlisis mediante microscopia dptica de cigotos/embriones de 2 células de coneja con genotipo
WT (A) y KO para OVGP1 (B). No se observan diferencias morfoldgicas entre ambos grupos analizados.
Barra: 100 pm.

o wr

Q KO

Figura 62. Anadlisis mediante microscopia dptica de mérulas de coneja con genotipo WT (A) y KO para
OVGP1 (B). No se observan diferencias morfoldgicas entre las mérulas de ambos grupos analizados.
Barra: 100 um.
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Q WT|A

Oko|B

Figura 63. Analisis mediante microscopia éptica de blastocistos de coneja con genotipo WT (A) y KO para
OVGP1 (B). No se observan diferencias morfolédgicas entre los blastocistos de ambos grupos analizados.
Barra: 100 um.

El nimero medio de cigotos/embriones de 2 células, mdrulas y blastocistos
recuperados en conejas KO fue de: 29,5+ 12,5, 24,5 +5,5y 17,5 + 6,5 respectivamente

y en conejas WT: 35,25 + 6,79; 43,25 + 6,37 y 43,67 + 3,38 (Tablas 23-25).

Tabla 23. Ndmero medio de cigotos/embriones de 2 células recuperados mediante lavado oviductal
guiado por laparoscopia tras 24 horas de la IA en coneja. Comparativa entre conejas con genotipos WTy
KO para OVGP1.

Genotipo de la Numero de cigotos/embriones de 2

Numero de hembras

hembra células recuperados (Mediat SE)
KO 2 29,5+12,5
WT 4 35,25+6,79

Tabla 24. Nimero medio de mérulas recuperadas mediante lavado oviductal guiado por laparoscopia tras
72 horas de la IA en coneja. Comparativa entre hembras con genotipos WT y KO para OVGP1.

Genotipo de la Numero de mérulas recuperadas

Numero de hembras

hembra (Mediat SE)
KO 2 24,555
WT 4 43,25 £ 6,37
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Tabla 25. Nimero medio de blastocistos recuperados mediante lavado oviductal guiado por laparoscopia
tras 96 horas de la IA en coneja. Comparativa entre hembras con genotipos WT y KO para OVGP1.

Genotipo de la Ntmero de hembras Numero de blastocistos
hembra recuperados (Mediat SE)
KO 2 17,5+6,5
WT 3 43,67 + 3,38

Las mayores tasas de recuperacién embrionaria obtenidas en las conejas WT en
comparacion con las KO son debidas a que las hembras WT acababan de alcanzar la edad
Optima para la reproduccion (5 meses aproximadamente) y eran nuliparas, teniendo
ante esta situacion mayor efecto el protocolo de superovulacién. Lo que si es
interesante resefar es la tendencia a la reduccién en el niumero de embriones
recuperados en las hembras KO conforme avanzaba su desarrollo, no perceptible en las
conejas WT (Figura 64). Estos datos junto a los obtenidos en el porcentaje de gestacién
y tamafio de camada en el analisis de la fertilidad in vivo (también menores en hembras
KO que WT, aunque no estadisticamente significativos) (Tabla 16), sugieren un posible
fenotipo de subfertilidad asociado a una posible reduccidn de la supervivencia

embrionaria.

50
40
30 °
20
10

Media

Cigotos/embriones de 2 células Moérulas Blastocistos
Estadio de desarrollo
== \\/T ==@==KO
Figura 64. Diagrama de barras que refleja la tendencia a la reduccién en el nimero de embriones
recuperados en las hembras KO conforme avanzaba su desarrollo, no perceptible en las conejas WT. Se

indica la media de cigotos/embriones de 2 células, mérulas y blastocistos recuperados mediante lavado
oviductal guiado por laparoscopia en las conejas WT y KO para OVGP1.
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1.5 Analisis de la formacion de la capa de mucina en mérulas de conejo

Mediante el estudio microscépico de los embriones de conejo en estadio de
morula se determind el grosor de la capa de mucina, valorando asi si la ausencia de la
proteina oviductina en las conejas KO condicionaba la formacién o grosor final de la capa

de mucina caracteristica de los embriones esta especie.

Los resultados mostraron que la proteina oviductina es prescindible para la
formacién de la capa de mucina en coneja puesto que esta se forma de igual modo en

hembras con genotipo WT como KO para OVGP1 (Figura 65).

DWT | A

Y KO B

Figura 65. Analisis mediante microscopia 6ptica de la capa de mucina de embriones de coneja en estadio
de moérula. No se observan diferencias morfoldgicas entre las mdrulas procedentes de conejas con
genotipo WT (A) y KO para OVGP1 (B). El grosor de la capa de mucina queda sefialado con flechas negras.
Barra: 100 pm.

La media del grosor de la capa de mucina en mdrulas procedentes de conejas WT
fue 124,612,73 um y en las de hembras KO 132,9+2,53 um (Tabla 26). El diagrama de
dispersién mostrado en la Figura 66 nos permite observar como ambos grupos de
hembras presentan un patrén de variabilidad similar en el grosor de la capa de mucina

de los embriones.
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Tabla 26. Grosor de la capa de mucina en embriones de coneja en estadio de mérula. Comparativa entre
morulas procedentes de hembras con genotipo WT y KO para OVGP1. Las letras superindice a y b indican
diferencias significativas, p-valor<0,05.

Grosor de la capa de

Genotipo de Nidmero de Nimero de mérulas )
la hembra hembras analizadas mucina en pm
(Mediat SE)
KO 2 61 132,9£2,53°
wrT 2 51 124,6+2,73"
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Figura 66. Diagrama de dispersidén de los valores obtenidos en las mediciones del grosor de la capa de
mucina de embriones de conejo en estadio de mérula. Comparativa entre conejas con genotipos WT y KO
para OVGP1. El grado de dispersidn o variabilidad queda reflejado con el error estandar (SE), representado
con las barras internas.

1.6 Analisis transcriptomico de oviductos de hamster mediante

RNA-seq

Previo al analisis transcriptémico a partir de muestras de ARN total de oviducto
se procedid a determinar la calidad e integridad del ARN de partida. Los resultados
mostraron una concentracion y volumen adecuados para poder llevar a cabo el analisis,
superando en todas las muestras los 400 ng totales necesarios para realizar la técnica
de RNA-seq. En cuanto a la integridad del ARN (valor RIN), todas las muestras
presentaban una integridad apropiada para poder ser analizadas correctamente

(RIN > 6,8) (Tabla 27).
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Tabla 27. Calidad e integridad de las muestras de ARN total de oviducto de hamster WT y KO para OVGP1.
Se indican los siguientes valores: concentracion de ARN en base a pg/ul; volumen total (ul) y valor de
integridad del ARN (RIN).

Muestras [ARN] (ng/ul)  Volumen (ul) RIN

WT1 207,09 40 9,3
WT2 114,18 41 9,6
WT3 169,59 40 8,9
KO1 83,97 34 9,1
KO2 678,53 23 9

KO3 240,80 38 9,8

El analisis de expresion génica diferencial nos permitié identificar de manera
global qué genes sufrian variacidn significativa en su expresion en oviducto entre los dos

grupos analizados, hembras de hamster WT y hembras KO.

Los resultados mostraron variacion significativa en la expresién de 7 genes:
GPR18, OVGP1, ENPEP, C1QTNF4, DERL3, AMY1y WDR95. De estos 7 genes solo GPR18
se encontraba sobreexpresado en las muestras oviductales de las hembras KO. Los otros

6 genes mostraron infraexpresion en dichas muestras (Tabla 28).

Tabla 28. Genes con variacidn significativa de su expresién en oviducto de hembras de hamster WT y KO
para OVGP1 analizadas mediante RNA-seq. Se indica el locus (LOC), es decir, la localizacién en el genoma
de los genes no descritos en Mesocricetus auratus hasta el momento.

FC p.adj N.°mediode N.° medio de
Gen (LOC)
(log2) (FDR) lecturas WT lecturas KO
OVGP1 3,4 1,1E-56 1.328.108,67 125.919
ENPEP (LOC101830901) 4,5 4,7E-25 14.515 631,67
C1QTNF4 1,6 0,00069 213,67 69
DERL3 1,1 0,0077 702,33 323
AMY1 (LOC101834678) 0,96 0,0078 15.056,67 7.629,33
WDR95 (LOC101822514) 0,88 0,012 962 514,33
GPR18 -1,6 0,007 608 1.661

El diagrama de dispersidn y el mapa de calor, mostrados en las Figuras 67 y 68
respectivamente, nos permiten ver la variacidn de expresién de los 7 genes entre los dos

grupos, hembras WT y KO. Asi como cudles de estos genes estdn mas expresados en
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cada grupo. El gen OVGP1 es el que muestra mayor diferencia de expresién oviductal

entre los dos grupos, seguido de ENPEP, C1QTNF4, GPR18, DERL3, AMY1 y WDR95.
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Figura 67. Diagrama de dispersion de los valores de expresion de los genes expresados diferencialmente
entre muestras oviductales procedentes de hembras WT y KO para OVGP1. Los puntos de color negro
corresponden con genes con variacion de su expresion no estadisticamente significativa entre ambos

grupos.
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Figura 68. Mapa de calor de valores de expresion génica entre muestras oviductales procedentes de
hembras WT y KO para OVGP1.
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1.7 Analisis transcriptomico de embriones de hamster mediante la

técnica de microarrays

El primer paso para el analisis transcriptdmico de los embriones de hamster
mediante la técnica de microarrays, fue la determinacién de la calidad e integridad de
las muestras. Todas presentaron una concentraciéon de ARN en torno a 100 pg/ul y un

volumen total de 5 pl, valores adecuados para su analisis.

El analisis de expresion génica diferencial nos permitié identificar de manera
global qué genes sufrian variacién significativa de su expresion entre los embriones
procedentes de los dos grupos analizados, hembras de hamster WT y hembras KO. Los
resultados mostraron variacion significativa en la expresién de 1.668 genes entre ambos
grupos, de los cuales 658 estaban sobreexpresandos y 1.010 infraexpresados en los
embriones de hembras KO. Para evaluar si existia relacion entre las distintas muestras
analizadas dentro de cada grupo se realizé un analisis de componentes principales (ACP)
con todo el conjunto de genes que mostraron diferencia significativa de expresion entre
los dos grupos (1.668 genes). Como se muestra en la Figura 69, las 2 muestras de
embriones procedentes de hembras KO, en color azul, se encuentran muy préximas
entre si y distantes de las muestras de embriones procedentes de hembras WT, en color
rojo. A su vez las dos muestras de embriones de hembras WT se encuentran prdximas
entre si. Este resultado nos indica que los embriones de hembras KO presentan una
expresion génica muy similar entre ellos, pero a su vez distinta a la de los embriones

procedentes de hembras WT y viceversa.

El eje Y (eje de las ordenadas) del grafico se describe como la primera dimensidn
(componente principal 1, CP1) y explica el 51,3% de la varianza, el eje Z (eje cota) se
describe como la segunda dimensién (CP2) y explica el 26,9% de la varianza y el eje X
(eje de las abscisas) se describe como la tercera dimension (CP3) y explica el 21,8% de la
varianza. Con las 3 dimensiones este analisis nos explica el 100% de la varianza entre la
expresion de ambos grupos experimentales, diferenciandose mayoritariamente a través

de la primera dimension.
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CP2 26,9%
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Figura 69. Analisis de componentes principales (ACP) de muestras de embriones procedentes de hembras
WT (en color azul) y KO para OVGP1 (en color rojo).

De entre los 1.668 genes que mostraron variacion significativa en su expresién
entre los dos grupos, los 3 genes con mayor sobreexpresion (en base a su valor FC) en
los embriones procedentes de hembras KO fueron: EIF4E1B, BMI1 y RNF38 (Tabla 29).
Asimismo, los 3 genes con mayor infraexpresion (en base a su valor FC) en embriones
procedentes de hembras KO fueron: ASS1, PHB y LRRC59 (Tabla 30). El listado completo

de genes puede verse en el Anexo 8.

Tabla 29. Genes sobreexpresados en embriones de hembras de hamster KO para OVGP1. Se muestran los
3 genes con mayor FC.

Gen  FC(log2) p.adj(FDR) Unidades relativas de  Unidades relativas

fluorescencia WT de fluorescencia KO
EIF4EIB 464,94 1,73E-06 7,95 16,81
BMI1 139,75 1,26E-06 4,31 11,44
RNF38 82,84 0,0015 9,38 15,75

Tabla 30. Genes infraexpresados en embriones de hembras de hamster KO para OVGP1. Se muestran los
3 genes con menor FC.

Gen FC(log2) p. adj (FDR) Unidades relativas de  Unidades relativas

fluorescencia WT de fluorescencia KO
ASS1 -211,79 2,97E-06 14,08 6,36
PHB -152,61 8,33E-06 15,29 8,03
LRRC59 -46,62 1,18E-06 12,21 6,67
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Las anotaciones biolégicas enfocadas a las funciones moleculares y los procesos
biolégicos de los genes sobreexpresados (658) mostraron que los embriones de
hembras KO presentan sobreexpresién de genes relacionados con la organizacién de
organulos y la regulacidn positiva del ciclo celular. En cuanto a la anotacidn biolégica
referente a la compartimentacion celular indicé que presentan una compartimentacién
enfocada en el complejo regulador de la transcripcidn y el complejo ubiquitina-ligasa

(Figura 70).

En referencia a los genes infraexpresados (1.010), las anotaciones bioldgicas
basadas en las funciones moleculares y los procesos biolédgicos mostraron que los
embriones de hembras KO presentan infraexpresion de genes relacionados con la
regulacién de la expresién génica y la degradacidon de proteinas. La anotacién bioldgica
referente a la compartimentacion celular indicé que presentan una compartimentacién

enfocada en la mitocondria y el proteasoma (Figura 71).

Cabe destacar que entre los genes con variacidn en su expresién (ya sea elevada
o disminuida) en embriones procedentes de hembras KO respecto a los WT
encontramos un elevado numero de genes relacionados con la regulacién de la via de la
autofagia y el sistema ubiquitina-proteasoma (SUP). En el Anexo 9 se encuentra el

listado completo de genes incluidos en cada una de las anotaciones bioldgicas.
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Figura 70. Anotaciones bioldgicas de las funciones moleculares (A), los procesos biolégicos (B) y los
compartimentos celulares (C) de los genes sobreexpresados (658) en embriones procedentes de hembras
de hamster KO para OVGP1. El valor p adj. es equivalente al FDR, el valor counts determina el nimero
medio de lecturas y el GeneRatio es la relacion entre los genes obtenidos en nuestro estudio especificos

de esa categoria entre el total de genes anotados.
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Figura 71. Anotaciones bioldgicas de las funciones moleculares (A), los procesos biolégicos (B) y los
compartimentos celulares (C) de los genes infraexpresados en embriones procedentes de hembras de
hamster KO para OVGP1. El valor p adj. es equivalente al FDR, el valor counts determina el nimero medio
de lecturas y el GeneRatio es la relacion entre los genes obtenidos en nuestro estudio especificos de esa
categoria entre el total de genes anotados.
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2. Evolucion del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae

Dependiendo de la especie, fue posible secuenciar de 3 a 6 fragmentos de los 7

fragmentos de ADNg de Ovgpl que abarcaban las parejas de cebadores disefiadas.

En el alineamiento multiple realizado (Figura 72) se observa que la insercion en
el exdn 1 descrita en Rattus novergicus esta presente en las otras dos especies de Rattus
analizadas: Rattus exulans y Rattus tanezumi. En estas especies también hay una
delecion de 4 bases en el exdn 3. Por el contrario, Rattus norvegicus es la Unica especie
gue presenta una mutacion en el codén de iniciacién (ATG -> ATA) y una delecidon de una
base en la posicidon 6 (exédn 1). Estos indels hacen que cambie el marco de lectura
desencadenando la formacion de codones de parada prematuros entre los exones 1 al 6.
Otros 5 géneros de la tribu Rattini también mostraron codones de parada prematuros
entre los exones 1 al 6: Chryromyscus, Berylmys, Bandicota, Bunomys y Diplothrix. De
ellos, Berylmys bowersi presenta una delecién de una base en la posicién 22 (exén 1). La
posiciéon de los codones de parada presentes en cada especie queda recogida en la

Tabla 31.

-158 -



Mus musculus

Mus caroli

Mus spretus

Mus spicilegus

Mus pahari

Mastomys coucha
Myomys fumatus
Praomys rostratus
Lemniscomys zebra
Dasymys incomtus
Dasymys rufulus
Myotomys unisulcatus
Parotomys brantsii
Conilurus penicilatus
Pseudomys australis
Maxomys surifer
Millardia meltada
Rattus norvegicus
Rattus exulans
Rattus tanezumi
Diplothrix legata
Bandicota bengalensis
Berylmys bowersi
Bunomys chrysocomus
Leopoldamys edwardsi
Chyromyscus chiropus
Meriones unguiculatus
Acomys russatus
Grammomys surdaster
Arvicanthis niloticus

Apodemus sylvaticus
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M G R L Q L L Vv 6L VvV L L M K P N D T A
ATGGGGAGGCTGCTG CTGTTGGTTGGGCTGACTTTTCTGATGAAACACAGTGATGGTACTGC
M G R L L L L v 6L T F L M K H S D G T
ATGGGGAGGCTGATG CTGCTGGCTGGACTGATTCTTCTGATGAAACACAGTGATGGTACTGC
M G R L M L L A G L I L L M K H S D T A
ATGGGGAGGCTGCTG CTGCTGGCTGGGCTGATTCTTCTGATGAAACACAATGATGGAACTGC
M G R L L L L A G L I L L M K H N D G T
ATGGGGAGGCTGCTG CTGTTGGCTGGGCTGGTTCTTCTGATGAAACACAACGATGGTACTGC
M G R L L L L A G L VL L M K H N D G T
ATGGGGAGGCTGCTG ATGTTGGCTGGGCTGATTCTTCTGATGAAACACAGTGATGGTACTGC
M R L L M L A G L I L L M K H S D T A
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CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vcC¢yYy ¥ T N WA H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCCGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. v C Y ¥F T N W A H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. v ¢C Y ¥F T N W A H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vcC¢yYy F T N W A HS R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. v ¢C Y ¥ T N W A H S R P G P A s I M P R D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACACAGTCGGCCGGGCCCTGCCTCCATCATGCCCGGTGACCTGGACC
Yy K L. v CY ¥ T N W A H S R P G P A S I M P D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAACTTGGCACACAGTCGGCCGGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. v ¢c Y F T N L A H S R P G P v+ S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. vCcCc Yy ¥ T N WA H S R P G P A S I M P R D L D
CTACAAATTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATNNNNNNNNNNNNNNNNN
Yy K L. v Cc vy ¥ T N W A H S R P G P A S I X X X X X X
CTACAAATTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAATCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. v ¢c Yy F T NW A HN R P G P A S I M P R D L D
CTACAAATTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCNNNNNNNNNNNN
Yy K L. v ¢C Yy ¥ T N W A H S R P G P A S I M P X X X X
CTACAAGTTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATGGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCNNNNNNNNNNNNNNN
Yy K L. v Cc vy ¥ T N W A H G R P G P A S I M X X X X X
CTACAAGTTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATGGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L v C Y F T N W A H R P G P A s I M P H D L D
CTACAAACTTGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCGGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vC Yy ¥ T N WA H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTTGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCGGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L..v Cc Yy F T NW A H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. vC Yy ¥ T N WA Q S R P G P A S I M P R D L D
NNCTATTTCACCAATTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
X Yy ¥ T NW A H S R P G P A S I M P R D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCAGCCAGGCCTGGCCTTCATCATGTC CCTGGACC
P T N W C A I S P I G HRV S QAW P s s C P w T
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCAGCCAGGCCTGGCCTTCATCATGTCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vC Yy F T N WA Q S Q P G L A F I M S H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCAGCCAGGCCTGGCCTTCATCATGTCCCATGACCTGGACC
Yy K L. v ¢C Y F T N W A Q S Q P G L A F I M S H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCGGCCAGGCCTGGCCTTCATCATGCCCCATGACCTGGACC
L ¢ T GGV L F HQUL G TESAURUPGULHUHAUP * P G P
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGGCCTTCATCATGCCCCATGACCTGGACC
X X X X X X X X X X X X X X X X L A ¢ I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCGGCCAGGCCCGGCCTCCATCATGCCTCATGACCTGGACC

P T N W C A I S P I G HRV G QAIRUPUP S CULMT W T
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCGGCCAGGCCTGGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. v C Yy F T N WA Q S R P G L A s I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTTTTTCACCAATTGGGCACAGAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vC FfF F T NW A QS R P G P A S I M P H DL D

