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l. RESUMEN 

Aunque en la mayoría de los vertebrados la determinación sexual depende 

de un control genético; se sabe que en algunas especies, factores epigenéticos 

como la temperatura intervienen de manera decisiva en la determinación y 

diferenciación sexual. 

Sin embargo, los mecanismos fisiológicos y moleculares relacionados con 

la determinación sexual por temperatura (DST) aún se desconocen. En estudios 

previos se ha establecido que algunos genes relacionados con la determinación 

sexual en mamíferos, se encuentran altamente conservados durante la evolución 

de los vertebrados. 

El gen Dmrt1 (double sex and Mab-3 related transcription factor 1) es uno 

de los genes que participan en los procesos de determinación sexual y/o 

diferenciación sexual. Su nombre proviene de dos genes descritos, uno en 

Drosophi/a melanogaster y otro en Caenorhabditis e/egans, ambos presentan un 

dominio de unión al DNA, llamado dominio DM. 

El patrón de expresión de Dmrt1 ha sido estudiado en humano, ratón, pollo, 

trucha, cocodrilo y en una especie de tortuga dulceacuícola. En todas estas 

especies el patrón de expresión observado apoya la idea de que este gen actúa 

como un regulador sexual de la determinación y diferenciación masculina. 

Además, es importante señalar que Dmrt1 está conservado en la escala 

filogenética, ya que se ha detectado tanto en organismos con determinación 

sexual genética como ambiental. 

Con base en esto, en el presente trabajo nos propusimos analizar la 

expresión del gen Dmrt1 durante los periodos de determinación y diferenciación 
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sexual mediados por la temperatura, utilizando como modelo a la tortuga marina 

Lepidoche/ys o/ivacea. 

Se compararon dos grupos de individuos incubados a diferente 

temperatura: 33ºC (Temperatura feminizante, TF) y 26ºC (Temperatura 

masculinizante, TM), en diferentes etapas del desarrollo embrionario (etapa 23-

eclosión). 

A partir del análisis por RT-PCR, se observó que a TM el gen Dmrt1 está 

presente en todas las etapas estudiadas. Sin embargo, a TF la cantidad de 

transcritos de Dmrt1 disminuye. 

Comparando el patrón de expresión del gen Dmrt1 y el gen Sox9; se 

observa que los niveles de Dmrt1 son más altos a TM que a TF en todas las 

etapas estudiadas. En contraste, los niveles detectados de Sox9 son similares en 

ambas temperaturas en las primeras etapas de desarrollo. Al inicio de la 

diferenciación gonadal Sox9 es regulado negativamente en los embriones 

incubados a TF y persiste a TM. 

Estos resultados sugieren que Dmrt1 y Sox9 pueden estar jugando un papel 

importante en la determinación sexual por temperatura. 



-··- 'º 

3 

11. INTRODUCCIÓN 

2.1. Las tortugas marinas en México 

Las tortugas marinas son más comunes en aguas poco profundas, 

encontrándose a lo largo de las costas y alrededor de las islas; pero algunas 

especies, cuya característica de migración es muy marcada, pueden ser 

encontradas en mar abierto, solitarias o formando grupos hasta de varios miles de 

individuos. 

A las costas mexicanas llegan 7 de las 8 especies de tortugas marinas 

existentes en el mundo (Pritchard y Mortimer, 1999). En México existen 

poblaciones anidadoras de primera importancia e incluso únicas en el mundo, 

como es el caso de Lepidoche/ys kempii (Márquez, 1976). Las tortugas marinas 

son especies de ambientes tropicales y subtropicales, su presencia es estacional y 

en nuestro país las zonas de mayor abundancia se circunscriben principalmente a 

la parte central costera del Pacífico: de Chiapas a Sinaloa, el golfo de California y 

costa suroeste de Baja California y en las lagunas costeras del istmo de 

Tehuantepec (Ramírez, 1995). Por el lado oriental frecuentan la costa central de 

Tamaulipas, el norte de Veracruz, la zona de Campeche, Yucatán y las costas de 

Quintana Roo. La distribución tanto de las crías como de los individuos juveniles 

es poco conocida en la mayoría de los casos. 

Las tortugas marinas se agrupan en dos familias: Cheloniidae y 

Dermochelyidae, con seis géneros y ocho especies. (Tabla 1) (Pritchard y 

Mortimer, 1999). 
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Tabla 1 

rc1asificación de las tortugas _. I Nombre común 
---···-···--·- -···-··· --·····-----·--·---------------------.------------------------
Clase: Reptilia 
Orden: Testudines 
Familia Dermochelyidae 

Dermochelys coriacea 

Familia Cheloniidae 
Chelonia mydas 
Chelonia mydas/C. agassizii1 

Tortuga laúd 

Tortuga verde 

Chelonia mydas agassizii Tortuga prieta 
Natator depressus Tortuga aplanada 
Eretmochelys imbricata Tortuga carey 
Caretta caretta Caguama 
Lepidochelys kempii Tortuga lora 
Lepidoche/ys olivacea Tortuga golfina 

-·--i·¡-j¡¡y ·argumc·n,¡,s vllfi~itlS._e ___ n_c--o-n--tr_a_o_a_fa_v_o_