NNCTATTTCACCAATTGGGCACAGAGTCAGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCTGTGACCTGGACT
XYy F T NW A Q S Q Pp G P A S I M P C D L D
CTACAAGCTGGTGTGTTATTTCACCAACTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCTTGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vCcC Yy ¥ T N WA H S R P G P A S I L P H D L D
CTACAAGCTGGTGTGTTATTTTGCCAGTTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCGTCTTGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. vC Y F A S WA H S R P G P A S V L P R D L D
CTACAAATTGGTGTGCTATTTCACCAACTGGGCACATAGTCGACCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGACCTGGACC
Yy K L. v C Yy ¥ T N W A H S R P G P A s I M P R D L D
CTATAAATTGGTGTGCTATTTCACCAATTGGGGACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCATGACCTGGACC
Yy K L. vCcC Yy F T N W G H S R P G P A S I M P H D L D
CTACAAACTGGTGTGCTATTTCACCAACTGGGCACATAGTCGGCCAGGCCCTGCCTCCATCATGCCCCGTGATCTGGACC
Yy K L. v C Yy ¥ T N W A H S R P G P A S I M P R D L D
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CCTTTCTTTGTACGCATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTGGCCAAGAATCTGCAGGATGAA
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTGGCCAAGAATCTGCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACGCATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTGGCCAAGAATCTGCAGGATGAA
P FF L C T H L I F A F A S M S NN O I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACGCATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTGGCCAAGAATCTGCAGGATGAA
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCTAAGAATCTTCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N OQ I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCGATGAGCAACAATCAGATTGTTGCTAAGAGTCTTCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K S L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAGTCTTCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N OQ I V A K S L Q D E
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAATGAGAAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
X X X X X X X X X X X X X M R N N O I V A K N L O D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGAAACAATCAGATTGTTGCCAAAAGTTTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I ¥ A F A S M R NN QI V A K S F Q D E
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAATTGTTGCCAAAAGTTTCCAGGATGAG
X X X X X X X X X X X X X X X X X X I v A K s F 0O D E
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGAAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P *FF L C T H L I ¥ A F A S M R NN QI V A KN L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAACCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACACCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAACCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I ¥ A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I ¥ A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAACATCCAGGATGCG
P FF L C T H L I F A F A S M S NN QI V A KN I Q D A
CCTTTCTTTGTATAGATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAAGCTCCAGGATGAG
P F ¥ Vv *» I * Y L P L P K * A T I R L L P R S S R M R
CCTTTCTTTGTATAGATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAAACTCCAGGATGAG
P FF L CI DL I F A F A *M S NN O I V A KZ KL Q D E
CCTTTCTTTGTATAGATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAAGCTCCAGGATGAA
P F L CI DL I F A F A * M S NN OQ I V A K Z KL Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACAATCAGATTCTTGCCAAGAAGCTTCAGGATGAG
L s L. Yy T s D I CL CULNEOQQ QO S D S C Q E A S G *
CCTTTCTTTGTATACATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACGATCAGATTGTTGCCAAGAAGCTCCAGGATGAG
P F L CI HL I F A F A * M S N D QI V A KZ KL Q D E
CCTTTCTTTGTACACGTCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAAGCTCCAGGATGAG
P F F V HV * Y L P L P Q * A T I R L L P R S S R MR
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTAAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAAGCTCCAGGATGAG
P F L C T H L I ¥F A F A * M S N N Q I V A K K L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATTTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAACAACAATCACATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M N NN H I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTATACACATTAGATATTCGCCTTTGCCTCAAYGAGAAACAATAAAATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
s ¥F L Y T H * I ¥F A F A S X R N N K I V A K N L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAACAACAATCGGATTGTTGCCCAGAATCTTCATGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M N NNIR I V A Q N L H D E
CCTTTCTTTGTACACACCTAGTATTCGCCTTTGCCTCGATAAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTTCACGATGAG
P F L C T H L V F A F A S I S N N Q I V A K N L H D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGARAACAACCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M R NN QI V A KN L Q D E
CCTTTCTTTGTACACATCTGATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGAAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTCCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M RDNNOQ I V A KN L Q D E
CCTTTCTTTGTACCCATCTCATATTTGCCTTTGCCTCAATGAGCAACAATCAGATTGTTGCCAAGAATCTGCAGGATGAG
P FF L C T H L I F A F A S M S N N Q I V A K N L Q D E
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AACGTTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAZ—\AGGZ—\ACAGGGAGCTGZ—\AAACZ—\CTGCTGTCCATTGGAGGGTGGAA
N V L ¥y P E F N KL K E RN R E L K T L L s I G G W N
AACATTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAAAGAAACAGGGAGCTGAAAACACTGCTGTCCATCGGAGGGTGGAA
N I L Y P E F N K L K E R N R E L K T L L s I G G W N
AACATTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAAAGGAACAGGGAGCTGAAAACACTGCTGTCCATCGGAGGGTGGAA
N I L Yy P E F N K L K E R N R E L K T L L s I G G W N
AACATTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAAAGGAACAGGAAGCTGAAAACACTGCTGTCCATCGGAGGGTGGAA
N I L Y P E F N K L K E R N R K L K T L L s I G G W N
AATGTTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGGAACAGGGAGCTGAAAACACTGCTATCCATCGGAGGGTGGAA
N V L ¥y P E F N KL K E RN R E L K T L L s I G G W N
ACCGTTCTCTATCCAGAGTTCAACAGACTCAAGGAGAGAAACAGGGAGCTGAAAACACTGCTGTCCATTGGAGGGTGGAA
T v L Yy P E F N R L K E R NURE L K T L L s I G G W N
AACGTTCTCTATCCAGAGTTCAACAGACTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Y P E F N R L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AACGTTCTCTATCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Yy P E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGGAGAGGAACAGGGAGTTGAAAACACTGCTGTCCATTGGAGGGTGGAA
N V L ¥y P E F N KL K E RN RE L K T UL L s I G G W N
ATTGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAGGCTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
I v L Y P E F N R L K E X X X X X X X X X X X X X X X
ATTGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAGGCTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
I v L Yy P E F N R L K E X X X X X X X X X X X X X X X
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
TATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Yy v L Yy P E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AACGTCCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGCAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Yy P E F N K L K 0O X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTNCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGCAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N X L Y P E F N K L K 0O X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAG
N V L Y P E F N K L K E X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Yy P E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
Z—\]—\TGTTCTCT=AGAGTTCAACAAACTCZ—\AGGAGZ—\GGZ—\ACAGGGAGCCGZ—\AAACACTGCTGTCCATCAGAGGGTGGAA
M F S R vV Q9 0 T 0 G EE Q G A E N T AV HOQ R V E
AATATTCTCT=AGAGTTCAACAAACTCAATGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N I L * S s T N S M R X X X X X X X X X X X X X X
Z—\ATGTTCTCT=AGAGTTCAACAAACTCZ—\Z—\GGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L * S s T N S R R X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTATCCAGAGTTTAATAAACTCAAGGAGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
E C s L s R V * * T O ¢ V X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTATCTAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Y L E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAATAAACTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
M F s T O S S I N S R R X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTATCCAGAGTTTAACAAACTCAAGGAGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

N vV L Y P E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
N V L Yy P E F N K L K E X X X X X X X X X X X X X X X
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAG

N V L Y P E F N K L K E X

AATTTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGGAACAGAGAGCTGAAAACACTGCTGTCCATCGGAGGGTGGAA
N F L Y P E F N K L K E R N R E L K T L L S I G G W N
AAAATTCTCTACCCAGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGGAACACGGAGCTGAAGACACTGTTGTCCGTTGGAGGGTGGAA
K I LYy P E F N KL K E RN T E L K T L L S V G G W N
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGGAGAGGAACAGGGAGTTGAAAACACTGCTGTCCATTGGAGGGTGGAA
N V L Y P E F N KL K E RN R E L K T L L S I G G W N
AATGTTCTCTACCCAGAGTTCAACAAGCTCAAGGAGAGGAACAGGGAGTTGAAAACACTGCTGTCCATTGGAGGGTGGAA
N V L Y P E F N KL K E RN IR E L K T L L S I G G W N
AACGTTCTCTATCCGGAGTTCAACAAACTCAAGGAGAGGAACAGGGAGCTGAAAACACTGCTGTCCATCGGAGGGTGGAA
N V L ¥y P E F N KL K E RN RE L K T L L S I G G W N
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CTTCGGCACATCACGGTTCACCGCTATGCTCTCCACACTTGCCAACCGGGAARAGTTTATTGACTCAGTCATATCCTTCC

F o T S R ¥ T A ML s T L A N R E K F I D S V I S F
CTTCGGCACATCACGGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGGGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
r ¢ T s R F T TMUL S TLANIREI K F I D s V I S F
CTTTGGCACGTCACGGTTCACCGCTATGCTCTCCACACTTGCCAACCGGGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
rF G T S R F TAMUL S TL AN REIKF I D s V I S F
CTTCGGCATGTCACGGTTCACCGCTATGCTCTCCACACTTGCCAACCGGGAAAAGTTTATTGACTCAGTCATATCCTTCC
r 6 M S R F T AMULSTILANIZRIEI K F I D s V I S F

CTTCAGCACATCACGGTTCACCACTATGCTGTCCACACTCGCCAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
r s T s R ¥ T T ML S TLANIREI K F I D s V I S F
CTTCGGCACATCACGGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGCGAAAAGTTTATTGGTTCAGTCATATCCTTCT
rF G TS R F T TMUL S TL AN REIKF I G s V I S5 F
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCTAACCGCGAAAAGTTTATTGATTCAGTTGTATCCTTCC
X X X X X ¢ 7T T ML S T L A NRE K F I D S V V 5 F
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NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCAGTATGCTGTCTACACTTGCCAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTTT
X X X X X ¢ T s M L S T L A NRE K F I D S V I S5 F
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCAGTATGCTGTCTACACTTGCCAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTTT
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X X X X X ¢ 7T T ML S T L A NREK F I D S V I S5 F
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NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGTGAAAAGCTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
X X X X X X s p L C C P H L P TV K S L L I O S Y P S
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCTACACTTGCCAACCGTGAAAAGCTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
X X X X XV H H Y A V Y T C Q P * K A Y * F s H I L P
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACTACTATGCTGCCCACACTTGCCAACCGTGAAAAGCTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC

X X X X X ¢ 7 T M L P T L A NRE KL I D S V I S F
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCATGAAAAGCTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
X X X X X X s p L C C P H L P T M K S L L I O S Y P S
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGTGAAAAGCGTATTGATTCAGTTATATCCTTCC

X X X X X ¢ T T ML S T L A NREKR I D S V I S5 F
NNNNNNNNNNNNNNNGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACTGCGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCCTCC

X X X X X ¢ 7 T ML S T L A N CE K F I D S V I S L

CTTTGGCACATCCCGGTTCACCACTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGTGAAACATTTATTGACTCAGTCATATCCTTCC

F C T S R ¥ T T M L S T L A N R E T F I D S V I S F
CTTCGGCACATCACGGTTCACCACTATGCTGTCCACATTTGCCAACCGGGAAAAGTTTATTGATTCTGTTACATTCTTCC
rF 6 T S R F T TML S T F A NI RE K F I D s V T F F
CTTTGGCACATCACGGTTCACCAGTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTTC
F C T S R ¥ T s M L S T L A N R E K F I D S V I S F
CTTCGGCACATCACGGTTCACCAGTATGCTGTCCACACTTGCCAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTTATATCCTTTC
F C T S R ¥ T s M L S T L A N R E K F I D S V I S F
TTTTGGCACATCACGGTTCACCACGATGATGTCCACATTTGCAAACCGTGAAAAGTTTATTGATTCAGTCATATCCTTCC
rFr 6 T S R F T T MM S T F A N RE K F I D s V I S F
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e e e I I
Mus musculus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCAAGCATCATCCATACGTCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
s A A V S I P S I I H T S Y D A L L L
Mus caroli GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCAAGCATCATCCATACGTCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
s A A V S I P S I I H T S Y D A L L L
Mus spretus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCAAGCATCATCCATACGTCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p s I I H T s Y D L L L
Mus spicilegus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCAAGCATCATCCATACGTCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
s A A V S I P S I I H T S Y D A L L L
Mus pahari GTCGGCTGCTGTCTCCGGCATCCCAAACATCATCCATTCGTCTTATGATGCTCTGCTTTTAGGAAG
s A A V S I P N I I H S S Y D A L L L
Mastomys coucha GTCAGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCAAACATCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Yy I I Q T S Y D L L L
Myomys fumatus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATTCCATACATCATCCAAACATCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
s A A V S I p Y I I o T S Y D A L L L
Praomys rostratus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCATACATCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Y I I H T S Y D L L L
Lemniscomys zebra GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCACACATCTTATGATGCRCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Yy I I H T s Y D X L L L
Dasymys incomtus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCACACATCTTACGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S A AV S I P Y I I #H T S Y D A L L L
Dasymys rufulus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCACACATCTTACGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Y I I H T S Y D L L L
Myotomys unisulcatus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATATGTCATCCAAACATCTTATGATGCKCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Y Vv I 9 T s Y D X L L L
Parotomys brantsii
Conilurus penicilatus GTCAGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATCCATCATCCAAACATCTTACGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S vV s I P s I I Q T s Y D L L L
Pseudomys australis GTCAGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATCCATCATCCAAACATCTTACGATGCACTCCTTTTAGGAAG
S A AV S I P S I I o T s Y D A L L L
Maxomys surifer
Millardia meltada
Rattus norvegicus
Rattus exulans
Rattus tanezumi
Diplothrix legata
Bandicota bengalensis
Berylmys bowersi
Bunomys chrysocomus
Leopoldamys edwardsi
Chyromyscus chiropus
Meriones unguiculatus GTCAGCTGCTGTCTCTGGCATCCCACACATCATCCAAACATCTTATGATGTGCGCTTTTTAGGAAG
S A A V S I P H I I 9 T s Y D V R F L
Acomys russatus GTCAGCTGCTGTCTCTGGGATCCCATCCATCATCCAAACATCTTATGATGTGCATCTTTTAGGAAG
S vV s I p s I I Q T s vy D V H L L
Grammomys surdaster GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACATCATCCACACATCTTATGATGCGTTCCTTTTAGGAAG
S A AV S I P Y I I H T S Y D A F L L
Arvicanthis niloticus GTCGGCTGCTGTCTCTGGCATCCCATACGTCATCCACACATCTTATGATGCGCTCCTTTTAGGAAG
S A A V S I p Yy V I H T s Y D A L L L
Apodemus sylvaticus GTCGGCTGCCGTCTCTGGCATCCCATACGTCATCCAAACATCCTATGATGCACGCCTTTTAGGAAG
S vV s I p Y V I Q T S Y D R L L

Figura 72. Alineamiento multiple de las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las especies
analizadas dentro de la subfamilia Murinae. Subrayados en amarillo quedan indicados los codones de
parada. Subrayados en rojo aparecen sefialados los indels de 1-4 bases de longitud. El primer coddn de
Rattus norvegicus (modificado respecto al resto de especies) aparece subrayado en color azul. La letra
“N” en la secuencia de nucleétidos y la letra “X” en la secuencia de aminodcidos aparecen cuando la base
o el aminoacido respectivamente, no se ha podido determinar. La letra “Y” en la secuencia de nucleétidos
representa que el nucledétido en esa posicion puede ser C o T. La presencia del simbolo “-” indica ausencia
de secuencia por una falta de secuenciacion o una delecion real.

-166 -



VI. Resultados

Tabla 31. Localizacién de los codones de parada en la secuencia amplificada (exones 1 al 6) de Ovgp1. La
posicion indicada esta basada en el alineamiento de la Figura 72.

Género Especie Posicidn de los codones de parada
Rattus Rattus norvegicus 14, 20, 56, 59, 173, 179, 200
Rattus Rattus exulans 28,196, 250, 494
Rattus Rattus tanezumi 28, 196, 250, 401
Chryromyscus Chryromyscus chiropus 179
Berylmys Berylmys bowersi 56, 59, 179, 200, 494
Bandicota Bandicota bengalensis 196, 478
Bunomys Bunomys chrysocomus 196, 478
. . . . 150, 237, 261, 264, 369, 381, 417, 426,
Diplothrix Diplothrix legata 471, 498

La filogenia obtenida a partir de las secuencias parciales de los exones 1 al 6 se
muestra en la Figura 73. La longitud de cada rama corresponde al numero de
sustituciones por sitio que acumula la secuencia. A nivel de cada rama, se indica el
porcentaje de bootstrap del nodo al que se dirige la rama, es decir, el nUmero de veces
gue se encuentra un nodo entre 1000 arboles construidos. Los nodos no soportados por

"

el programa Phyml (indicados con el simbolo “- -“) afectan a 3 especies: Maxomys
surifer, Leopoldamys edwardsi y Chrynomyscus chiropus. Esto quiere decir que para
estas especies el programa Phylml propone diferentes relaciones entre ellas. Esto puede
ser debido a que no se encontraron codones de parada en Maxomys y Leopoldamys en
los fragmentos secuenciados, siendo necesario en futuros estudios completar estas

secuencias para comprobar si existen codones de parada en posiciones posteriores de

la secuencia.
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Figura 73. Arbol filogenético del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae obtenido por el método de maxima
verosimilitud y la inferencia bayesiana. La escala indica el nimero de sustituciones por sitio. A nivel de
cada rama, se indica el valor bootstrap (bp: porcentaje bootstrap) del nodo al que se dirige la rama. "- -"
indica que estos nodos no estan soportados por el programa Phyml. En esta filogenia, posiblemente
podria ser debido a la presencia de codones de parada o a la insercidn presente en el exdn 1 en el género
Rattus. Las especies en las que se observaron codones de parada estdn coloreadas en rojo (todas
pertenecen a la tribu Rattini).

En base a estos resultados, parece que la pseudogenizacion solo se produjo en
los Rattini, es decir, después de la separacidn entre los Rattini y los otros Murinae hace

aproximadamente 12,5 millones de afios (entre 11,31-13,99) (Aghova et al., 2018). Sin
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embargo, como los resultados provienen de un analisis parcial, es decir, de los 6 exones
iniciales y no de los 11 que forman Ovgp1, seria necesario completar las secuencias para
comprobar si existen codones de parada en posiciones posteriores de otras especies. El
estudio completo de las secuencias permitiria determinar si los Rattini que divergieron
antes, como es el caso de Maxomys, tienen una version funcional de la proteina

oviductina o no.

3. Anadlisis del gen ASTL en lagomorfos

Para el andlisis del gen ASTL en lagomorfos se realizé amplificacién mediante PCR
de un fragmento de la secuencia de ADNg de ASTL en 7 especies: conejo europeo
(Oryctolagus cuniculus cuniculus), conejo salvaje ibérico (Oryctolagus cuniculus algirus),
conejo pigmeo (Brachilagus idahoensis), conejo cola de algoddén oriental (Sylvilagus
floridanus), conejo de pincel (Sylvilagus bachmani), liebre europea (Lepus europaeus) y
liebre ibérica (Lepus granatensis. Dicho fragmento de 161 pb esta ubicado en el exén 6

del gen ASTL, donde se encuentra el centro activo de la proteina (Figura 74).

PM (pb)

300——
200——

100——

Figura 74. Analisis del gen ASTL de lagomorfos mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa. Se
amplifica una regién de interés de 161 pb. a) Amplicon de conejo europeo (Oryctolagus cuniculus
cuniculus), b) conejo salvaje ibérico (Oryctolagus cuniculus algirus), c) conejo pigmeo (Brachilagus
idahoensis), d) conejo cola de algoddén oriental (Sylvilagus floridanus), e) conejo de pincel (Sylvilagus
bachmani), f) liebre europea (Lepus europaeus) y g) liebre ibérica (Lepus granatensis).

Tras la secuenciacién por Sanger de los productos de PCR y el alineamiento
multiple de las secuencias de ADNg obtenidas se observé un alto porcentaje de
identidad entre el conejo comun (Oryctolagus cuniculus) y el resto de las especies
analizadas: 84,66% con Sylvilagus floridanus, 93,87% con Brachilagus idahoensis,
94,51% con Lepus granatesis y Lepus europeaus, 94,48% con Sylvilagus bachmani y
100% con Oryctolagus cuniculus algirus. En todas las especies analizadas se identifico

una mutacidon que genera codones de parada prematuros en el exdn 6 donde se
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encuentra el centro activo de la proteina ovastacina, confirmando la pseudogenizacion
del gen ASTL en lagomorfos (Figura 75). Este resultado confirma que la proteina

ovastacina no actuaria en el clivaje de ZP2 en estas especies pudiendo estar relacionado

con la pérdida del bloqueo de la polispermia a nivel de ZP.

A
Homo sapiens —---TGCAGGTGCTTCTCGAGTGTGGGGCGCAGTGGAGGGATGCAGGTGGTCTCCCTGGC 10389
Mus Musculus GTCTTACAGGTGTTTCTCTGGTGTGGGACGCAGTGGAGGGATGCAGGTGGTGTCCTTGGC 8560
Oryctolagus cuniculus cuniculus TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCGTCCTTGGC 43
Oryctolagus cuniculus algirus TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCGTCCTTGGC 43
Brachilagus idahoensis TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCATCCTTGGC 43
Sylvilagus floridanus TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGGGTCCTTGGC 43
Sylvilagus bachmani TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCGTCCTTGGC 43
Lepus europeaus TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCGTCCTTGGC 43
Lepus granatesis TATGCGGTGGAGGGCAGCAGGTGGCGTCCTTGGC 43
x k% Kk kKKK KKKK  KKKKKKKK  KAK KKK

Homo sapiens GCCCACGTGTCTCCAGAAGGGCCGGGGCATTGTCCTTCATGAGCTCATGCATGTGCTGGG 10449
Mus Musculus ACCCACTTGTCTCCGGAAGGGCCGAGGCATTGTCCTACATGAGCTCATGCACGTACTTGG 8620
Oryctolagus cuniculus cuniculus ACC-CGCTGTCTCCAGAGGGC-AAGGGCATCATCCCGCACAAGCTCCTTCACGAGCTGGG 101
Oryctolagus cuniculus algirus ACC-CGCTGTCTCCAGAGGGC-AAGGGCATCATCCCGCACAAGCTCCTTCACGAGCTGGG 101
Brachilagus idahoensis ACC-CGCTGTCTCCAGAGAGC-AAGGGCATCATCCCGCGTGAGCTCCTTCATGTGCTGGG 101
Sylvilagus floridanus ACC-CGCTGTCTCCAGAGAGC-AAGGACATCATCCCGTGTGAGCTCCTGCATGTGCTGGG 101
Sylvilagus bachmani ACC-CGCTGTCTCCAGAGGGC-AAGGACATCATCCTGCGTGAGCTCCTTCATGTGCTGGG 101
Lepus europeaus ACCCGCCTGTCTCTAGAGGGC-AAGAGCATCATCCCGCGIN@IAGCTCCTTCACGTGCTGGG 102
Lepus granatesis ACCCGCCTGTCTCCAGAGGGC-AAGAGCATCATCCCGTGIYENGCTCCTTCACGTGCTGGG 102

* % KxkkkkK Kk * *xkk Kk Kxkkkk kKK * KX Kk
Homo sapiens CTTCTGGCACGAGCACACGCGGGCCGACCGGGACCGCTATATCCGTGTCAACTGGAACGA 10509
Mus Musculus CTTCTGGCATGAGCATTCACGGGCAGATCGGGACCGCTACATCCAAGTCAACTGGAACGA 8680
Oryctolagus cuniculus cuniculus CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGACGACGGGGACGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 159
Oryctolagus cuniculus algirus CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGACGACGGGGACGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 159
Brachilagus idahoensis CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGATGAGGGGGATGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 159
Sylvilagus floridanus CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGACATCGTGTCACC--TGGAACGA-—————————————— 144
Sylvilagus bachmani CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGACAACGGGGATGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 159
Lepus europeaus CTTCTGGCACGAGCCTCCCTGGACAACGAGGACGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 160
Lepus granatesis CTTCTGGCACGATCCTCCCTGGACGACGAGGACGG--CGACATCGTGTCACCTGGAACGA 160

Kk k kKKK KK KK K x A *
Homo sapiens GATCCTGCCAGGTGAGCCAGGCCAC-ACGCAGGACAGGCTGGTGCCGGGGAGGGGAC -~ 10565
Mus Musculus GATCCTCCCGGGTAAGTCAGCTGACTAGGCTGGGCCCAGAGGACCCAGACACAGGCCTCA 8740
Oryctolagus cuniculus cuniculus GAGA 163
Oryctolagus cuniculus algirus GAGA 163
Brachilagus idahoensis GAGA 163
Sylvilagus floridanus GAGA 148
Sylvilagus bachmani GAGA 163
Lepus europeaus GAGA 164
Lepus granatesis GAGAA 165

* %
B
Homo sapiens LEALAEFERSTCIRFVTYQDQRDFISIIPMYGCFSSVGRSGGMQVVSLAPTCLQKGRGIV 180
Mus Musculus MDAFAEFERFTCIRFVAYHGQRDFVSILPMAGCFSGVGRSGGMQVVSLAPTCLRKGRGIV 180
Oryctolagus cuniculus cuniculus LAMYAV EGSRWRPW-HPLSPEGKGII 25
Oryctolagus cuniculus algirus LAMYAV: EGSRWRPW-HPLSPEGKGII 25
Brachilagus idahoensis LAMYAV EGSRWHPW-HPLSPESKGII 25
Sylvilagus floridanus LAMYAV EGSRWGPW-HPLSPESKDII 25
Sylvilagus bachmani LAMYAV: EGSRWRPW-HPLSPEGKDIT 25
Lepus europeaus LAMYAV EGSRWRPW-HPPVSRGQEHH 25
Lepus granatesis LAMYAV EGSRWRPW-HPPVSRGQEHH 25

. x . .

Homo sapiens LHELMHVLGFWHEHTRADRD----RYIRVNWNEILPGFEINFIKSQSSNMLTPYDYSSVM 236
Mus musculus LHELMHVLGFWHEHSRADRD----RYIQVNWNEILPGFEINFIKSRSTNMLVPYDYSSVM 236
Oryctolagus cuniculus cuniculus PHKLLHELGFWHEPPWTTGTATSCHLERE 54
Oryctolagus cuniculus algirus PHKLLHELGFWHEPPWTTGTATSCHLERE 54
Brachilagus idahoensis PRELLHVLGFWHEPPWMRGMATSCHLERE 54
Sylvilagus floridanus PCELLHVLGFWHEPPWT-—---— SCHLERE 49
Sylvilagus bachmani LRELLHVLGFWHEPPWTTGMATSCHLERE 54
Lepus europeaus PAMAPSRAGLLA-—-—-——-————- RASLDNEDGDIVSPGTR: 54
Lepus granatesis JAPSRAGLLA--——-—————- RSSLDDEDGDIVSPGTRE-—-——-———————————————— 55

Figura 75. A) Alineamiento de las secuencias de nucledtidos y B) aminoacidos del fragmento de ADNg
amplificado mediante PCR del gen ASTL en las 7 especies de lagomorfos analizadas. Se incluyen en el
alineamiento las secuencias descritas para ASTL en la especie humana (Homo sapiens) (NC_000002.12 y
NP_001002036.3) y murina (Mus musculus) (NC_000068.8 y NP_001277932.1). Los codones de parada
prematuros se muestran en negro.
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VII. Discusion

1. Implicacion de la proteina oviductina en el desarrollo de los

eventos reproductivos tempranos

La proteina oviductina esta implicada en la fecundacién y el desarrollo
embrionario temprano en la mayoria de las especies de mamiferos estudiadas hasta el
momento (Buhi, 2002; McBride et al., 2004; Kan y Esperanzate, 2006; Yang et al., 2015).
Su presencia se ha asociado a efectos positivos en la fecundacion, el desarrollo
embrionario y/o la implantacion en diferentes mamiferos como: cabra, cerda, gata,
hamster, mujer, oveja y vaca (King et al., 1994; Satoh et al., 1995; Boatman y Magnoni,
1995; O'Day-Bowman et al., 1996; Hill et al., 1996a, 1996b; Martus et al., 1998; Kouba
et al., 2000; McCauley et al., 2003; Coy et al., 2008; Pradeep et al., 2011; Saccary et al.,
2013; Mondéjar et al., 2013; Hribal et al., 2014; Yang et al., 2015; Zhao et al., 2016;
Algarra et al., 2016, 2018; Laheri et al., 2018). Concretamente se han descrito efectos
positivos en: la capacitacién de los espermatozoides, la RA, la movilidad y viabilidad
espermatica, la union espermatozoide-évulo, la tasa de penetracion y de fecundacion,
la reduccién de la polispermia, la calidad del embrién y las tasas de desarrollo
embrionario hasta el estadio de blastocisto (Killian, 2004, 2011; Kouba et al., 2000; Coy
et al., 2008; Saccary et al., 2013; Zhao et al., 2022).

Estudios in vitro en hamster y en el ser humano mostraron que la coincubacién
de espermatozoides y ovocitos o hemizonas de la misma especie con oviductina
homdloga genera una mejora en la unién espermatozoide-ZP homdloga y en la tasa de
fecundacion (Boatman y Magnoni, 1995; O'Day-Bowman et al., 1996). Asi, el
tratamiento de espermatozoides y/u ovocitos de hamster con oviductina recombinante
homdloga, previamente al ensayo de unién de espermatozoides-ovocitos, aumentd
significativamente el nimero de espermatozoides unidos a la ZP de los ovocitos (Yang
et al. 2015). Sin embargo, la obtencidn en el presente estudio de embriones de hembras
de hamster y coneja KO para OVGP1 en diferentes estadios de desarrollo permite
afirmar que la ausencia de la proteina oviductina no impide la unién entre gametos ni el

bloqueo de la polispermia en estas especies.
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Estudios previos de inmunolocalizaciéon determinaron la presencia de oviductina
en cigotos y embriones de hamster desde una célula hasta estadio de blastocisto no
eclosionado, confirmando la captacion de oviductina por parte de estos (Kan et al., 1993;
Kan y Roux, 1995). Dicha captacidon de oviductina podria explicar su influencia en las
primeras etapas del desarrollo embrionario, como se ha observado en estudios in vitro
para otras especies de mamiferos. Asi, en cabra, la incubacién de évulos y embriones
con oviductina nativa purificada durante la maduracion, FIV y cultivo embrionario in
vitro conllevd a una tasa de divisién embrionaria del 52,1%, 75,1%, 61,8% y 57,1% a
concentraciones de oviductina de 0, 10, 50 y 100 ug/ml, respectivamente. Ademas, la
tasa de blastocistos fue del 16%, 24,5%, 15,4% y 11,5% cuando las concentraciones de
oviductina fueron de 0, 10, 50 y 100 pg/ml, respectivamente. Por tanto, la concentracion
mas baja (10 pg/ml) de oviductina aumentd la tasa de divisién y la formacién de
blastocistos de forma significativa (p-valor < 0,05) en comparacidn con la concentracion
mas alta (100 pg/ml) (Pradeep et al., 2011). En la especie porcina, la incorporacién de
oviductina homodloga durante la maduracién y fecundacién in vitro de los ovocitos no
mostré efectos en la tasa de division embrionaria, pero si aumentd el nimero de
ovocitos que alcanzaron el estadio de blastocisto, lograndose el mejor dato con
incubaciones de 10 pg/ml durante la maduracion y 1 pug/ml durante la FIV
(aproximadamente 28% de blastocistos en el grupo suplementando con oviductina

homologa y 18% en el grupo control sin suplementacion) (Kouba et al., 2000).

Este potencial papel de la oviductina en el desarrollo embrionario temprano ha
sido confirmado en el presente estudio en el modelo KO de hdmster, mostrando las
hembras de hamster KO un claro fenotipo de infertilidad in vivo. Sin embargo, los
machos de hdmster KO no muestran alteraciones en su fertilidad. El analisis morfoldgico
de los embriones procedentes de hembras de hamster KO mediante técnicas de
microscopia O6ptica ha evidenciado que los embriones en estadio de 4-8 células
muestran de forma significativa un menor nimero de blastdmeras, asi como una
marcada asimetria en el tamafio entre ellas. Dichas alteraciones en las etapas tempranas
de desarrollo embrionario impiden que la gestacion llegue a término. Estos resultados
permiten afirmar que la oviductina es una proteina imprescindible en las hembras de

hamster para el correcto desarrollo embrionario temprano. La captacién de oviductina
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por los embriones de hamster descrita en estudios previos (Kan et al., 1993; Kan y Roux,
1995) junto a los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la proteina
oviductina puede tener un papel embriotréfico y en la proliferacion celular durante el

desarrollo embrionario temprano en esta especie.

El analisis in silico de oviductina revela un dominio en la regién N-terminal que la
asemeja a las proteinas quitinasas pertenecientes a la familia GH18 (Malette et al., 1995;
Huang et al., 2012). Dentro de esta familia se ha descrito que la proteina HCGP-39 es
responsable del incremento de la proliferacion celular en tejido conectivo (Recklies et
al., 2002, Ling et al., 2004), pudiendo ocurrir lo mismo con la oviductina en los embriones

de hamster, lo cual cuadraria con el fenotipo observado.

A diferencia del claro fenotipo de infertilidad evidenciado en las hembras de
hamster KO, en el modelo realizado en conejo, las hembras y machos KO son fértiles
in vivo. Sin embargo, en las conejas KO se observé una disminucidén en las tasas de
gestacion (100% en conejas WT y 40% en conejas KO) y tamaifio medio de la camada
(6,6+£0.93 en conejas WT y 3,57+1,5 en conejas KO) aunque no estadisticamente
significativa. Asi pues, seria interesante ampliar en futuros estudios el tamafio muestral
para obtener datos de mayor solidez y confirmar el posible fenotipo de subfertilidad en
las hembras que sugieren los datos actuales. No obstante, es posible afirmar que la
proteina oviductina no es esencial para que se puedan llevar a cabo procesos como la
fecundacion y el desarrollo embrionario en esta especie. Una conclusion similar a la
obtenida en 2003 por Araki y colaboradores en el modelo de ratén, donde tanto machos
como hembras KO para Ovgp1 fueron fértiles. No observaron diferencia entre las tasas
de fecundacién de los évulos de las hembras de ambos genotipos evaluados mediante
FIV, pero al igual que los resultados obtenidos en el presente modelo de conejo, las
ratonas KO para Ovgp1 presentaron un tamafio de camada menor no estadisticamente
significativo (Araki et al., 2003). La posible reduccién del nimero de crias por camada en
ambos modelos animales, raton y conejo, puede estar asociada a una reduccién en la
supervivencia embrionaria. Se ha demostrado que la supervivencia embrionaria influye
de manera directa en el tamafio de la camada en conejos y ratones (Blasco et al., 1993).

En los conejos concretamente, se determind que la supervivencia y el desarrollo del
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embrion antes de las 96 horas de gestacion eran responsables de la diferencia
encontrada en el tamafio de la camada (Torres et al., 1987). Los datos obtenidos en el
modelo KO de conejo apoyan esta posibilidad ya que el ndmero medio de
cigotos/embriones de 2 células, mérulas y blastocistos recuperados en conejas KO fue
de:29,5+12,5,24,5+5,5y17,5 % 6,5 respectivamente mientras que en conejas WT fue
de: 35,25+ 6,79; 43,25 + 6,37 y 43,67 + 3,38, apreciandose una reduccion en el nUmero
de embriones recuperados en las hembras KO conforme avanzaba su desarrollo, no

perceptible en las conejas WT.

Para comprender el motivo de la posible reduccién del tamafio de la camada y
por consiguiente el fenotipo de subfertilidad de las conejas KO es importante analizar la
secuencia completa de OVPG1 de conejo ya que estudios anteriores sugirieron que el
desarrollo embrionario temprano puede inhibirse cuando la region C-terminal de la
proteina oviductina es bloqueada por el uso de un anticuerpo (Yong et al., 2002). Por
ello y porque OVGP1 se expresa principalmente en oviducto, drgano de paso durante
las primeras etapas de desarrollo embrionario, estudios previos lo propusieron como
gen candidato para la supervivencia embrionaria temprana y la variabilidad del tamano
de la camada en conejo (Merchan et al., 2007; Merchan et al., 2009; Garcia et al., 2010).
Se determind un polimorfismo de nucledtido tnico (SNP) g.12944C>G y un microsatélite
trialico g.325[(GT)1sT(G)s, (GT)14T(G)s y (GT)11T(G)7] en la secuencia gendmica de OVGP1
de conejo (Merchan et al.,, 2007; Merchan et al., 2009). El SNP g.12944C>G estaba
localizado en el exdn 11 y producia un cambio aminoacidico en la regiéon C-terminal de
la proteina, la cual puede conferir especificidad de especie, mediar eventos de
reconocimiento especificos y regular directamente la actividad bioldgica de OVGP1
(Yong et al., 2002; Algarra et al., 2016). El microsatélite estaba localizado en la regién
promotora, pudiendo modificar a OVGP1 y su expresion (Merchan et al., 2007; Merchan
et al., 2009), ya que varios estudios han indicado que la presencia de polimorfismos en
la regidn promotora de un gen puede modificar su expresién debido a alteraciones en
los factores de transcripcion, la estructura de la cromatina y la conformacion del ADN
(Kashi et al., 1997; Iglesias et al., 2004; Szalai et al., 2005; Khan et al., 2006). Los
resultados concluyeron que el genotipo GG del SNP del exén 11 (g.12944C>G) vy el

genotipo g.325[(GT)14T(G)s] del microsatélite mostraban una asociacién favorable con
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el tamafo de la camada, el niumero de crias nacidas vivas, el nUmero de embriones
implantados, la supervivencia embrionaria, la supervivencia fetal y la supervivencia
prenatal (Merchan et al., 2009). Estos resultados junto a la reduccion del nimero de
embriones recuperados en las conejas KO conforme avanzaba el desarrollo embrionario,
sugieren que la eliminacién de OVGP1 mediante técnicas de edicidn genética podria
desencadenar efectos similares a los asociados a la presencia del SNP (g.12944C>G) y el

microsatélite g.325[(GT)14T(G)s] en esta especie.

La determinacién del papel irremplazable de la proteina oviductina en la funcién
reproductiva en hamster en contraposicién a lo obtenido en el modelo en conejo y
previamente en ratdn (Araki et al., 2003), confirma la variabilidad en el impacto
fisiolégico que desencadena la ausencia de dicha proteina en la fertilidad entre especies.
En el caso del ratén la mayor parte de la proteina oviductina secretada pasa al espacio
perivitelino del dvulo quedando poca cantidad de la proteina unida a la ZP (Kapuryy
Johnson, 1986; Lyng y Shur, 2009), pudiendo no contribuir a su endurecimiento como
en el caso del hamster. Sin embargo, en la coneja la proteina oviductina si se une
fuertemente a la ZP, pero existe una peculiaridad, la capa de mucina, la cual podria
interferir en la captacion de oviductina por los embriones. Estas discrepancias entre
especies podrian conllevar a una variaciéon de la localizacidn de la proteina oviductina en
el embrién en desarrollo, pudiendo este hecho ser el causante de la variabilidad en la
funcion de la proteina y por consiguiente en el diferente fenotipo observado entre los 3

modelos KO para OVGP1.

Otro aspecto a tener en cuenta es la separacion filogenética entre las especies,
pudiendo darse patrones especificos de evolucidn en genes reproductivos haciéndolos
no esenciales en algunas especies. La comparacion in silico de la secuencia aminoacidica
de OVGP1 de los mamiferos revela cinco regiones distintas (A-E) que se conservan de
forma diferente entre los grupos de mamiferos (Avilés et al., 2010). Estas variaciones
entre especies sugieren posibles modificaciones en alguna de sus funciones durante los
eventos reproductivos, siendo necesarios futuros estudios que permitan esclarecer de
un modo preciso su papel bioldgico en cada especie. Otras diferencias fenotipicas entre

modelos de roedores KO para genes implicados en la fertilidad han sido descritas, como
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es el caso de la acrosina. Los ratones y las ratas KO para acrosina fueron fértiles (Baba
et al., 1994; Isotani et al., 2017), mientras que el modelo KO en hamster fue infértil
(Hirose et al., 2020). Esta similitud fenotipica entre ambos modelos murinos, rata y
ratén, puede ser debida a la cercania filogenética de las dos especies. En cambio, los
Cricetidae, donde esta enmarcado el hamster, se separaron a partir de los roedores
Muridae mucho antes que Mus (ratén) y Rattus (rata) (Blanga-Kanfi et al., 2009; Michaux
et al., 2001). Esto plantea la posibilidad de que, en ratén, donde el modelo KO para
Ovgp1 es fértil y, en rata, donde OVGP1 es un pseudogén (Tian et al., 2009), la actividad
de la oviductina se vea compensada por la de otras proteinas presentes en el FO
pudiendo ocurrir lo mismo en el modelo en conejo. Para valorar posibles candidatos que
suplan el papel de la oviductina hay que tener en cuenta la cercania evolutiva de
oviductina con otras proteinas presentes en oviducto, tema que discutiremos mas
adelante en el apartado 4 sobre el andlisis filogenético del gen Ovgp1 en la subfamilia

Murinae.

Otro aspecto abarcado en el presente estudio en relacion con OVGP1 es la capa
de mucina, propia del conejo y la liebre, no siendo comun su presencia en otros
mamiferos (Garcia et al., 2016). Se trata de una cubierta de material mucinoso derivado
de las secreciones oviductales que se deposita alrededor del embrién a su paso por el
oviducto durante los primeros 3 dias posmonta (Garcia et al., 2016). El presente estudio
ha permitido confirmar que su formacién es independiente de OVGP1 ya que las conejas
KO forman la capa de mucina de igual modo que las hembras WT. Este hallazgo hace
necesario el estudio de otras mucinas presentes en el FO de la coneja y su relacién con
la composicién de la capa de mucina. Entre los posibles candidatos presentes en el FO
de la coneja cabe citar a MUC4 y MUC16, ambas mucinas muestran su expresion mas
alta en oviducto en presencia de cigotos, mostrando ambas un marcado descenso de su
expresion a partir de las 36 horas posovulacion (Tesis Doctoral Gonzalez-Brusi, 2021).
Esta sobreexpresion podria estar vinculada a la formacién de la capa de mucina ya que
como hemos indicado, esta se deposita alrededor del embrién durante los primeros 3
dias posmonta (Garcia et al., 2016) y por consiguiente 3 dias posovulacion ya que la

coneja es una especie de ovulacién inducida (Scapinello, 2014).
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2. Repercusion de la ausencia de oviductina en el transcriptoma

del oviducto de hamster

Experimentos knock down para OVGP1 in vitro con células endometriales
humanas mostraron variacion en la expresidon de genes relacionados con la receptividad
y la adhesidn del trofoblasto (Laheri et al., 2018). Con el objetivo de determinar si el fallo
en el desarrollo embrionario de las hembras de hamster KO para OVGP1 estaba asociado
a un cambio en el ambiente oviductal, se realizé un analisis transcriptémico comparativo
de oviducto. Dicho andlisis manifestd que la ausencia de oviductina genera variacién
significativa en la expresion de 7 genes entre los que se encuentra OVGP1, gen
codificante de la oviductina. Los otros 6 genes con variacién significativa en su expresion
fueron: GPR18, ENPEP, C1QTNF4, DERL3, AMY1 y WDR95. De estos 7 genes, GPR18 fue
el Unico que mostré sobreexpresidn en las muestras oviductales de las hembras KO, los

otros 6 genes se encontraban infraexpresados en dichas muestras.

GPR18 es el gen codificante para el receptor endocanabinoide de N-aracidonil
glicina (NAGLy), también conocido como receptor 18 acoplado a proteina G (GPR18). La
sefializacion por cannabinoides puede intervenir en la contraccidén y relajacion del
musculo liso para el transporte del embrién, habiéndose sugerido que una sefializaciéon
cannabinoide aberrante, disminuida o aumentada, puede conducir a la retencién de
embriones en el oviducto (Wang et al., 2004). Estos resultados indican un posible papel
del receptor GPR18 en la sefalizacion y transporte embrionario. En el presente estudio
no se ha evidenciado alteracidn en el transporte embrionario, siendo interesante en
futuros estudios valorar si la sobreexpresion del gen GPR18 en el oviducto de las
hembras de hamster KO conlleva realmente a una alteracién en el ritmo de transporte

embrionario.

ENPEP fue el gen que mostré mayor diferencia de expresion entre ambos grupos.
Es el gen codificante para la proteina glutamil aminopeptidasa, una aminopeptidasa de
membrana que interviene en la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis) y en el
sistema renina-angiotensina regulando la presion arterial mediante la conversion de la

angiotensina ll, bioldgicamente activa, en angiotensina lll como resultado de la hidrélisis
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del aspartato presente en su extremo N-terminal (Mizutani et al., 2008; De Mota et al.,
2008; Kubota et al., 2010; Kato et al., 2011; Feliciano et al., 2013; Yang et al., 2013; Chen
etal., 2014; Aguirre et al., 2015; Surendran et al., 2016; Chuang et al., 2017). Los estudios
relacionados con el tratamiento de la hipertension en modelos animales utilizando
inhibidores para bloquear la actividad de ENPEP han apoyado una relacién directa entre
dicho bloqueo y la hipertension arterial en el organismo (Gao et al., 2014). ENPEP se
expresa en la trompa de Falopio de la mujer (Holmes et al., 2017) y en el oviducto de la
ratona (Papatheodorou et al., 2020), pudiendo desempefiar un papel en este érgano.
Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito su funcidn a este nivel, siendo los
ratones KO para Enpep viables y fértiles (Marahrens et al., 2021). En cambio, se ha
demostrado que la angiogénesis inducida por isquemia esta alterada en estos ratones
como resultado de una menor secrecion de factores de crecimiento y formacion de
capilares (Kubota et al., 2010). Recientes estudios in vitro han propuesto a ENPEP como
una enzima candidata para mediar en el procesamiento N-terminal de la actina (Chen et
al., 2021). La delecion de ENPEP en cultivo de células humanas in vitro muestra un
pronunciado descenso del procesado de las isoformas de actina. Las células KO para
ENPEP muestran diferencias en los niveles de actina F, en la extension celular, en la
formacién de filopodios y en la migracidon celular. Estos datos sugieren que el
procesamiento selectivo N-terminal de la actina mediado por esta aminopeptidasa es

importante para su funcién (Chen et al., 2021).

En base a los resultados publicados hasta la fecha, la reduccion de la expresién
de ENPEP a nivel oviductal observada en las hembras KO podria afectar a la
angiogénesis, el procesamiento N-terminal de la actina o al correcto mantenimiento de

la presidn arterial y por consiguiente a la presion intraluminal en el oviducto.

El gen CI1QTNF4 codifica para la proteina C1qy TNF 4 (C1QTNF4), miembro de la
familia C1QTNF, una familia de proteinas secretadas que presentan homologia
estructural tanto con el complemento Clg como con la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (Shapiro y Scherer, 1998). Se ha identificado como receptor de
superficie celular de C1QTNF4 a una proteina transportadora multidominio con diversas

funciones llamada nucleolina (Vester et al., 2021), internalizdndose activamente ambas
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tras su unién (Hovanessian et al., 2010; Vester et al., 2021). La proteina nucleolina se
encuentra en el nucleo, el citoplasma y la superficie de algunas células, como las
cancerosas (Hovanessian et al., 2010), las endoteliales (Christian et al., 2003) y las
monociticas (Hirano et al., 2005). Entre las posibles funciones de C1QTNF4 se ha
sugerido que desempefna un papel en el proceso inflamatorio habiéndose descrito
propiedades proinflamatorias in vitro (Li et al., 2011) y propiedades antiinflamatorias
invivo (Luo et al., 2016), siendo los ratones KO para Clqtnf4 mas susceptibles a
inflamacidn sistémica (Cao et al., 2021). Otros miembros de la familia CIQTNF han sido
implicados en la autoinmunidad, incluyendo C1QTNF1 (Feng et al., 2018), CIQTNF3
(Murayama et al., 2014) y C1QTNF6 (Murayama et al., 2015). Los ultimos estudios
sefialan que C1QTNF4 interviene en el sistema inmunitario innato teniendo capacidad
antiinflamatoria, lo que sugiriere que la pérdida de funcién de CI1QTNF4 puede
predisponer a la autoinmunidad, al menos en el ser humano (Vester et al., 2021). Sin
embargo, la eliminacion de Clgtnf4 en ratén no afecta a la composicion de las células
inmunitarias, lo que indica que no es necesario para el desarrollo normal del sistema
inmunitario murino (Sarver et al., 2020). Por otro lado, aunque CIQTNF4 no parece estar
directamente implicada en la eliminacién de las células apoptdticas tempranas, podria
modular la funcién de la nucleolina en la superficie de los macrdéfagos, ya que la
nucleolina es un receptor de macrdéfagos para células apoptodticas (Hirano et al., 2005),

siendo esta otra posible via de intervencion de CIQTNF4 (Vester et al., 2021).

Aunque no hay estudios previos sobre la presencia de C1QTNF4 en oviducto, se
ha detectado expresién de su receptor, la nucleolina, en oviducto de ratona, asi como
un intenso inmunomarcaje en el epitelio de la trompa de Falopio de la mujer
(Papatheodorou et al., 2020). Ademas, se ha evidenciado inmunomarcaje contra la
nucleolina en embriones preimplantacionales de ratén (Biggiogera et al., 1990). La
expresion oviductal de C1QTNF4 detectada en este trabajo, asi como, la presencia de
nucleolina a estos niveles sugieren que C1QTNF4 pueda desempeiar un papel durante
el desarrollo embrionario temprano en oviducto. En base a esta premisa y a las
funciones sugeridas hasta el momento para CIQTNF4, el descenso de su expresion en
oviducto de hembras KO podria quizds desencadenar alteraciones en el control de la

inmunidad local generando problemas de autoinmunidad contra los embriones.
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El gen DERL3 codifica para la proteina DERLIN en hamster, denominada DERLIN-3
en la especie humana. Se trata de una de las multiples proteinas del complejo funcional
de degradacion asociada al reticulo endoplasmatico (ERAD, del inglés endoplasmic
reticulum-associated degradation). Estos complejos son sistemas encargados de la
eliminacion de las proteinas no plegadas o mal plegadas acumuladas en el reticulo
endoplasmatico (Tsai et al., 2002; Meusser et al., 2005; Vembar et al., 2008; Hirsch et
al.,, 2009). En el proceso participan multiples proteinas entre las que se encuentra
DERLIN-3 (Eura et al., 2012). Todos los miembros de la familia DERLIN contienen
dominios transmembrana y estan localizadas en la membrana del reticulo
endoplasmatico (Lilley et al., 2004; Oda et al., 2006). La sobreexpresién de DERLIN-3
acelera la ERAD de las glicoproteinas mal plegadas y el knock down de DERLIN-2 y
DERLIN-3 en células embrionarias de riién humano inhibié la degradacién proteica
in vitro (Oda et al., 2006). En ratén, el modelo KO para Derlin-3 demostré que su pérdida
puede ser compensada por Derlin-1 o Derlin-2, no mostrando estos animales alteracién
de lafertilidad (Eura et al., 2012). En un reciente estudio, se observé que el gen DERLIN-3
se sobreexpresa en el istmo oviductal de la coneja en presencia de embriones de 8
células en comparacién con la presencia de mérulas (Gonzalez-Brusi, 2021), pudiendo
tener un papel no esclarecido hasta el momento en las primeras fases del desarrollo
embrionario. También existe expresién de DERLIN-3 en la trompa de Falopio de la mujer
(Uhlén et al., 2015) y en el oviducto de la ratona (Papatheodorou et al., 2020), no
habiéndose valorado hasta el momento la variacion de su expresién durante la

gestacion.

AMY1 es el gen codificante para la proteina a-amilasa 1. Estudios
inmunohistoquimicos demostraron su presencia en la parte apical de las células ciliadas
de la trompa de Falopio de la mujer (Bruns et al., 1982; Hayashi et al., 1986; Uhlén et al.,
2015). Aunque el papel de la a-amilasa en el aparato reproductivo no esta del todo claro,
estudios previos sugieren que puede tener un papel embriotréfico ya que se ha
propuesto que otras proteinas de la misma familia, como la a-amilasa 2B codificada por
el gen AMY2B y secretada en oviducto de los mamiferos (Li y Winuthayanon, 2017;
Gatien et al., 2019), interviene a nivel oviductal en la conversién del glucégeno en un

azucar simple (glucosa), pudiendo asi estas moléculas de glucosa ser utilizadas en el
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metabolismo celular tanto por el oviducto como por el embrién (Li y Winuthayanon,

2017).

Aunque las concentraciones basales dependen de la especie (oscilan entre 0,5y
3,0 mM), la glucosa esta presente en el tracto reproductor femenino de todas las
especies examinadas, incluidas el ratén (Gardner y Leese, 1990), el conejo (Leese, 1988),
y el ser humano (Lippes et al., 1972). El metabolismo de la glucosa es bajo en las
primeras fases del desarrollo embrionario (Leese, 2012; Gonzalez-Fernandez et al.,
2020; Chen et al., 2022), sin embargo, la glucélisis aumenta significativamente en la fase
de blastocisto (Leese y Barton, 1984; Gardner et al., 1993; Dean, 2019). Ademas, en el
ratén, la glucosa es el sustrato energético preferido para la masa celular interna
(Hewitson y Leese, 1993). Todos estos datos sugieren un papel fisiolégico de la glucosa
en el desarrollo embrionario. Varios estudios han demostrado que concentraciones
elevadas de glucosa (en torno a 5,0 mM) son perjudiciales para el desarrollo embrionario
in vitro hasta los estadios de moérula y blastocisto (Schini y Bavister, 1988; Thompson y
Simpson, 1992; Quinn, 1995; Ludwig et al., 2001). Sin embargo, el cultivo a
concentraciones bajas de glucosa (por debajo de 2,0 mM) desde el estadio de cigoto no
afecta a la formacidn del blastocisto ni al nimero de células en los estadios de mérula'y
blastocisto (Summers et al., 1995; Gardner y Lane, 1996; Ludwig et al., 2001). Estos
resultados cuadran con el hecho de que las concentraciones de glucosa en el tracto
reproductor femenino son considerablemente inferiores a las del plasma (Leese, 1988;
Gardner y Leese, 1990; Nichol et al., 1992; Ludwig et al., 2001) y descienden
adicionalmente tras la ovulacion, existiendo in vivo a nivel oviductal concentraciones de
glucosa muy bajas en presencia del embrién (Nichol et al., 1992; Gardner et al., 1996).
Aunque no se observa inhibicién en el desarrollo embrionario, la adicién de 0,5 mM de
glucosa en el medio de cultivo a partir del estadio de cigoto no ha mostrado efectos
beneficios en el desarrollo hasta el estadio de blastocisto (Ludwig et al., 2001). Sin
embargo, si produjo efectos beneficiosos tras la transferencia embrionaria,
evidenciandose un aumento en las tasas de implantacion y viabilidad fetal tras la
transferencia (Hoppe y Bavister, 1984). En base a estos resultados se ha concluido que

la exposicidn de los embriones preimplantacionales a glucosa no es necesaria para el
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desarrollo hasta blastocisto, pero es importante para que el blastocisto siga

desarrolldandose y pueda implantarse con éxito (Ludwig et al., 2001).

La glucosa por si sola es incapaz de sostener el desarrollo embrionario antes del
estadio de ocho células en ratén (Brinster, 1974), pero si después de esta fase, siendo la
principal fuente de energia para los embriones de mamiferos después de la
compactacién (Whitten, 1957; Brinster, 1974; Leese, 2012). Por tanto, es posible que el
suministro adicional de glucosa durante las etapas de desarrollo embrionario previas a
la implantacién permita al embridon aumentar sus reservas de glucégeno, necesarias

durante el periodo de produccién anaerdbica de energia (Ludwig et al., 2001).

La glucosa también pueden beneficiar a los embriones al aumentar la eficacia de
la sintesis de proteinas ya que es sustrato de la glutamina:fructosa-6-fosfato
amidotransferasa, que limita la velocidad de la via de la hexosamina, necesaria para la
glicosilacion postraduccional de proteinas (Traxinger y Marshall, 1991). La capacidad de
producir eficientemente proteinas glicosiladas es ventajosa para el desarrollo
embrionario, lo que puede también ayudar a explicar la ventaja conferida por la glucosa

en el medio de cultivo (Ludwig et al., 2001).

Para confirmar la premisa de que AMY1 interviene directamente en la
disponibilidad de glucosa a nivel oviductal deberiamos analizar en futuros estudios la
composicion del FO de las hembras de hamster KO, determinando si los niveles de

glucosa son realmente inferiores a los encontrados en las hembras WT.

El gen WDR95 codifica para una proteina predicha con multiples dominios WD40,
siendo su ortdlogo en el ser humano la proteina WDR49 (Bradford et al., 2022), cuyo
gen se expresa en la trompa de Falopio de la mujer (Consortium GTEx, 2015;
Bustamante-Marin et al., 2019; Lentscher et al., 2021). Los dominios WD40 facilitan la
formacién de complejos multiprotéicos heterotriméricos. Ademas, las proteinas que
presentan dichos dominios WD40 participan en diferentes procesos celulares como la
progresién del ciclo celular, la transduccidn de senales, la apoptosis y la transcripcion de
genes (Ito et al., 2001; Smith et al., 1999, Lv et al., 2022). Sin embargo, los modelos

murinos KOs para proteinas pertenecientes a la familia WD40 son fértiles (Lv et al.,
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2022). Haria falta un mayor conocimiento de las funciones desempefiadas por WDR95
para asociar el fenotipo de infertilidad observado en las hembras KO con el descenso en

su expresion oviductal.

La eliminacién de OVGP1 en el presente modelo KO de hamster no genera
modificacion de la expresion a nivel oviductal de ninglin gen catalogado hasta el
momento como esencial en los eventos reproductivos tempranos. Sin embargo, la
variacion significativa en la expresion de estos 6 genes (GPR18, ENPEP, CI1QTNF4, DERL3,
AMY1 y WDR95), provocada de manera indirecta por la eliminaciéon de OVGP1, podria
tener un efecto sumatorio que afecte al desarrollo embrionario en las hembras de
hamster KO para OVGP1. No obstante, en futuros estudios habria que analizar
histoquimicamente la presencia de estas proteinas en cortes de oviducto y ademas,
seria interesante determinar si la modificacion en la expresidn de dichos genes también

provoca variacion en la cantidad final de la proteina en oviducto.

3. Repercusion de la ausencia de oviductina en el transcriptoma

de embriones de hamster

Estudios previos han demostrado que el tratamiento de évulos y embriones
invitro en diferentes especies con oviductina recombinante desencadena Ia
modificacion de la expresion de genes involucrados en el desarrollo embrionario
(Hribal et al., 2014; Algarra et al., 2018). Al igual que en la realizacidon del analisis
transcriptomico de oviductos, el objetivo de realizar un analisis transcriptomico de
embriones fue determinar si existia una expresion génica diferencial entre los
embriones oviductales procedentes de hembras KO y WT y cudles eran los principales

genes afectados.

Dicho analisis mostré variacidon estadisticamente significativa en la expresion de
1.668 genes, de los cuales 658 estaban sobreexpresados y 1.010 infraexpresandos en

los embriones procedentes de hembras KO.
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En primer lugar, discutiremos la posible vinculacidon entre la alteracién en el
desarrollo embrionario de los embriones de hembras KO y la variacidn de expresién de
los 6 genes mads afectados (seleccionados en base a su FC). De estos 6 genes, los 3 que
presentaron mayor sobreexpresion fueron: EIF4E1B, BMI1 y RNF38 y los 3 genes mas
infraexpresados: ASS1, PHB y LRRC59.

En referencia a los genes seleccionados por su mayor expresién en los embriones
procedentes de hembras KO, el gen EIF4E1B es el que ve mas aumentada su expresion.
Ademas, es el gen que muestra mayor variacion de expresiéon entre todos los genes en
general. Este gen codifica el factor de iniciacion de la traduccién eucariota 4E, miembro
de la familia 1B (EIF4E1B) y un componente clave en la regulacidn de la traduccion del

ARNm materno para asegurar la activacion del genoma cigdtico (Yang et al., 2022).

Los gametos de mamiferos se fusionan en la fecundacién y deben ser
reprogramados para expresar genes embrionarios (Ladstatter y Tachibana, 2019). En los
mamiferos, la traduccién activa se produce antes de la activacién de los genes cigéticos
(Latham et al., 1991; Abe et al., 2018). Los productos maternos almacenados en los
ovocitos dirigen las modificaciones del epigenoma (Zhang y Smith, 2015), tras lo cual el
genoma embrionario dirige el desarrollo (Tadros y Lipshitz, 2009). Estos datos sugieren
gue la activacion de la embriogénesis temprana del ratdn se basa en un reajuste rapido
del epigenoma embrionario controlado por la traduccién del ARNm materno
predefinido en las células germinales femeninas (Yang et al., 2022). Estudios previos
sugieren que esta temprana rafaga de traduccién es altamente selectiva (Alizadeh et al.,
2005; Wang et al., 2010) ya que la mayoria de los ARN y proteinas maternos se eliminan
rapidamente durante la transicion materno-cigética (Farley y Ryder, 2008; Despic y

Neugebauer, 2018).

Los embriones de ratén se detienen en la fase de cigoto si se inhibe esta
traduccién temprana (Aoki et al., 2003; Israel et al., 2019 Yang et al., 2022), mientras
gue los embriones con ablacion de eif4delb materno progresan hasta el estadio de 2
células, indicando que otros factores participan en la regulacién de la traduccion del ARN

materno (Yang et al., 2022).
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El hecho de que las ratonas KO para eif4delb sean estériles, no desarrollandose
sus embriones mas alla del estadio de 2 células, posiciona a elFAE1B materno como un
componente clave y especifico de la célula germinal para la traduccién de ARNm
almacenado en cigotos de ratén (Yang et al., 2022). EIF4E1B se une selectivamente a
ARNm que codifican subunidades de complejos de remodelacién de la cromatina y
factores de reprogramacion en évulos en metafase Il, sugiriendo que después de la
fecundacion, pero antes de la activacién del genoma cigético, EIF4E1B materno asegura
la traduccidn de proteinas necesarias para el restablecimiento de la accesibilidad de la
cromatina que permite la expresién de genes cigdticos tempranos (Yang et al., 2022).
Un reciente perfil de ARNm maternos traducidos en cigotos de raton apoya la
importancia de la traduccidén selectiva de complejos de remodelacién de la cromatina

para la activacion del genoma cigdtico (Zhang et al., 2022).

Se ha detectado a la proteina EIF4AE1B en ovocitos de ratdn y su expresion
aumenta en embriones hasta el estadio de 2 células (Yang et al., 2022). Sin embargo, la
proteina EIF4E1B no se detectd en embriones de 4 células (Yang et al., 2022), lo cual
coincide con la ausencia de expresion de eif4elb después del estadio de 4 células (Deng

et al., 2014).

La alteracion de la expresién de EIF4E1B, ya sea elevada o disminuida (estando
en el presente modelo KO elevada), podria quizds generar una mala activacién del
genoma cigdtico en hamster desencadenando las alteraciones génicas y morfoldgicas
observadas en los embriones de las hembras KO. Ademas, los genes NANOG y PUF5F1,
también asociados a la activacion de la expresién génica cigotica (Lee et al., 2013), se
encuentran igualmente alterados en los embriones de hembras de hamster KO. NANOG
muestra sobreexpresidony POU5F1 infraexpresién en estos embriones. Este hecho apoya

la hipdtesis planteada de una mala activacién del genoma cigético.

BMI1 es un factor pleiotrépico con funciones relacionadas con la regulacion del
ciclo celular (Bruggeman et al., 2007; Grinstein y Mahotka 2009), asi como con la
homeostasis de las células madre adultas (van der Lugt et al., 1994; Molofsky et al.,
2003; Park et al., 2003; Bruggeman et al., 2007). Ademas, BMI1 actua como regulador
postranscripcional clave de GATAG6, un factor esencial para el desarrollo del endodermo

extraembrionario (Koutsourakis et al., 1999; Lim et al. 2008). BMI1 también interactua
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con GATA3 en células del trofoectodermo derivadas del tronco trofoectodérmico (Home
et al., 2009; Ralston et al., 2010, Lavial et al., 2012). La deplecidon de BMI1 en células del
tronco trofoectodérmico condujo a una pérdida de identidad de las células madre
acompafiada de una reduccion rapida y drastica de los niveles de proteina GATA3 (Lavial
et al., 2012). Esto indica que BMI1 podria regular la expresion de GATA3 en células del
tronco trofoectodérmico y sugiere un papel mas amplio de BMI1 en la formacién y/o
mantenimiento de linajes extraembrionarios durante el desarrollo temprano, al menos

en ratén (Lavial et al., 2012).

El gen RNF38, codifica la proteina dedo 38 que posee actividad E3 ubiquitina
ligasa y puede reconocer a P53 como sustrato para ubiquitinaciéon. P53 induce la
detencion del crecimiento o la apoptosis e interviene en la regulacién del ciclo celular
regulando negativamente la divisién celular mediante el control de un conjunto de
genes (Consortium The UniProt, 2023). La sobreexpresién de RNF38 aumenta la
ubiquitinacion de P53 y altera la distribucion intracelular de esta pudiendo ser RNF38 un

regulador de P53 (Sheren y Kassenbrock, 2013).

Ademas de la degradacién mediada por el proteasoma, la ubiquitinacion de P53
también puede tener otras consecuencias. Por ejemplo, se ha descrito que la
ubiquitinaciéon puede promover la exportacion nuclear, estabilizar la proteina P53 o
afectar a su actividad transcripcional, pudiendo incluso la misma proteina con actividad
E3 ubiquitina hacer ambas cosas, promover la ubiquitinacién de P53 y su degradacion y
promover la ubiquitinacién relacionada con otras consecuencias (Li et al., 2003; Carter
et al., 2007; Kruse y Gu, 2009; Laine y Ronai, 2006; Cheng et al., 2014; Kasper et al., 2006;
Andrews et al., 2006; Le Cam et al., 2006). Estas actividades, a veces incluso opuestas,
pueden depender de la cantidad presente de proteina con capacidad E3 ubiquitina, de
diferentes enlaces de ubiquitina, de modificaciones postraduccionales de las proteinas
con capacidad E3 ubiquitina, de la presencia de otras enzimas y cofactores o del

contexto celular en general (Pan y Blattner, 2021).

Se ha determinado que P53 se activa ante dafios en el ADN y mantiene la
integridad gendmica, recibiendo el nombre de "guardian del genoma" (Lane, 1992). Asi
pues, también es posible que la ubiquitinacion de P53 mediada por RNF38 conduzca a

su activacidn, lo que seria coherente con la delecidn de la zona cromosdémica, donde se
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localiza el gen RNF38, en varias neoplasias malignas (Sheren y Kassenbrock, 2013). Por
tanto, una posible asociacion entre la sobreexpresion el gen RNF38 y el fenotipo
observado en las hembras de hamster KO seria que este desencadenara una mayor
activacion de P53 induciendo la detencidn de la divisidn celular o la apoptosis en los
embriones, hecho que cuadraria con el menor numero de blastdmeras presenten en los

embriones de hembras KO.

Los embriones KO para Rnf38 de ratdn presentan hipertrofia ventricular y

letalidad embrionaria temprana (Spielmann et al., 2022).

En referencia a los genes seleccionados por su menor expresién en los embriones
procedentes de hembras KO, ASS1, gen codificante de la enzima argininosuccinato
sintetasa 1, es el que ve mas reducida su expresion. La enzima ASS1 cataliza la
transformacién de citrulina y aspartato en argininosuccinato, este ultimo es escindido
por la argininosuccinato liasa (ASL) para producir L-Arginina y fumarato. Por
consiguiente, la deficiencia de ASS1 causa la citrulinemia clasica, lo que hace que la
citrulina y el amonio se acumulen en sangre (Ye et al., 2000). Los ratones deficientes en
ASS1, muestran un retraso en el crecimiento y mueren a las 24-48 horas del nacimiento

(Patejunas et al., 1994).

La pérdida de la enzima ASS1 se considera un biomarcador de susceptibilidad a
la deplecién de arginina (Szlosarek et al., 2006). Asi, se ha observado que la arginina
regula la expresién de ASS1 por retroalimentacion negativa para mantener su
homeostasis (Huang et al., 2014). Estos resultados ponen de manifiesto que la expresién
de ASS1 estd intimamente relacionada con la concentracion de arginina, siendo ASS1 la
enzima clave y limitante para su suministro (Husson et al., 2003; Delage et al., 2010). La
arginina, clasificada como un aminoacido semiesencial o condicional (Tapiero et al.,
2002), sirve como precursor para la sintesis de diversas moléculas de enorme
importancia fisioldgica como el éxido nitrico (Flynn et al., 2002; Erez et al., 2011). La
suplementacién de arginina en la dieta de ratas incrementd la expresion de las proteinas
oxido nitrico sintetasas (NOS) incrementando la sintesis de éxido nitrico y mostré un
aumento en la supervivencia embrionaria, los puntos de implantacion, y el tamafio de

la camada al nacimiento (Zeng et al., 2008). Hasta el momento se han identificado tres
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isoformas de NOS: la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS) (Huang
y Lo, 1998), existiendo expresion de las tres isoformas en todas las fases del desarrollo
embrionario preimplantacional a excepcion de los blastocistos, los cuales solo muestran
expresion para nNOS y eNOS (Tranguch et al., 2003). La presencia de multiples isoformas
de NOS durante todo el desarrollo embrionario preimplantacional sugiere que el éxido
nitrico es necesario para el correcto desarrollo del embrién temprano. Los ratones KO
para una Unica isoforma de NOS no presentan anomalias en el desarrollo embrionario
preimplantacional (Huang, 1999; Mashimo y Goyal, 1999; Gammie y Nelson, 1999;
Kriegsfeld et al., 1999; Jablonka-Shariff et al., 1999; Drazen et al., 1999; Huang, 2000;
Tempfer et al., 2000; Hefler et al., 2001; Sengoku et al., 2001), mientras que los ratones
doble KO (iNOS/eNQOS, eNOS/nNOS, iNOS/nNOS) presentan letalidad embrionaria
temprana (Tranguch et al., 2003). Estudios in vitro con inhibidores de NOS demostraron
que la produccion de oxido nitrico es necesaria para el desarrollo embrionario
preimplantacional del ratén. Asi, el empleo de dichos inhibidores provoca la detencién
del desarrollo embrionario en estadio de 2 células, pudiendo estos efectos inhibidores
ser revertidos mediante la adicidon de donantes de éxido nitrico (Gouge et al., 1998; Chen

et al., 2001; Tranguch et al., 2003; Bodis et al., 2022).

Por otro lado, la suplementacion de arginina en la dieta de cerdos y ratas
disminuyd las concentraciones séricas de urea en las hembras suplementadas respecto
a las hembras control sin suplementacion (Mateo et al., 2007; Zeng et al., 2008). Este
resultado sugiere que la produccién de amonio se reduce en respuesta a la
suplementacion con arginina, siendo niveles elevados de amonio negativos para el
correcto desarrollo embrionario (Gardner y Lane, 1993). Se ha demostrado que el
amonio disminuye la division embrionaria y el desarrollo del blastocisto, reduce el
numero de células del blastocisto, altera el metabolismo y la expresidn génicay aumenta
la apoptosis (Gardner y Lane, 1993; Lane y Gardner, 2003). Los estadios previos a la
compactacion, en particular las fases de cigoto y dos células, son extremadamente
sensibles al amonio, habiéndose determinado que incluso una exposicién de corta
duracion del embrién en fase de precompactacion al amonio puede provocar
alteraciones significativas en la expresién génica y el posterior desarrollo (Zander et

al.,2006).
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Por tanto, la reduccién de ASS1 podria generar un aumento del nivel de amonio
que afecte a la expresion génica del embrién. Ademas, en base a que la reduccién de
ASS1 genera una diminucién de la disponibilidad de arginina, podria conllevar a un
descenso de la sintesis de éxido nitrico y por consiguiente una alteracion en el desarrollo
embrionario temprano. Para confirmar si estos hechos son los causantes de la alteracion
en el desarrollo embrionario de las hembras KO seria importante determinar si los
valores de arginina, 6xido nitrico y amonio en el fluido oviductal de estas hembras se

encuentran realmente alterados.

El gen PHB codifica para la proteina prohibitina 1, una proteina reguladora
multifuncional con multiples localizaciones subcelulares incluyendo el nucleo, la
membrana plasmatica y la mitocondria (Mishra et al., 2006). La proteina prohibitina 1
pertenece a una familia de proteinas muy conservada, conocida como la familia de
dominios Band-7 o inhibitina, que se ha relacionado funcionalmente con diversos
procesos, como la regulacion transcripcional, la proliferacién celular, el desarrollo y la
funcién mitocondrial (Mishra et al., 2005). Aunque la prohibitina 1 se localiza
principalmente en las mitocondrias, su papel en las vias: Ras, quinasa activada por
mitéogenos  (MAPK), quinasa regulada por seflal extracelular  (ERK),
fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K), proteina quinasa B (Akt) y factor de crecimiento
TGF-B y activadores y transductores de sefial de transcripcion (STAT), sugieren una
funcién de seiializacién celular adicional, es decir, extramitocondrial (Rajalingam et al.,
2005; Zhu et al., 2006; Ande et al., 2009; Ande y Mishra, 2009; Zhu et al., 2010),

pudiendo ser la responsable de sus funciones embrionarias.

Los embriones murinos KO para Phb mueren antes del dia 6,5 de desarrollo
(McClung et al., 1989; He et al., 2008; Mishra et al., 2010). La presencia de bolas
deciduales sin embriones en el Utero de las hembras gestantes sugiere que los
embriones KO para Phb sobreviven hasta la implantacion y decidualizacidén, pero
posteriormente son reabsorbidos (He et al., 2008). Estos resultados indican que Phb
tiene funciones esenciales in vivo en el control de la embriogénesis murina y que esta
implicado en eventos de sefializacién celular durante la misma. En el caso de los

embriones de hembras de hdmster KO para OVGPI1, presentan alteraciones
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morfoldgicas en estadios de desarrollo anteriores, pudiendo en esta especie tener un

papel relevante en la seializacién celular en etapas previas del desarrollo embrionario.

El gen LRRC59, codifica para la proteina 59, una proteina integral de membrana
de unién a ribosomas (Tazawa et al., 1991; Ichimura et al., 1993; Hoffman et al., 2019;
Hannigan et al., 2020), localizandose en el reticulo endoplasmatico y en la envoltura

nuclear (Zhen et al., 2012).

Estudios previos situan a LRRC59 en un nexo funcional para la sintesis de
proteinas secretoras y de membrana a través de interacciones con proteinas de
reconocimiento de sefiales, factores de iniciacion de la traduccidn y proteinas de unién
a ARN, teniendo LRRC59 un papel clave en la organizacién y regulaciéon de la traduccién
local (Hannigan et al., 2020). El estado de la cromatina y muchos ARNm criticos de las
células madre embrionarias estan estrictamente sujetos al control de la traducciéon para
mantener la autorrenovacién y la pluripotencia, asi como para controlar las vias de
sefializacion del desarrollo, la diferenciacion celular y el desarrollo embrionario
(Bulut-Karslioglu et al., 2018; Fujii et al., 2017; Kondrashov et al., 2011; Lee et al., 2013;
Slaidina y Lehmann, 2014).

En segundo lugar, discutiremos los resultados del analisis transcriptémico de
manera general, es decir, teniendo en cuenta la variacién global de los genes detectados
mediante la técnica de microarrays (1.668 genes, de los cuales 658 estaban
sobreexpresados y 1.010 infraexpresados en los embriones procedentes de hembras
KO). Esto nos permitira determinar si las hipotesis planteadas para los 6 genes con
mayores diferencias de expresién tienen correlaciéon con la variacién del conjunto de

genes.

Entre los genes con variacién en su expresién en embriones procedentes de
hembras KO respecto a los WT encontramos un elevado nimero de genes relacionados
con la regulacion de la via de la autofagia y el sistema ubiquitina-proteasoma (SUP). En
las células eucariotas, la autofagia y el SUP son las principales vias de degradaciéon de
proteinas intracelulares (Mizushima, 2007; Tanaka, 2009; Higuchi et al., 2018), siendo

ambas vias complementarias (Hara et al., 2006). La via de la autofagia es un sistema de
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degradacidon masiva en el que los componentes celulares, incluidas macromoléculas y
organulos, se envian al lisosoma para su degradacién (Mizushima, 2007). Por otro lado,
el SUP regula la transcripcion de multiples maneras, tanto proteoliticas como no
proteoliticas, que van desde la estructura de la cromatina hasta la regulacién de la
expresion génica (Geng et al., 2012; Howard y Tansey, 2016; Sen et al., 2016). La
protedlisis dependiente del SUP es un sistema de degradacion selectiva en el que la
destrucciéon de proteinas se inicia mediante la unién de multiples moléculas de
ubiquitina a la proteina diana que posteriormente es degradada por el complejo
proteasoma (Tanaka, 2009). Estas dos vias proteoliticas desempefian un papel vital en
la eliminacidn de proteinas maternas durante la transicion materno-cigética (Tsukamoto

et al., 2008; Shin et al., 2013; DeRenzo y Seydoux, 2004).

Durante la transicién materno-cigdtica ocurren una serie de eventos moleculares
dindmicos como cambios epigenéticos y remodelacidon de la cromatina regulados por
ARNs/proteinas procedentes de la madre, que desencadenan una amplia
reprogramacion para establecer un cigoto totipotente (Schier, 2007; Zhou y Dean, 2015;
Lee et al.,, 2014). En el ratdén, la activacién del genoma cigdtico esta estrictamente
regulada por multiples mecanismos como el ciclo celular, la modificacion epigenética, la
remodelacién de la cromatina y las actividades de los factores de transcripcién (Lee et

al., 2014).

Estudios previos han determinado que tanto los inductores como los inhibidores
de la autofagia pueden alterar los niveles normales de esta conduciendo a la apoptosis
(Lee et al., 2011). Asi, un desequilibrio de los mecanismos de autofagia puede afectar al
correcto desarrollo embrionario (Tsukamoto et al.,, 2008; Lee et al.,, 2011), a la
determinacién del destino celular (Sharma et al., 2022) e incluso a la supervivencia en
situaciones de estrés celular (Ravanan et al., 2017). Por ello, es imperativo mantener el
equilibrio de esta via para favorecer una fuerte competencia en el desarrollo y permitir

la supervivencia del embrién (Leung et al., 2022).

En cuanto al SUP, se ha demostrado que es importante para el inicio de la
activacion del genoma cigdtico, retrasandose el inicio de los genes cigdticos tras un

tratamiento transitorio con el inhibidor reversible del proteasoma MG132 (Shin et al.,
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2010; Higuchi et al., 2018). Por tanto, el SUP desempefia un papel clave en el recambio,
control de calidad y degradacién de las proteinas maternas durante la transicion
materno-cigotica para un correcto desarrollo embrionario (DeRenzo y Seydoux, 2004;

Amm et al., 2014).

Los resultados mostrados en la presente Tesis Doctoral indican que la proteina
oviductina tiene un papel esencial en la correcta actividad reproductiva de las hembras
de hamster, afectando su ausencia al desarrollo embrionario temprano en esta especie.
Ademas, la modificacidon del transcriptoma de los embriones de hembras KO tras la
eliminacidn de la proteina oviductina podria desencadenar una incorrecta activacion del
genoma cigoético e inadecuada degradacién de las proteinas maternas durante la
transicién materno-cigética. Esta hipotesis se ve reforzada por la sobreexpresiéon del gen
EIF4E1B en los embriones de hembras KO, asi como con la variacion en la expresién de
otros genes asociados a la activacion de la expresidon génica cigotica (genes NANOG y

PUF5F1) (Lee et al 2013).

4. Evolucion del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae

La secuencia nucleotidica de OVGP1 varia entre las diferentes especies de
mamiferos (Verhage et al., 1997a; Buhi, 2002; Avilés et al., 2010). Estas variaciones entre
especies sugieren posibles modificaciones en alguna de sus funciones durante los

eventos reproductivos.

Se ha descrito que el gen OVGPI, estd sujeto a una evolucion adaptativa rapida
(Swanson et al., 2001), responsable de la divergencia de esta proteina entre las especies
de mamiferos. Las variaciones de OVGP1 entre especies pueden ser demostradas
mediante analisis filogenéticos. Asi, en la familia de OVGP1, se ha demostrado selecciéon
positiva en el perro (Moros-Nicolas et al., 2018), pseudogenizacién en la rata (Tian et al.,
2009) y el gran zorro volador y duplicacién en vaca, oveja y cerda (Moros-Nicolas et al.,
2018). El objetivo del presente estudio fue el andlisis de la evolucién molecular del gen
Ovgp1l en varias especies enmarcadas en el seno de la subfamilia Murinae. Dentro de

esta subfamilia encontramos a la rata (Rattus norvegicus) donde Ovgpl es un
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pseudogén, no existiendo una proteina funcional (Tian et al., 2009) y al ratén (Mus
musculus) en el cual Ovgpl se expresa generando una proteina funcional (Kapur y
Johnson, 1986; Lyng y Shur, 2009). Ovgpl se muestra entonces como un gen cuya
expresion se ha perdido en algun punto de la evolucién, tras la divergencia de la rata 'y

el ratdn a partir de un ancestro comun.

El presente estudio filogenético sobre el gen Ovgpl dentro de la subfamilia
Murinae arroja datos interesantes sobre su evolucion. Los resultados indican que la
pseudogenizacién no afecta Unicamente a Rattus norvegicus, sino también al resto de
especies analizadas dentro del género Rattus. Ademas, los géneros Chryromyscus,
Niviventer, Berylmys, Bandicota, Bunomys y Diplothrix, enmarcados al igual que Rattus
dentro de la tribu Rattini, también presentan codones de parada prematuros entre los
exones 1y 6. En base a estos resultados, parece que la pseudogenizacion solo se produjo
en los Rattini, es decir, después de la separacion entre los Rattini y los otros Murinae

hace aproximadamente 12,5 millones de afios (entre 11,31-13,99) (Aghova et al., 2018).

En las especies donde OVGP1 ha sufrido pseudogenizacion y por consiguiente no
presentan una proteina oviductina funcional, es esencial el estudio de las posibles
proteinas presentes en oviducto que puedan realizar una funcidn similar o equivalente.
El anadlisis in silico de oviductina revelé un dominio en la regién N-terminal que la
asemeja a las proteinas quitinasas pertenecientes a la familia GH18. Sin embargo, el
dominio catalitico de oviductina carece de un residuo esencial de acido glutdmico lo que
hace que sea una quitinasa inactiva (Malette et al., 1995; Huang et al., 2012). El andlisis
de la relacién evolutiva de OVGP1 en varias especies animales con otros miembros de la
familia GH18 mostré que los eventos de duplicacién y divergencia condujeron a la
aparicidon de multiples formas de quitinasas activas y proteinas inactivas similares a la
quitinasa. Los resultados sugirieron que OVGP1 posee la relacién evolutiva mas estrecha

con las quitinasas acidas de mamiferos (AMCasas) (Choudhary et al., 2019).

Los mamiferos producen dos quitinasas pertenecientes a la familia GH18, Ila
quitotriosidasa (CHIT1) y la quitinasa acida de mamiferos (AMCase) (Shuhui et al., 2009).
Los mamiferos también codifican varias proteinas similares a la quitinasas que carecen

de actividad quitinolitica (Bussink et al., 2007; Funkhouser y Aronson, 2007; Hussain y
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Wilson, 2013; Sutherland, 2018). En el genoma humano se han identificado cuatro
proteinas similares a la quitinasas, incluyendo a la oviductina (Agarwal et al., 2002), la
proteina humana 1 similar a la quitinasa 3 (CHI3L1; también denominada YKL40, CGP-39)
(Hakala et al., 1993), la proteina humana 2 similar a la quitinasa 3 (CHI3L2; también
conocida como YKL-39, CP-39) (Hu et al., 1996) y la proteina estabilina-1 que interactua
con la quitinasa (SI-CLP, también conocida como CHID1) (Kzhyshkowska et al., 2006). El
ratdn produce al menos siete proteinas similares a la quitinasas, incluidos los ortélogos
de CHI3L1, oviductina y CHID1 en humanos, asi como Ym1, Ym2, BCLP1 y BYm (Hussain
y Wilson, 2013).

En un futuro podria ser interesante realizar un estudio transcriptomico y
protedmico comparado entre oviducto de hamster, donde la proteina oviductina es
esencial para el correcto desarrollo embrionario temprano, y rata, donde OVGP1 es un
pseudogén y por consiguiente prescindible para su correcta funcidn reproductiva (Tian
et al.,, 2009). Los resultados podrian dilucidar qué candidato o candidatos entre los
citados podrian sustituir el papel realizado por la proteina oviductina durante la
reproduccioén en las especies donde OVGP1 ha sufrido pseudogenizacién y en aquellas
donde la eliminacién de OVGP1 no conlleva a importantes alteraciones de su fertilidad.
La generacidn de modelos KO de rata para los candidatos seleccionados seria una

herramienta muy interesante para su estudio.

5. Pseudogenizacion del gen ASTL en lagomorfos

Poco después de la fecundacién, tienen lugar los procesos de bloqueo de la
polispermia. Esto impide que, tras la entrada de un espermatozoide, otros
espermatozoides puedan entrar en el dvulo. Dicho bloqueo de la polispermia se puede
producir a nivel de la ZP, del oolema o de ambos dependiendo de la especie (Sun, 2003;
Gardner y Evans, 2005; Evans, 2020; Fahrenkamp et al., 2020; Yanagimachi, 2022). En el
blogueo a nivel de la ZP se ha demostrado que la proteina ovastacina juega un papel
crucial. Inmediatamente después de la fecundacién se establece un rdpido y transitorio
blogueo de la penetracion de los espermatozoides previo a la escisiéon de ZP2. Este

bloqueo de la penetracidn se asocia con la liberacion de zinc de los granulos corticales
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tras la exocitosis. Los niveles elevados de zinc afectan a la motilidad de los
espermatozoides impidiendo su paso a través de la matriz de la ZP. Este bloqueo
transitorio proporciona una ventana temporal para que ovastacina complete la escisién
de ZP2, perdiendo su capacidad de unidn al espermatozoide e induciendo el bloqueo de
la polispermia necesario para un desarrollo embrionario exitoso (Burkart et al., 2012;

Avella et al., 2014; Tokuhiro y Dean, 2018).

Las hembras de raton KO para Ast/ no escinden ZP2 después de la fecundacién,
pero son fértiles (Burkart et al., 2012), lo que sugiere que los ratones disponen de
estrategias adicionales para asegurar la fecundacién monospérmica. Hasta el momento
se ha determinado que en los dvulos de coneja el bloqueo de la polispermia se produce
principalmente a nivel del oolema, ya que se observan multiples espermatozoides en el
espacio perivitelino (Austin y Braden, 1953; Braden y Austin, 1954; Overstreet y Bedford,
1974; Oh y Brackett, 1975; Yanagimachi, 1994; Gardner y Evans, 2005). En este trabajo
se demuestra la pseudogenizacion del gen ASTL en todos los lagomorfos analizados, lo
cual podria explicar por qué el bloqueo de la polispermia no se produce a nivel de la ZP
en estas especies al no producirse la escision de ZP2 por la accion de la ovastacina. Para
poder confirmar que en lagomorfos no existe bloqueo de la polispermia a nivel de la ZP2
seria necesario determinar si esta permanece integra o se escinde tras la fecundacion.
La no escisién de ZP2 confirmaria la ausencia de otra enzima que supla la accién de la

ovastacina en estas especies.

Ante la premisa de la no escisién de ZP2 tras la fecundacidn y por consiguiente
ausencia de bloque de la polispermia a nivel de la ZP, se deben barajar qué otros
mecanismos presentan los lagomorfos para asegurar la fecundacién monospérmica. A
nivel del oolema, el bloqueo de la polispermia parece producirse por la unién
espermatozoide-dvulo. Dentro de los posibles candidatos moleculares para la
interaccidon espermatozoide-évulo encontramos en el dvulo la proteina JUNO cuyo
receptor en el espermatozoide se llama IZUMO1 (Inoue et al., 2005; Bianchi et al., 2014).
La interaccién JUNO-IZUMO1 estd muy conservada en los mamiferos, como se ha
demostrado en el caso del ratén, el ser humano, el cerdo y la zariglieya (Bianchi et al.,

2014). La expresidon superficial de JUNO se pierde rapidamente en los ovulos
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fecundados, se internaliza en vesiculas y se libera al espacio perivitelino donde podria
participar en el rapido bloqueo de la polispermia a nivel del oolema (Burkart et al., 2012;
Bianchi et al., 2014). Mientras, IZUMO1 se moviliza desde el acrosoma hasta el segmento

ecuatorial, regién considerada para iniciar la fusidn con el oolema (Satouh et al., 2012).

Una posible estrategia adicional para mantener la fecundacién monospérmica
puede estar vinculada directamente al espacio perivitelino. Este espacio es el drea entre
la membrana plasmatica del ovocito y su ZP (Talbot y Dandekar 2003). Estudios previos
han sugerido que el tamafio del espacio perivitelino esta estrechamente relacionado con
la incidencia de polispermia, teniendo los dvulos con mayor espacio perivitelino menor
incidencia de polispermia (Wang et al., 1998; Kitagawa y Niimura, 2006; Ueno y Niimura,
2008; Yoshida y Niimura, 2011). El acido hialurdnico es el principal componente del
espacio perivitelino (Talbot y Dandekar, 2003) y estd formado por unidades repetitivas
de N-Acetilglucosamina y acido glucurdnico (Schmidt et al., 2016; Current y Whitaker,
2020). Se ha descrito que el acido hialurénico posee un efecto inhibidor sobre la fusién
de membranas (Kujawa y Tepperman, 1983; Orkin et al., 1985) y que la suplementacién
con 4acido glucurdnico y N-Acetilglucosamina durante la maduraciéon de ovocitos
porcinos tiene efectos beneficiosos sobre el grosor del espacio perivitelino, la
maduracion citoplasmatica, la exocitosis de granulos corticales, la reducciéon de la
polispermia y el desarrollo embrionario temprano (Schmidt et al., 2016; Current y
Whitaker, 2020). Por tanto, la pseudogenizacion de ASTL en lagomorfos y por
consiguiente la posible no escisién de ZP2 y ausencia de bloqueo de la polispermia a
nivel de la ZP en estas especies, podria verse compensada no solo a nivel del oolema por

JUNO, sino que el espacio perivitelino podria también jugar un importante papel.
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1.- La caracterizacién de los modelos KO para OVGP1 en las especies hamster
dorado y conejo comun confirmé, mediante el empleo de técnicas de biologia
molecular y protedmica, la presencia de la delecién generada mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 en el gen OVGP1, asi como la ausencia de la proteina

oviductina en los animales KO generados de cada especie.

2.- El andlisis de la fertilidad in vivo mostrd un claro fenotipo de infertilidad en
las hembras KO para OVGP1 de la especie hamster dorado, asociado a muerte
embrionaria durante el desarrollo embrionario temprano. Los machos de
hamster KO para OVGP1 no mostraron alteraciones de los parametros de

fertilidad.

3.- El modelo de conejo KO para OVGP1 es fértil in vivo, no encontrandose en

machos y hembras alteraciones significativas de los pardmetros de fertilidad.

4.- El analisis transcriptomico comparativo entre oviductos de hembras de
hamster WT y KO para OVGP1 mostrd variacion significativa en la expresion
oviductal de 7 genes: GPR18, OVGP1, ENPEP, C1QTNF4, DERL3, AMY1y WDR95.
De ellos, solo GPR18 estaba sobreexpresado en oviducto de hembras KO, el resto

de los genes afectados mostraron infraexpresion.

5.- El analisis transcriptdmico comparativo entre embriones procedentes de
hembras de hamster WT y KO para OVGP1 mostré variacion significativa en la
expresidon embrionaria de 1.668 genes, de los cuales 658 estaban
sobreexpresados y 1.010 infraexpresandos en los embriones de hembras KO. De
entre el total de genes destacan por su alto nivel de expresién: EIF4E1B, BMI1 y

RNF38, y por su bajo nivel de expresion: ASS1, PHB y LRRC59.

6.- El estudio de la evolucién del gen Ovgp1 en la subfamilia Murinae confirmé
su pseudogenizacion en las especies analizadas dentro de la tribu Rattini,
concretamente en los géneros Rattus, Chryromyscu, Niviventer, Berylmys,

Bandicota, Bunomys, y Diplothrix. Estos resultados permiten confirmar que la
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proteina oviductina no es esencial en estas especies para su correcta funcion
reproductiva. La pseudogenizacién afecta a la tribu Rattini, datandose hace

aproximadamente 12,5 millones de afios.

7.- El estudio del gen ASTL mediante técnicas de biologia molecular confirmo su
pseudogenizacion en todas las especies de lagomorfos analizadas: conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus cuniculus), conejo salvaje ibérico (Oryctolagus
cuniculus algirus), conejo pigmeo (Brachilagus idahoensis), conejo cola de
algodon oriental (Sylvilagus floridanus), conejo de pincel (Sylvilagus bachmani),
liebre europea (Lepus europaeus), liebre ibérica (Lepus granatensis), pica daurica
(Ochotona daurica) y pica americana (Ochotona princeps). Estos resultados
permiten confirmar que en estas especies no se produce la escisién de ZP2 por

la accidn de la ovastacina.
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1. Introduction

Infertility is a widespread clinical problem affecting 8-12% of couples worldwide.
Of these, about 30% are diagnosed as idiopathic infertility, as no causal factor is found
(Guerri et al., 2019). Couples with fertility problems often resort to assisted reproductive
technologies (ART). However, 5-15% of these couples undergo in vitro fertilisation (IVF)
with normal sperm quality and fail (Van der Westerlaken et al., 2005). Female factor
related infertility has been reported to account for about 40-50% of all infertility cases

(Ganguly and Unisa, 2010; Mascarenhas et al., 2012).

Among the possible reasons for diagnoses of idiopathic infertility are likely
alterations in genes involved in fertilisation and early embryonic development.
Consequently, genetic causes constitute approximately 5-10% of all causes of infertility
in women (Jawad and Saeed, 2020). These can affect various cell types or structures that
play a role in reproductive processes. Thus, mutations affecting the gametes (Avenarius
et al., 2009; Pausch et al., 2014; Vondrakova et al., 2022) or the zona pellucida (ZP) (Liu
et al., 2017; Zhou et al., 2019; Cao et al., 2020; Shen et al., 2022) have been associated

with fertility problems.

The oviduct, the fallopian tube in humans, has long been regarded as a simple
transport conduit for gametes and embryos. However, numerous studies have shown
that the oviduct and in particular the oviductal fluid (OF) generated from the transudate
of blood plasma and the secretion product of oviductal epithelial cells (Leese, 1988;
Leese et al., 2001; Coy et al, 2018; Marins et al., 2022) create a microenvironment
involved in important key processes for fertilisation and proper gamete and embryo
physiology: gamete maturation, sperm selection, capacitation and early embryonic
development (King et al.,, 1994; Satoh et al., 1995; Abe et al.,, 1995b; Boatman and
Magnoni, 1995; O'Day-Bowman et al., 1996; Kouba et al., 2000; Pradeep et al., 2011,
Coy et al., 2012; Hunter, 2012; Saccary et al., 2013; Hribal et al., 2014; Yang et al., 2015;
Zhao et al., 2016; Algarra et al., 2018; Gonzalez Brusi et al., 2020). However, the proteins
present in this OF and their function, which may be essential for the different processes

mentioned above, are still not fully understood.
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Oviductin or oviductal glycoprotein 1, encoded by the OVGP1 gene, is the major
non-serum protein in the OF. This protein has been identified in different mammalian
species, including humans (Rapisarda et al., 1993; Arias et al., 1994; O'Day-Bowman et
al., 1995; Briton-Jones et al., 2001; Briton-Jones et al., 2004). It is the best studied
member of the reproductive tract mucin family, its secretion varies with the oviductal
region and with the phase of the oestrous cycle in most species (Lee et al., 1990; Buhi et
al.,, 1991; Donnelly et al, 1991; Arias et al., 1994; DeSouza and Murray, 1995; O'Day-
Bowman et al., 1995; Komiya et al., 1996; Buhi et al., 1996; Verhage et al., 1997a, 1997b;
Buhi et al., 2000; Lok et al., 2002; Merchan et al., 2007; Saint Dizier et al., 2014).

To determine the function of this protein, experiments involving the generation
of genetically modified animals have been performed. The knock out (KO) model of
Ovgp1 in the mouse (Mus musculus) is fertile (Araki et al., 2003). In other species such
as the rat (Rattus norvegicus) (Tian et al., 2009) or the great flying fox
(Pteropus vampyrus) (Moros Nicolas et al., 2018) OVGP1 is a pseudogene. These results
lead some authors to conclude that OVGP1 is an expendable gene for fertility. However,
mouse Ovgpl is peculiar in that its expression predominates in the ampulla region, and
most of the secreted oviductin protein passes into the perivitelline space of the egg,
with little of the protein remaining bound to the egg's ZP in these species (Kapur and
Johnson, 1986; Lyng and Shur, 2009). In contrast, the interaction of oviductin with ZP
appears to play an important role in other species such as the hamster, where the use
of a monoclonal antibody against oviductin inhibits sperm-ZP binding (Sakai et al., 1988;
Yang et al., 2015) or the rabbit where the presence of a polymorphism in exon 11 and a
microsatellite located in the promoter region of OVPG1 showed a favorable association
with litter size, number of live-born offspring, number of implanted embryos, embryonic
survival, foetal survival and prenatal survival (Merchan et al., 2007; Merchan et al., 2009;

Garcia et al., 2010).

On the premise of this background, the main purpose of this Thesis is to test the
role of the oviductin protein in the modulation of fertilisation and early embryonic
development, using the golden hamster (Mesocricetus auratus) and common or

European rabbit (Oryctolagus cuniculus) species as KO animal models.
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Using CRISPR-Cas9 technology, KO animals for OVGP1 of both species were
generated. These species were used because of their following characteristics: oviductin
has affinity for the ZP of the egg, previous studies suggest that oviductin may have an
important reproductive role (Sakai et al., 1988; Yang et al, 2015; Merchan et al., 2007;
Garcia et al., 2010), are easy to handle reproductively and present a ZP composed of
four ZP proteins (ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4) (Jiménez Movilla et al., 2009; Izquierdo-Rico et
al., 2009; Stetson et al., 2012). This composition of ZP makes them more suitable for
transferring the results to other species such as humans. The introduction of
CRISPR-Cas9 technology is of great interest because it provides us with a very powerful

tool to address scientific questions in animal models other than mice.

Another objective of this study in relation to the Ovgpl gene is the analysis of
the molecular evolution of this gene in several species within the Murinae subfamily.
Within this subfamily we find the rat where OVGP1 is a pseudogene, with no functional
protein (Tian et al., 2009) and the mouse in which Ovgpl is expressed generating a
functional protein (Kapur and Johnson, 1986; Lyng and Shur, 2009). The analysis of the
molecular evolution of the Ovgpl gene will allow us to determine at what point in
evolution, after the divergence of the rat and the mouse, its expression has been lost
and whether the process of pseudogenisation affects other species within the Murinae

subfamily.

Another aspect studied in this Thesis is related to the block to polyspermy.
Polyploidy (the existence of more than two sets of chromosomes) is an undesirable
condition that causes the failure of embryonic development. To prevent it, blocking
polyspermy prevents fertilisation of the egg by more than one sperm. Depending on the
mammalian species, block to polyspermy occurs at different levels: the oolemma, the
ZP or both (Sun, 2003; Gardner and Evans, 2005; Evans, 2020; Fahrenkamp et al., 2020;
Yanagimachi, 2022). In addition, some factors, such as oviductin protein and some
sulphated glycosaminoglycans are also necessary to control polyspermy (Coy et al.,
2008; Coy and Aviles, 2010). In species such as the dog, vole and sheep, block to
polyspermy takes place at the ZP level (Braden and Austin, 1954; Yanagimachi, 1994).

However, in most species (mouse, rat, guinea pig, cow, pig, cat, ferret and female) this
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block occurs at both levels (Austin and Braden, 1953; Braden and Austin, 1954; Hunter,
1991; Horvath et al., 1993; Miller et al., 1993; Yanagimachi, 1994; Sengoku et al., 1995;
Hunter et al., 1998; Patrat et al., 2006). For species such as the rabbit, mole, pika and
pocket gopher, block to polyspermy occurs at the level of the oolemma (Austin and
Braden, 1953; Braden and Austin, 1954; Overstreet and Bedford, 1974; Oh and Brackett,
1975; Yanagimachi, 1994; Gardner and Evans, 2005). Block to polyspermy at the level of
the oolemma appears to occur at the level of the sperm-egg junction, involving JUNO
(IZUMO1R) in the egg and IZUMOL1 in the sperm (Inoue et al., 2005; Bianchi et al., 2014).
Whereas, in blocking polyspermy at the ZP level, the proteins ovastacin and ZP2 play a
crucial role (Burkart et al., 2012). The scientific purpose of the development of this study
associated with the ASTL gene is to demonstrate by genomic analysis whether there is
pseudogenisation of this gene coding for ovastacin in lagomorphs, which would explain

why block to polyspermy does not occur at the ZP level (Burkart et al., 2012).

2. Methods

To investigate the role of oviductin protein in modulating fertilisation and early
embryonic development, the golden hamster (Mesocricetus auratus) and European

rabbit (Oryctolagus cuniculus) were used as KO animal models.

The generation of the rabbit model started with the design of different gRNAs
against the start of the coding region of OVGP1 based on the criteria of (Hsu et al., 2013)
(www.genome-engineering.org). The gRNAs were produced and purified using the
Guide-it gRNA In Vitro Transcription kit (Takara Bio, USA). Polyadenylated Cas9 mRNA
was generated by in vitro transcription using the mMESSAGE mMACHINE® T7 ULTRA kit
(Life Technologies (Thermo Fisher Scientific), USA) from plasmid pMJ920 (Addgene,
USA) linearised with the restriction enzyme Bbsl (NEB, UK) and treated with Antarctic
phosphatase (NEB, UK). In vitro transcribed RNA was purified using the MegaClear kit
(Ambion, USA). The two components of the system (Cas9 and gRNA) were microinjected
as RNA (100 ng/ul Cas9 and 25 ng/ul gRNA) into the ooplasm of zygotes of each species

obtained 14 hours after mating.
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Microinjected embryos were transferred one day after microinjection into the
oviduct of a pseudopregnant recipient stimulated by an intramuscular (IM) injection of
0.02 mg gonadorelin the previous day. The resulting offspring (FO) were genotyped (both
ear biopsies and blood samples) by clonal sequencing as described in (Bermejo-Alvarez
et al., 2015). After DNA purification, the genomic sequence including the CRISPR target
site was amplified by PCR and the purified PCR product was cloned into the pMD20
vector (Takara Bio, USA) and transformed into DH5-a competent bacteria (Thermo
Fisher Scientific, USA). Fifteen clones were sequenced to detect indels generated by the
NHEJ repair pathway of CRISPR-induced DSBs in each individual. Generation of the
hamster model was carried out in a similar manner as indicated for the rabbit model

(Fan et al., 2014; Li et al., 2018).

In the hamster model, the carrier of a 76 bp deletion located in exon 3, position
g.1.065 and c.138 of the gDNA (NW_024429193.1) and mRNA (NM_001281337.1)
sequences, respectively, was selected as the founder male. This deletion generates a
change in the reading frame at position p.44 and a premature stop codon at position

p.66 of the amino acid sequence (NP_00121268266.1).

In the rabbit model, the carrier of a 35 bp deletion located in exon 3, position
g.1.046 and c.109 of the gDNA (NC_067386.1) and mRNA (NM_001082105.1)
sequences, respectively, was selected as the founder male. This deletion generates a
change in the reading frame at position p.33 and a premature stop codon at position

p.53 of the amino acid sequence (NP_00101075574.1).

Selected founder (FO) individuals were crossed with wild type (WT) females to
generate F1. Individuals of F1 and successive generations were genotyped by ear biopsy
polymerase chain reaction (PCR). F1 individuals heterozygous for the mutation were
crossed with each other to obtain the next generations, selecting individuals with the

desired genotype.

Both KO animal models were characterized by molecular experiments: oviduct
gene expression analysis by reverse transcription polymerase chain reaction (RT PCR);

oviductin protein detection in the oviduct by SDS-PAGE, Western blot, HPLC-MS/MS and
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immunohistochemical analysis; and oviductin protein detection in the eggs by

HPLC-MS/MS and lectin cytochemistry.

To determine the phenotype of OVGP1 KO animals, in vivo fertility of males and
females was analysed (Tables 4-9). Once the phenotype of these animals was
determined, a detailed microscopic analysis of their oviducts and embryos was
performed using light and electron microscopy techniques. To evaluate the possible
changes in gene expression after the elimination of oviductin protein in hamsters, a
comparative transcriptomic study of the oviduct using the RNAseq technique and of

embryos at day 2.5 of development using the microarray technique was carried out.

To study the evolution of the Ovgpl gene in the Murinae subfamily, the
beginning of the gene (exons 1 to 6) was studied in several species of Muridae, the
rodent family to which Mus and Rattus belong. It was decided to study this region
because previous studies of the OVPG1 gene in Rattus norvegicus demonstrated the
presence of an indel in exon 1 that leads to the formation of preamture stop codons,
with OVGP1 being a pseudogene in this species (Tian et al., 2009). However, Mus

musculus has a functional gene.

Using the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990), we searched the GenBank (Clark et al.,
2016) and Ensembl (Cunningham et al., 2022) databases for matches to the mRNA
sequence of Mus musculus (NM_007696.2) and members of the family Muridae. The
obtained sequences (Table 10) were aligned with the MUSCLE program implemented in
SeaView (Gouy et al., 2010) and primers were designed in the most conserved regions
of the alignment (Table 11 and Figure 26). The data available in the libraries were
completed by sequencing the start of the gene in several species of the Murinae
subfamily, thus achieving a better representation of the subfamily tribes. Amplification
efficiency and amplicon size were checked by agarose gel electrophoresis. The identity

of the amplified products was verified by automated sequencing.

To study the evolutionary history of the Ovgpl gene within the Murinae

subfamily, its phylogenetic tree was constructed. The construction of the phylogenetic
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tree began by performing a multiple alignment of the sequences obtained by sequencing
together with the sequences used in the primer design using the SeaView program
(Gouy et al.,, 2010). The sequences of Acomys russatus (subfamily Deomyinae) and
Meriones unguiculatus (subfamily Gerbillinae) were also included in the multiple
alignment as outgroups to root the phylogeny of Ovgp1. Therefore, the gDNA alignment
corresponding to exons 1 to 6 contained 31 sequences from 31 species of the family
Muridae (Table 10) and 6,726 bp. For the phylogenetic construction, only the areas
corresponding to the exons, i.e. 626bp, were retained. Phylogenies were then
constructed using the maximum likelihood method with the Phyml 3.1 program
(Guindon and Gascuel, 2003) and Bayesian inference with the MrBayes 3.2 program

(Ronquist et al., 2012).

For the analysis of the ASTL gene in lagomorphs, gDNA samples from 9
lagomorph species from the Biodiversity and Genetic Resources Research Centre (CIBIO)
of the Agrarian Campus of Vairao of the University of Porto (Vairdo, Portugal) were used.
The species analysed were: European rabbit (Oryctolagus cuniculus cuniculus), lberian
wild rabbit (Oryctolagus cuniculus algirus), pygmy rabbit (Brachilagus idahoensis),
eastern cottontail rabbit (Sylvilagus floridanus), brush rabbit (Sylvilagus bachmani),
European hare (Lepus europaeus), lberian hare (Lepus granatensis), pika daurica
(Ochotona daurica) and American pika (Ochotona princeps). A rabbit homologous region
of exon 6 of the human ASTL gene, where the active site of ASTL is present, was amplified
by PCR. Amplification efficiency and amplicon size were checked by agarose gel
electrophoresis. The identity of all amplified products was verified by automated
sequencing after purification. Finally, to assess the possible pseudogenisation of ASTL in
the lagomorph species analysed, a multiple alignment of all sequences obtained was

performed using BLAST software (blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990).

3. Results

All molecular experiments performed to characterize both KO animal models for
OVGP1 confirmed the absence of the oviductin protein in both species (Figures 21-45
and Tables 12-15).
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The study of the phenotype of the OVGP1 KO animals by in vivo fertility analysis
of males and females determined a clear infertility phenotype in the KO hamster females
(Table 16), with no alteration in the fertility parameters analysed (gestation percentage
and litter size) in the males in this species (Table 17). In the rabbit model, both males
and females were fertile, with no significant statistical alterations in the fertility
parameters cited above (Tables 18-20). However, it is interesting to note that KO rabbits
showed lower, although not statistically significant, gestation rates (100% in WT
females, 40% in KO females) and litter size (6.6+0.93 litters/ litter in WT females and

3.57+1.15 liters/ litter in KO females) than those obtained in WT females.

Histological analysis by light and electron microscopy techniques of the oviducts
showed no alterations associated with the absence of oviductin in the complexity of the
folds of the oviductal epithelium or its component cells (secretory cells and hair cells) in
either of the two species studied (Figures 46-57). Analysis of pre-implantation
embryonic development in the hamster model showed obvious morphological
alterations in the two embryonic developmental stages analysed (1.5 and 2.5 days of
development) (Figures 58 and 59). The embryos showed a clear asymmetry and size
disparity between their blastomeres (Figure 60). Moreover, they showed a statistically
significant inferiority in the number of blastomeres compared to WT female embryos at
the same developmental stages, with a mean of 2.67+0.5 blastomeres at day 1.5 of
development and 3.69+0.58 at day 2.5 of development while WT female embryos had a
mean of 5.25+0.30 and 7.08+0.37 blastomeres respectively (Tables 21 and 22). These
results are indicative of an alteration in early embryonic development in embryos
derived from KO female hamsters. However, in the rabbit model the embryos did not
display morphological abnormalities depending on the genotype of the mothers at any
of the stages analysed (zygote/2-cell embryo, morula and blastocyst) (Figures 61-63).
The mean number of zygotes/two-cell embryos, morulae and blastocysts recovered in
KO rabbits was 29.5+12.5,24.5+5.5and 17.5 £ 6.5 respectively and in WT rabbits 35.25
+6.79, 43.25 £ 6.37 and 43.67 + 3.38 (Tables 23-25). The higher embryo recovery rates
obtained in WT compared to KO rabbits are due to the fact that WT females had just
reached the optimal age for reproduction (approximately 5 months) and were

nulliparous, so the superovulation protocol had a greater effect in this set of
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circumstanes. What is interesting to note is the trend towards a reduction in the number
of embryos recovered in the KO females as development progressed, which was not
noticeable in the WT female (Figure 64). These data, together with those obtained for
gestation percentage and litter size in the in vivo fertility analysis (also lower in KO
females than in WT females, although not statistically significant) (Table 16), suggest a
possible phenotype of subfertility associated with a possible reduction in embryo

survival.

To assess possible changes in gene expression in the oviductal environment and
in embryos from KO hamster females after oviductin protein deletion, a comparative
transcriptomic study of oviduct by RNA-seq and embryos at day 2.5 of development by
microarray technique was performed. In the case of the oviduct, the results showed
significant variation in the expression of 7 genes: GPR18, OVGP1, ENPEP, C1QTNF4,
DERL3, AMY1 and WDR95. Of these 7 genes only GPR18 was overexpressed in oviductal
samples from KO females. The other 6 genes were underexpressed in these samples
(Table 28). The OVGP1 gene showed the greatest difference in oviductal expression
between the two groups, followed by ENPEP, C1QTNF4, GPR18, DERL3, AMY1 and
WDR95. Differential gene expression analysis of embryos at day 2.5 of development
showed significant variation in the expression of 1,668 genes between the two groups,
of which 658 were overexpressed and 1,010 underexpressed in embryos from KO
females. Among the 1,668 genes that showed significant variation in expression
between the two groups, the 3 most overexpressed genes (based on their FC value) in
embryos from KO females were: EIF4E1B, BMI1 and RNF38 (Table 29). Likewise, the 3
most underexpressed genes (based on their FC value) in embryos from KO females were:

ASS1, PHB and LRRC59 (Table 30). The complete list of genes can be found in Annex 8.

The biological annotations focused on the molecular functions and biological
processes of the overexpressed genes (658) showed that embryos from KO females
present overexpression of genes related to organelle organisation and positive
regulation of the «cell cycle. Biological annotation concerning cellular
compartmentalisation indicated that they show a compartmentalisation focused on the

transcriptional regulatory complex and the ubiquitin-ligase complex (Figure 70). With
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reference to under-expressed genes (1,010), biological annotations based on molecular
functions and biological processes showed that embryos from KO females have
underexpression of genes related to the regulation of gene expression and protein
degradation. Biological annotation concerning cellular compartmentalization indicated
that they present compartmentalization focused on the mitochondrion and proteasome
(Figure 71). It is noteworthy that among the genes with variation in their expression
(either elevated or decreased) in embryos from KO females with respect to WT we found
a high number of genes related to the regulation of the autophagy pathway and the
ubiquitin-proteasome system (UPS). The complete list of genes included in each of the

biological annotations can be found in Annex 9.

The phylogenetic analysis of Ovgpl in the Murinae subfamily showed that the
nucleotide insertion present in exon 1 of the OVGP1 sequence in Rattus norvegicus with
respect to the Mus musculus sequence is also present in the other species of the genus
Rattus analysed: Rattus exulans and Rattus tanezumi. In addition, other species framed
within genera of the Rattini tribe, like Rattus, also presented premature stop codons
between exons 1 to 6. Specifically, the species analysed within the genera Chryromyscus,
Niviventer, Berylmys, Bandicota, Bunomys, and Diplothrix, (Figure 72 and Table 31).
These results indicate that OVGP1 has undergone pseudogenisation not only in Rattus
norvegicus, as previously known (Tian et al.,2009), but also in the rest of the members
analysed within the genus Rattus and in 6 other genera also framed within the Rattini
tribe. The phylogeny obtained from the partial sequences of exons 1 to 6 is shown in

Figure 73.

Based on these results, it appears that pseudogenisation only occurred in the
Rattini, i.e. after the split between the Rattini and the other Murinae approximately
12.5 million years ago (between 11.31-13.99) (Aghova et al., 2018). However, as the
results come from a partial analysis, i.e. of the initial 6 exons and not the 11 that form
Ovgpl, it would be necessary to complete the sequences to check for stop codons at
later positions in other species. The complete study of the sequences would make it
possible to determine whether the Rattini that diverged earlier, such as Maxomys, have

a functional version of the oviductin protein or not.
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The analysis of the genomic sequence of ASTL in lagomorphs showed a high
percentage of identity between the common rabbit (Oryctolagus cuniculus) and the rest
of the species analysed: 84.66% with Sylvilagus floridanus, 93.87% with Brachilagus
idahoensis, 94.51% with Lepus granatesis and Lepus europeaus, 94.48% with Sylvilagus
bachmani and 100% with Oryctolagus cuniculus algirus. In all the species analysed, a
mutation was identified that generated premature stop codons in exon 6 where the
active center of the ovastacin protein is located, confirming the pseudogenisation of the

ASTL gene in the lagomorphs analysed (Figure 75).

4. Discussion

4.1 Involvement of the oviductin protein in the proper development of

early reproductive events

Oviductin protein is involved in fertilisation and early embryonic development in
most mammalian species studied so far (Buhi, 2002; McBride et al., 2004; Kan and
Esperanzate, 2006; Yang et al., 2015). Its presence has been associated with positive
effects on fertilisation, embryonic development and/or implantation in different
mammals such as: goat, sow, cat, hamster, woman, sheep and cow (King et al., 1994;
Satoh et al., 1995; Boatman and Magnoni, 1995; O'Day Bowman et al, 1996; Hill et al.,
1996a, 1996b; Martus et al., 1998; Kouba et al., 2000; McCauley et al., 2003; Coy et al.,
2008; Pradeep et al., 2011; Saccary et al., 2013; Mondéjar et al., 2013; Hribal et al., 2014;
Yang et al., 2015; Zhao et al., 2016; Algarra et al., 2016, 2018; Laheri et al., 2018).
Specifically, positive effects have been described on: sperm capacitation, AR, sperm
motility and viability, sperm-egg union, penetration and fertilisation rate, reduced
polyspermy, embryo quality and embryo development rates to blastocyst stage (Killian,

2004, 2011; Kouba et al., 2000; Coy et al., 2008; Saccary et al., 2013; Zhao et al., 2022).

In vitro studies in hamster and human showed that co-incubation of
spermatozoa and eggs or haemizones of the same species with homologous oviductin
leads to an improvement in homologous spermatozoa-ZP binding and fertilisation rate

(Boatman and Magnoni, 1995; O'Day-Bowman et al., 1996). Thus, treatment of hamster

-215-



IX. Summary

sperm and/or eggs with homologous recombinant oviductin prior to the sperm-egg
binding assay significantly increased the number of sperm bound to the egg ZP (Yang et
al. 2015). However, the procurement in the present study of embryos from female
hamster and rabbit OVGP1 KO at different developmental stages allows us to affirm that
the absence of the oviductin protein does not prevent gamete-to-gamete binding or

block to polyspermy in these species.

Previous immunolocalization studies determined the presence of oviductin in
hamster zygotes and embryos from one cell to the unhatched blastocyst stage,
confirming oviductin uptake (Kan et al., 1993; Kan and Roux, 1995). Such oviductin
uptake could explain its influence on the early stages of embryonic development, as has
been reported in in vitro studies for other mammalian species. In goats, incubation of
eggs and embryos with purified native oviductin during maturation, IVF and in vitro
embryo culture led to an embryo cleavage rate of 52.1%, 75.1%, 61.8% and 57.1% at
oviductin concentrations of 0, 10, 50 and 100 pg/ml, respectively. In addition, the
blastocyst rate was 16%, 24.5%, 15.4% and 11.5% when oviductin concentrations were
0, 10, 50 and 100 pg/ml, respectively. Therefore, the lowest concentration (10 pug/ml) of
oviductin increased the division rate and blastocyst formation significantly (p-value <
0.05) compared to the highest concentration (100 pug/ml) (Pradeep et al., 2011). In the
porcine system, the incorporation of homologous oviductin during egg maturation and
in vitro fertilisation showed no effect on the rate of embryo division, but did increase
the number of eggs reaching the blastocyst stage, The best data was achieved with
incubations of 10 pg/ml during maturation and 1 pg/ml during IVF (approximately 28%
blastocysts in the homologous oviductin-supplemented group and 18% in the

unsupplemented control group) (Kouba et al., 2000).

This potential role of oviductin in early embryonic development has been
confirmed in the present study in the KO hamster model, with female KO hamsters
showing a clear infertility phenotype in vivo. However, male KO hamsters show no
alterations in fertility. Morphological analysis of embryos from KO female hamsters
using light microscopy techniques has shown that embryos at the 4-8 cell stage show

significantly fewer blastomeres, as well as a marked asymmetry in the size between
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them. These alterations in the early stages of embryonic development prevent gestation

from reaching term.

These results allow us to affirm that oviductin is an essential protein in female
hamsters for proper early embryonic development. The uptake of oviductin by hamster
embryos described in previous studies (Kan et al., 1993; Kan and Roux, 1995) together
with the results obtained in the present study indicate that oviductin protein may play
a role in embryotrophic and cell proliferation during early embryonic development in

this species.

In silico analysis of oviductin reveals a domain in the N-terminal region that
resembles chitinase proteins belonging to the GH18 family (Malette et al., 1995; Huang
et al., 2012). Within this family, HCGP 39 protein has been reported to be responsible
for increased cell proliferation in connective tissue (Recklies et al., 2002, Ling et al.,
2004). Perhaps oviductin can generate the same effect in hamster embryos, which

would be consistent with the observed phenotype.

In contrast to the clear infertility phenotype of KO female hamsters, in the rabbit
model, KO females and males are fertile in vivo. However, KO female rabbits showed
non-statistically significant decrease in gestation rates (100% in WT and 40% in KO
rabbits) and mean litter size (6.6+0.93 in WT and 3.57%1.5 in KO rabbits). It would be
interesting to extend the number of animals tested in future studies to obtain more
robust data and to confirm the possible subfertility phenotype in females suggested by
the present data. However, it is possible to state that the oviductin protein is not
essential for processes such as fertilisation and embryonic development to take place in
this species. A similar conclusion was reached in 2003 by Araki and collaborators in the
mouse model, where both males and females Ovgpl KO were fertile, suggesting that
Ovgpl1 is dispensable for fertility. They observed no difference between the fertilisation
rates of eggs from females of both genotypes tested by IVF, but like the results obtained
in the present rabbit model, Ovgpl KO female mice had a non-statistically significant
smaller litter size (Araki et al., 2003). The possible reduction in the number of offspring
per litter in both mouse and rabbit animal models may be associated with a reduction
in embryonic survival. Embryonic survival has been shown to directly influence litter size

in rabbits and mice (Blasco et al., 1993). In rabbits, specifically, embryo survival and
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development before 96 hours of gestation was found to be accountable for the
difference in litter size found (Torres et al., 1987). Data obtained in the KO rabbit model
support this possibility as the mean number of zygotes/2-cell embryos, morulae and
blastocysts recovered in KO rabbits was: 29.5 + 125, 24,5 + 55 and 175 £ 6.5
respectively while in WT rabbits it was: 35.25 + 6.79; 43.25 + 6.37 and 43.67 + 3.38,
showing a reduction in the number of embryos recovered in KO females as development

progressed, not noticeable in WT rabbits.

To understand the reason for the possible reduction in litter size and hence the
subfertility phenotype of KO rabbits it is important to analyse the complete sequence of
rabbit OVPG1 as previous studies suggested that early embryonic development can be
inhibited when the C-terminal region of the oviductin protein is blocked by the use of an
antibody (Yong et al., 2002). As a result of this and because OVGP1 is mainly expressed
in the oviduct, an organ of passage during the early stages of embryonic development,
previous studies proposed it as a candidate gene for early embryonic survival and litter
size variability in rabbits (Merchan et al., 2007; Merchén et al., 2009; Garcia et al., 2010).
A single nucleotide polymorphism (SNP) g.12944C>G and a triallelic microsatellite
g.325[(GT)15T(G)5, (GT)14T(G)5 and (GT)11T(G)7] were determined in the genomic
sequence of rabbit OVGP1 (Merchdn et al., 2007; Merchan et al., 2009). The g.12944C>G
SNP was located in exon 11 and produced an aminoacid change in the C-terminal region
of the protein, which may confer species specificity, mediate specific recognition events
and directly regulate the biological activity of OVGP1 (Yong et al., 2002; Algarra et al.,
2016).

The microsatellite was located in the promoter region and could modify OVGP1
and its expression (Merchdn et al., 2007; Merchan et al., 2009), as several studies have
indicated that the presence of polymorphisms in the promoter region of a gene can
modify its expression due to alterations in transcription factors, chromatin structure and
DNA conformation (Kashi et al., 1997; Iglesias et al., 2004; Szalai et al., 2005; Khan et al.,
2006). The results concluded that the GG genotype of the exon 11 SNP (g.12944C>G)
and the g.325[(GT)14T(G)5] genotype of the microsatellite showed a favorable
association with litter size, number of live-born offspring, number of implanted

embryos, embryonic survival, fetal survival and prenatal survival (Merchan et al., 2009).
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These results, together with the reduction in the number of embryos recovered in KO
rabbits as embryonic development progressed, suggest that deletion of OVGP1 by gene
editing techniques could trigger effects similar to those associated with the presence of

the SNP (g.12944C>G) and the microsatellite g.325[(GT)14T(G)5] in this species.

The determination of the irreplaceable role of the oviductin protein in
reproductive function in hamsters, in contrast to that obtained in the rabbit model and
previously in mice (Araki et al., 2003), confirms the variability in the physiological impact
that the absence of this protein triggers in fertility between species. In the mouse, most
of the secreted oviductin protein passes into the perivitelline space of the egg with little
of the protein remaining bound to the ZP (Kapur and Johnson, 1986; Lyng and Shur,
2009), and therefore perhaps not contributing to its hardening as in the hamster. Yet, in
the rabbit the oviductin protein does bind strongly to the ZP, but there is a peculiarity,
the mucin layer, which could interfere with the uptake of oviductin by embryos. These
discrepancies between species could lead to a variation in the localisation of the
oviductin protein in the developing embryo, which could be the cause of the variability
in the function of the protein and consequently in the different phenotype observed

between the 3 KO models for OVGP1.

Another aspect to consider is the phylogenetic separation between species, as
specific patterns of evolution may occur in reproductive genes making them
non-essential in some species. In silico comparison of the mammalian OVGP1 amino acid
sequence reveals five distinct regions (A-E) that are conserved differently between
mammalian groups (Avilés et al., 2010). These variations between species suggest
possible modifications in some of its functions during reproductive events, and future
studies are needed to clarify the precise biological role of the oviductin protein in each
species. Other phenotypic differences between KO rodent models for genes involved in
fertility have been described, such as acrosin. Mice and rats acrosin KO were fertile
(Baba et al., 1994; Isotani et al., 2017), whereas the hamster KO model was infertile
(Hirose et al., 2020). This phenotypic similarity between the two murine rat and mouse
models may be due to the phylogenetic closeness of the two species. In contrast, the
Cricetidae, which includes the hamster, diverged from the rodent Muridae long before

Mus (mouse) and Rattus (rat) (Blanga Kanfi et al., 2009; Michaux et al., 2001). This raises
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the possibility that, in mouse, where the KO model for Ovgp1 is fertile, and in rat, where
OVGP1 is a pseudogene (Tian et al., 2009), the activity of oviductin is compensated by
that of other proteins present in the FO, with the same perhaps occurring in the rabbit
model. In order to evaluate possible candidates to replace the role of oviductin, the
evolutionary proximity of oviductin to other proteins present in the oviduct must be
well-thought-out, a topic that we will discuss later in section 4.4 on the phylogenetic

analysis of Ovgp1 in the Murinae subfamily.

Another aspect covered in the present study in relation to OVGP1 is the mucin
coat, which is characteristic of rabbits and hares and is not common in other mammals
(Garcia et al., 2016). This is a coating of mucinous material derived from oviductal
secretions that is deposited around the embryo as it passes through the oviduct during
the first 3 days post-insemination (Garcia et al., 2016). This study has confirmed that its
formation is independent of OVGP1 since KO female rabbits form the mucin layer in the

same way as WT females.

This finding makes it necessary to study other mucins present in the rabbit FO
and their relationship with the composition of the mucin layer. Among the possible
candidates present in the FO of the doe are MUC4 and MUC16, both mucins show their
highest expression in the oviduct in the presence of zygotes, both showing a marked
decrease in their expression after 36 hours post-ovulation (Gonzalez-Brusi Thesis, 2021).
This overexpression could be linked to the formation of the mucin layer since, as we
have indicated, this is deposited around the embryo during the first 3 days post-
insemination (Garcia et al., 2016) and therefore 3 days post-ovulation as the rabbit is a

species with induced ovulation (Scapinello, 2014).

4.2 Impact of the absence of oviductin on the hamster oviductal

transcriptome

In vitro OVGP1 knock down experiments with human endometrial cells showed
variation in the expression of genes related to trophoblast receptivity and adhesion
(Laheri et al., 2018). In order to determine whether failure of embryonic development

in female hamster OVGP1 KO was associated with a change in the oviductal
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environment, a comparative transcriptomic analysis of the oviduct was performed. This
analysis showed that the absence of oviductin generates significant variation in the
expression of 7 genes including, OVGP1, gene encoding oviductin protein. The other 6
genes with significant variation in expression were: GPR18, ENPEP, C1QTNF4, DERL3,
AMY1 and WDR95. Of these 7 genes, GPR18 was the only one that showed
overexpression in oviductal samples from KO females, the other 6 genes were

underexpressed in these samples.

None of the genes with variation in expression at the oviductal level in KO
females is so far cataloged as essential in early reproductive events. However, the
significant variation in the expression of these 6 genes (GPR18, ENPEP, C1QTNF4, DERL3,
AMY1 and WDR95), directly caused by the deletion of OVGP1, could have a summative
effect affecting embryonic development in OVGP1 KO female hamsters. Nevertheless,
in future studies it would be necessary to histochemically analyse the presence of these
proteins in oviduct sections and it would also be interesting to determine whether the
modification in the expression of these genes also causes variation in the final amount

of protein in the oviduct.

4.3 Impact of the absence of oviductin on the transcriptome of hamster

embryos

Previous studies have shown that treatment of eggs and embryos in vitro in
different species with recombinant oviductin triggers modification of the expression of
genes involved in embryonic development (Hribal et al., 2014; Algarra et al., 2018). As
with the oviductal transcriptomic analysis, the aim of performing a transcriptomic
analysis of embryos was to determine whether there was differential gene expression
between oviductal embryos from KO and WT females and which were the main genes
affected. This analysis showed statistically significant variation in the expression of 1,668
genes, of which 658 were overexpressed and 1,010 underexpressed in embryos from KO

females.

The study of the results of the transcriptomic analysis in a general way, that is,

considering the global variation of the genes detected by the microarray technique
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(1,668 genes, of which 658 were overexpressed and 1,010 underexpressed in embryos
from KO females) reveals variation in the expression in embryos from KO females of a
high number of genes related to the regulation of the autophagy pathway and the

ubiquitin-proteasome system (UPS).

In eukaryotic cells, autophagy and the UPS are the main intracellular protein
degradation pathways (Mizushima, 2007; Tanaka, 2009; Higuchi et al., 2018), with both
pathways being complementary (Hara et al., 2006). The autophagy pathway is a massive
degradation system in which cellular components, including macromolecules and
organelles, are sent to the lysosome for degradation (Mizushima, 2007). On the other
hand, the UPS regulates transcription in multiple ways, both proteolytic and
non-proteolytic, ranging from chromatin structure to regulation of gene expression
(Geng et al.,, 2012; Howard and Tansey, 2016; Sen et al., 2016). UPS-dependent
proteolysis is a selective degradation system in which protein destruction is initiated by
the binding of multiple ubiquitin molecules to the target protein that is subsequently
degraded by the proteasome complex (Tanaka, 2009). These two proteolytic pathways
play a vital role in the removal of maternal proteins during the maternal-zygotic

transition (Tsukamoto et al.,2008; Shin et al., 2013; DeRenzo and Seydoux, 2004).

During the maternal-zygotic transition, a series of dynamic molecular events
such as epigenetic changes and chromatin remodeling regulated by maternally derived
RNAs/proteins occur, triggering extensive reprogramming to establish a totipotent
zygote (Schier, 2007; Zhou and Dean, 2015; Lee et al., 2014). In the mouse, zygotic
genome activation is tightly regulated by multiple mechanisms such as cell cycle,
epigenetic modification, chromatin remodeling and transcription factor activities (Lee et

al., 2014).

Previous studies have determined that both inducers and inhibitors of autophagy
can alter normal levels of autophagy leading to apoptosis (Lee et al., 2011). Thus, an
imbalance of autophagy mechanisms can affect proper embryonic development
(Tsukamoto et al., 2008; Lee et al., 2011), cell fate determination (Sharma et al., 2022)

and even survival under cellular stress (Ravanan et al., 2017). It is therefore imperative
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to maintain the balance of this pathway to favour strong developmental competence

and enable embryo survival (Leung et al., 2022).

In terms of the UPS, it has been shown to be important for the initiation of zygotic
genome activation, with delayed initiation of zygotic genes following transient
treatment with the reversible proteasome inhibitor MG132 (Shin et al., 2010; Higuchi et
al., 2018). Thus, the UPS plays a key role in the turnover, quality control and degradation
of maternal proteins during the maternal-zygotic transition for proper embryonic

development (DeRenzo and Seydoux, 2004; Amm et al., 2014).

The results shown in this study indicate that oviductin protein plays an essential
role in the correct reproductive activity of female hamsters, and its absence affects early
embryonic development in this species. Moreover, the modification of the
transcriptome of KO female embryos after oviductin protein deletion could trigger an
incorrect activation of the zygotic genome and inadequate degradation of maternal
proteins during the maternal-zygotic transition. This hypothesis is supported by the

overexpression of the EIF4E1B gene in KO female embryos.

EIF4E1B gene encodes the eukaryotic translation initiation factor 4E, a member
of the 1B family (EIF4E1B) and a key component in the regulation of maternal mRNA
translation to ensure zygotic genome activation (Yang et al., 2022). eif4e1b KO mice are
sterile, with embryos not developing beyond the 2-cell stage (Yang et al., 2022). EIF4E1B
selectively binds mRNAs encoding subunits of chromatin remodeling complexes and
reprogramming factors in metaphase Il eggs, suggesting that after fertilisation, but prior
to zygotic genome activation, maternal EIFAE1B ensures translation of proteins required
for the restoration of chromatin accessibility that allows expression of early zygotic

genes (Yang et al., 2022).

EIFAE1B protein has been detected in mouse eggs and its expression is increased
in embryos up to the 2-cell stage (Yang et al., 2022). However, EIF4E1B protein was not
detected in 4-cell embryos (Yang et al., 2022), consistent with the absence of eif4delb

expression after the 4-cell stage (Deng et al., 2014).
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Hence, altered expression of EIF4E1B, either elevated or decreased (being in the
present KO model elevated), could perhaps generate misactivation of the zygotic
genome in hamsters triggering the gene and morphological alterations observed in
embryos of female hamster KO In addition, the NANOG and PUF5F1 genes, also
associated with the activation of zygotic gene expression (Lee et al., 2013), also show
alterations in their expression in embryos of female hamster KO. NANOG is

overexpressed and POU5F1 underexpressed in these embryos.

4.4 Evolution of the Ovgp1 gene in the Murinae subfamily

The nucleotide sequence of OVGP1 varies between mammalian species (Verhage
et al., 1997a; Buhi, 2002; Avilés et al., 2010). These interspecies variations suggest

possible modifications in some of their functions during reproductive events.

The OVGP1 gene has been described to be subject to rapid adaptive evolution
(Swanson et al., 2001), which is responsible for the divergence of this protein between
mammalian species. Variations in OVGP1 between species can be demonstrated by
phylogenetic analysis. Thus, within the OVGP1 family, positive selection has been
demonstrated in the dog (Moros-Nicolds et al., 2018), with pseudogenisation having
occurred in the rat (Tian et al., 2009) and the great flying fox and duplication in cow,
sheep and sow (Moros Nicolas et al., 2018). The aim of this study was to analyse the
molecular evolution of the Ovgpl gene in several species belonging to the Murinae
subfamily. Within this subfamily we find the rat (Rattus norvegicus) where Ovgpl1 is a
pseudogene, with no functional protein (Tian et al.,, 2009) and the mouse (Mus
musculus) in which Ovgpl is expressed generating a functional protein (Kapur and
Johnson, 1986; Lyng and Shur, 2009). Therefore, Ovgp1 is a gene whose expression was
lost at some point in evolution, following the divergence of the rat and mouse from a

common ancestor.

The present phylogenetic study of the Ovgp1 gene within the subfamily Murinae
yields interesting insights into its evolution. The results indicate that pseudogenisation
does not only affect Rattus norvegicus, but also the rest of the species analysed within

the genus Rattus. In addition, the genera Chryromyscus, Niviventer, Berylmys,
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Bandicota, Bunomys and Diplothrix, which, like Rattus, belong to the Rattini tribe, also
present premature stop codons between exons 1 and 6. Based on these results, it
appears that pseudogenisation only occurred in the Rattini, i.e. after the separation
between the Rattini and the other Murinae approximately 12.5 million years ago

(between 11.31-13.99) (Aghova et al., 2018).

In species where OVGP1 has undergone pseudogenisation and therefore do not
present a functional oviductin protein, it is essential to study the possible proteins
present in the oviduct that could perform a similar or equivalent function. In silico
analysis of oviductin revealed a domain in the N-terminal region that resembles the
chitinase proteins belonging to the GH18 family. However, the catalytic domain of
oviductin lacks an essential glutamic acid residue making it an inactive chitinase (Malette
et al., 1995; Huang et al., 2012). Analysis of the evolutionary relationship of OVGP1 in
several animal species with other members of the GH18 family showed that duplication
and divergence events led to the emergence of multiple forms of active chitinases and
inactive chitinase-like proteins. The results suggested that OVGP1 possesses the closest
evolutionary relationship with mammalian acid chitinases (AMCases) (Choudhary et al.,

2019).

Mammals produce two chitinases belonging to the GH18 family, chitotriosidase
(CHIT1) and mammalian acid chitinase (AMCase) (Shuhui et al., 2009). Mammals also
encode several chitinase-like proteins that lack chitinolytic activity (Bussink et al., 2007;
Funkhouser and Aronson Jr., 2007; Hussain and Wilson, 2013; Sutherland, 2018). Four
chitinase-like proteins have been identified in the human genome, including oviductin
(Agarwal et al.,, 2002), human chitinase-like protein 3-like protein 1 (CHI3L1; also
referred to as YKL40, CGP 39) (Hakala et al., 1993), human chitinase 3-like protein 2
(CHI3L2; also known as YKL-39, CP-39) (Hu et al., 1996) and chitinase-interacting protein
stabilin-1 (SI-CLP, also known as CHID1) (Kzhyshkowska et al., 2006). The mouse
produces at least seven chitinase-like proteins, including orthologues of CHI3L1,
oviductin and CHID1 in humans, as well as Ym1, Ym2, BCLP1 and BYm (Hussain and

Wilson, 2013).

A comparative transcriptomic and proteomic study between hamster oviductin,

where oviductin protein is essential for proper early embryonic development, and rat,
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where OVGP1 is a pseudogene and therefore dispensable for proper reproductive
function, could be of interest in the future (Tian et al., 2009). The results could elucidate
which candidate or candidates among the above-mentioned could replace the role
performed by the oviductin protein during reproduction in species where OVGP1 has
undergone pseudogenisation and in those where OVGP1 deletion does not lead to
significant alterations in fertility. The generation of rat KO models for the selected

candidates would be a very interesting tool for their study.

4.5 Pseudogenisation of the ASTL gene in lagomorphs

Shortly after fertilisation, block to polyspermy take place. This prevents other
sperm from entering the egg after the entry of one sperm. Such block to polyspermy can
occur at the level of the ZP, the oolemma or both, depending on the species (Sun, 2003;
Gardner and Evans, 2005; Evans, 2020; Fahrenkamp et al., 2020; Yanagimachi, 2022).
The protein ovastacin has been shown to play a crucial role in the blockade at the ZP
level. Immediately after fertilisation, a rapid and transient blockade of sperm
penetration is established prior to ZP2 cleavage. This penetration block is associated
with the release of zinc from cortical granules after exocytosis. Elevated zinc levels affect
sperm motility, thus preventing sperm from passing through the ZP matrix. This
transient blockade provides a temporary window for ovastacin to complete ZP2
cleavage, losing its ability to bind to sperm and inducing the block to polyspermy
necessary for successful embryonic development (Burkart et al., 2012; Avella et al.,

2014; Tokuhiro and Dean, 2018).

Astl KO female mice do not cleave ZP2 after fertilisation, but are fertile (Burkart
et al., 2012), suggesting that mice have additional strategies to ensure monospermic
fertilisation. So far, it has been determined that in rabbit eggs, block to polyspermy
occurs mainly at the level of the oolemma, as multiple spermatozoa are observed in the
perivitelline space (Austin and Braden, 1953; Braden and Austin, 1954; Overstreet and
Bedford, 1974; Oh and Brackett, 1975; Yanagimachi, 1994; Gardner and Evans, 2005).
This work demonstrates pseudogenisation of the ASTL gene in all the lagomorphs

analysed, which could explain why the block to polyspermy does not occur at the ZP
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level in these species as ZP2 is not cleaved by the action of ovastacin. In order to confirm
that there is no block to polyspermy at the ZP2 level in lagomorphs, it would be
necessary to determine whether ZP2 remains intact or is cleaved after fertilisation. The
lack of cleavage of ZP2 would confirm the absence of another enzyme that replace the

action of ovastacin in these species.

Given the premise that ZP2 is not cleaved after fertilisation and therefore has no
block to polyspermy at the ZP level, it must be considered what other mechanisms are
present in lagomorphs to ensure monospermic fertilisation. At the level of the oolemma,
polyspermy block appears to be produced by sperm-egg binding. Possible molecular
candidates for sperm-egg interaction include the JUNO protein in the egg whose

receptor on the sperm is called IZUMO1 (Inoue et al., 2005; Bianchi et al., 2014).

The JUNO-IZUMOL1 interaction is highly conserved in mammals, as demonstrated
in mouse, human, pig and opossum (Bianchi et al., 2014). JUNO surface expression is
rapidly lost in fertilised eggs, internalised in vesicles and released into the perivitelline
space where it could be involved in the rapid block to polyspermy at the level of the
oolemma (Burkart et al., 2012; Bianchi et al., 2014). Meanwhile, IZUMO1 mobilises from
the acrosome to the equatorial segment, a region considered to initiate fusion with the

oolemma (Satouh et al., 2012).

A possible additional strategy to maintain monospermic fertilisation may be
directly linked to the perivitelline space. This space is the area between the plasma

membrane of the egg and its ZP (Talbot and Dandekar 2003).

Previous studies have suggested that the size of the perivitelline space is closely
related to the incidence of polyspermy, with eggs with larger perivitelline space having
a lower incidence of polyspermy (Wang et al., 1998; Kitagawa and Niimura, 2006; Ueno
and Niimura, 2008; Yoshida and Niimura, 2011). Hyaluronic acid is the main component
of the perivitelline space (Talbot and Dandekar, 2003) and consists of repeating units of
N-acetylglucosamine and glucuronic acid (Schmidt et al., 2016; Current and Whitaker,
2020). Hyaluronic acid has been reported to have an inhibitory effect on membrane
fusion (Kujawa and Tepperman, 1983; Orkin et al, 1985) and that supplementation with

glucuronic acid and N-acetylglucosamine during porcine egg maturation has beneficial
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effects on perivitelline space thickness, cytoplasmic maturation, cortical granule

exocytosis, reduced polyspermy and early embryonic development (Schmidt et al.,

2016; Current and Whitaker, 2020).

So, the pseudogenisation of ASTL in lagomorphs and thus the possible

non-scission of ZP2 and lack of polyspermy block at the level of the ZP in these species

could be compensated not only at the level of the oolemma by the above-mentioned

possible candidates, but the perivitelline space could also play an important role.

5. Conclusions
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1.- The characterization of the OVGP1 KO models of the golden hamster and
common rabbit species confirmed, by means of molecular biology and proteomic
techniques, the presence of the deletion generated by the CRISPR-Cas9
technique in OVGP1 gene, as well as the absence of the oviductin protein in the

KO animals generated in each species.

2.- In vivo fertility analysis showed a clear infertility phenotype in OVGP1 KO
females of the golden hamster species, associated with embryonic death during
early embryonic development. The KO hamster males did not show altered

fertility.

3.- The OVGP1 KO rabbit model is fertile in vivo, with no significant alterations in

fertility parameters were found in males and females.

4.- Comparative transcriptomic analysis between oviducts of WT and OVGP1 KO
female hamsters showed significant variation in oviductal expression of 7 genes:
GPR18, OVGP1, ENPEP, C1QTNF4, DERL3, AMY1 and WDR95. Of these, only
GPR18 was overexpressed in the oviduct of KO females, the rest of the affected

genes showed underexpression.
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5.- Comparative transcriptomic analysis between embryos from WT and OVGP1
KO female hamsters showed significant variation in embryonic expression of
1,668 genes, of which 658 were overexpressed and 1,010 underexpressed in
embryos from KO females. Among the total number of genes, the following stand
out for their high level of expression: EIF4E1B, BMI1 and RNF38 and for their low
level of expression: ASS1, PHB and LRRC59.

6.- The study of the evolution of the Ovgpl gene in the Murinae subfamily
confirmed its pseudogenisation in the species analysed within the Rattini tribe,
specifically in the genera Rattus, Chryromyscu, Niviventer, Berylmys, Bandicota,
Bunomys, and Diplothrix. These results confirm that the oviductin protein is not
essential for proper reproductive function in these species. Pseudogenisation

affects the Rattini tribe, dating back approximately 12.5 million years.

7.- The study of the ASTL gene by molecular biology techniques confirmed its
pseudogenisation in all the lagomorph species analysed: European rabbit
(Oryctolagus cuniculus cuniculus), lberian wild rabbit (Oryctolagus cuniculus
algirus), pygmy rabbit (Brachilagus idahoensis), eastern cottontail rabbit
(Sylvilagus floridanus), brush rabbit (Sylvilagus bachmani), European hare (Lepus
europaeus), lberian hare (Lepus granatensis), Daurian hare (Ochotona daurica)
and American hare (Ochotona princeps). These results confirm that ZP2 cleavage

by ovastacin does not occur in these species.
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aa: aminoacidos

ACTI: Area Cientifica y Técnica de Investigacion
ADNCc: ADN complementario

ADNg: ADN gendmico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARNCcr: ARN CRISPR

ARNg: ARN guia

ARNm: ARN mensajero

ARNtracr: del inglés, trans-activating ARNcr
BSA: albumina sérica bovina

CARM: Comunidad Autéonoma de la Regién de Murcia

Cas: genes altamente conservados denominados asociados a CRISPR, del inglés
CRISPRassociated

CEEA: Comité Etico de Experimentacién Animal

CIBIO: Centro de Investigacidon en Biodiversidad y Recursos Genéticos
CL: cuerpo luteo

Cl-: iones cloro

CRISPR: repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
(del inglés, clustered regularly interspaced short palindromic repeats

DSB: rotura de doble cadena (del inglés, double-strand break)
E2: estradiol

ERAD: complejo funcional de degradaciéon asociada al reticulo endoplasmatico, del
inglés endoplasmic reticulum-associated degradation

Erp: receptor de estrégenos

Era: receptor de estrogenos a

ESS: tamafios efectivos de las muestras, del inglés effective sample sizes
FC: del inglés, Fold Change

FDR: ratio de falsos positivos, del inglés False Discovery Rate

FIV: fecundacion in vitro

FO: fluido oviductal
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FSH: hormona foliculo estimulante

GH18: glicosil-hidrolasas 18

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina

GSL I: lectina fluorescente Griffonia Simplicifolia Lectin |
hCG: gonadotropina coridnica humana

HDR: ruta de reparacion dirigida por homologia

HPLC-MS/MS: técnica de cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas, del
inglés high performance liquid chromatography-mass spectrometry

HRP: peroxidasa de rabado, del inglés horseradish peroxidase

HuOVGP1: gen humano OVGP1

Hz: heterocigotas, del inglés heterozygous

IA: inseminacion artificial

iERE: elemento incompleto de respuesta a los estréogenos

Indel: inserciones y deleciones aleatorias de nucledtidos en la secuencia de un gen
INIA: Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria
IM: intramuscular

IV: intravenosa

KD: del inglés, knock down

KO: del inglés, knock out

LH: hormona luteinizante

m/z: relacién masa/carga del fragmento detectado

NHEJ: ruta de union de extremos no homoélogos

NOS: proteinas éxido nitrico sintetasas

OVGP1: gen codificante de la glicoproteina especifica del oviducto

PAF: paraformaldehido

PAS: acido periddico de Schiff

PBS: tampdn fosfato salino

ACP: analisis de componentes principales

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction

PM: peso molecular
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P4: progesterona
RA: reaccion acrosémica
RIN: del inglés, RNA Integrity Number

RT-PCR: reacciéon en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa, del inglés
reverse transcription polymerase chain reaction

SC: subcutanea
Score: puntuacion basada principalmente en la intensidad de sefial.

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico, del inglés
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).

SE: error estandar, del inglés standard error
SNP: polimorfismo de nucledtido Unico

SPI: porcentaje de sefiales detectadas de cada fragmento peptidico respecto al nimero
de sefiales tedricas que deberia producir.

Tm: temperatura de fusiéon

TRA: técnicas de reproduccion asistida
Ul: unidades internacionales

SUP: sistema ubiquitina-proteasoma
VE: vesiculas extracelulares

WT: del inglés, Wild type

ZP: zona pelucida
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Anexo 1. Cebadores empleados en este trabajo. En las diferentes columnas podemos ver: el nombre del
cebador, el nimero de acceso de la secuencia empleada para su disefio, el nimero de pares de bases (pb),
si se trata de un cebador directo (d) o reverso (r), la secuencia (5'>3’), su temperatura de fusion (Tm) y
la longitud en pb del amplicén.

Longitud del
Nombre del Numero de Pb Secuencia 5'—3’ Tm ang1l Ili‘cén
—
cebador acceso (d/r) (°C) s
(pb)
Fw
OVGP1-h NW_024429193.1 | 20 (d) AGGAGTGGGCTGTTACAGTG | 55 467
genotyping
Rv OVGP1-h
. NW _024429193.1 | 20 (r) TCTCAACTGGGGATCTGAGC 55 467
genotyping
Fw OVGP1-r
. NC _067386.1 20 (d) ACTGCATTCCCACTGCTCTC 60 311
genotyping -
Rv OVGP1-r
. NC _067386.1 20 (r) ATTAGCCCTGGGGGTCAGAT 60 311
genotyping -
Fw
OVGP1-h NM_001281337.1 |22 (d) | GGTTGGGCTGGTTCTTCTGATG | 60 223
expresion
Rv OVGP1-h
., NM_001281337.1 | 20 (r) GAACTTCGGCACATCACGGT | 60 223
expresion
Fw OVGP1-r
., NM_001082105.1 | 20 (d) TTGTGCTGGATTGCCACGAT | 58 262
expresion
Rv OVGP1-r
., NM_001082105.1 | 20 (r) ACACTGCTGTCCATTGGAGG | 58 262
expresion
Fw ASTL-r NC_013670.1 20 (d) TGGCTTAGTATGCGGTGGAG 60 161
Rv ASTL-r NC_013670.1 20 (r) CTCTCGTTCCAGGTGACACG 60 161

Anexo 2. Medio de manejo embrionario usado en conejo.

Medio de manejo embrionario conejo

Componentes Concentracion
PBS sin Calcio y Magnesio (10x) 100 ml
H,0 miliQ 900 ml
CaCl; (2 H,0) 0,123 g
MgCl, (6 H,0) 0,100 g
BSA 2g
Penicilina-streptomycina 10 ml
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Anexo 3. Tampdn STES. El pH del tampdn tras disolver todos los componentes debe ser 8. Se afiade
2 mg/ml de proteinasa K para la solucion de trabajo.

Tampon STES
Componentes Concentracion
TrisHCI Ph8 50 Mm 99 ml
NaCl (concentracidn final 20 Mm) 0,1169¢g
EDTA (concentracién final 1 Mm) 0,0372 g
SDS 10% (concentracion final 0,1 %) 1ml

Anexo 4. Tampdn de recorrido (10X). El pH del tampdn tras disolver todos los componentes debe ser
8,3. Se diluye hasta una concentracién 1X para su uso rutinario.

Tampon de recorrido 10x
Componentes Concentracion
Tris Base 30,00 g/I
Glicina 144 g/
SDS 10,0 g/

Anexo 5. Tampdn de transferencia (10X). Se diluye hasta una concentracidn 1X para su uso rutinario.

Tampon de transferencia 10x
Componentes Concentracion
Tris Base 5,8 g/l
Glicina 2,9 g/l
SDS 0,37, g/l
Metanol 200ml/I

Anexo 6. TBST (10X). El pH del tampdn antes de afiadir el Tween 20 debe ser de 7,6. Se diluye a una
concentracion 1X para su uso rutinario.

Tampon TBST 10x
Componentes Concentracion
Tris Base 24 g/
NaCl 88 g/l
Tween 20 10 g/l

-240 -



Anexo 7. Referencias de los anticuerpos empleados en Western-blot e inmunohistoquimica.

. L C . .
Inmundgeno Clase Dilucién asa_ Referencia Procedencia
comercial
Western blot
1:2500 en
Anti-oviductina | " oliclonal de | hamster Abcam ab118s90 | @mbridge,
conejo doradoy Gran Bretana
conejo
Monoclt?nal 1:10000
de ratén on
Ant|-.IgG de conjugadf) a himster .Santa Cruz c-2357 He|delbe'rg,
conejo-HRP Horseradish Biotechnology Alemania
. doradoy
Peroxidase coneio
(HRP) )
Inmunohistoquimica
1:300 en
hamster
Anti-oviductina | Policionalde | dorado Abcam abligseo | Cambridee
conejo Gran Bretafia
1:400 en
conejo
Polimero de
. . . P h,
Anti-lgG de anticuerpos Listo para Vector eterbf)roug
. . . MP-7801 United
conejo-HRP secundarios usar Laboratories .
. Kingdom
de conejo

Anexo 8. Listado de genes expresados diferencialmente entre embriones procedentes de hembras de

hamster WT y KO para OVGP1. Un FC positivo indica sobreexpresion y un FC negativo infraeexpresidn en

embriones procedentes de hembras KO.

Dado el elevado nimero de datos, esta tabla solo se encuentra disponible en formato electrénico. En el

siguiente cddigo QR podra consultar o descargar el documento .xlsx donde aparece el listado de todos los

genes expresados diferencialmente entre ambos grupos.
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Anexo 9. Anotaciones bioldgicas de los genes expresados diferencialmente entre embriones procedentes

de hembras de hdmster WT y KO para OVGP1.

Dado el elevado nimero de datos, esta tabla solo se encuentra disponible en formato electrénico. En el

siguiente cédigo QR podra consultar o descargar el documento .xlsx donde aparece el listado de genes

incluidos en cada anotacién bioldgica.
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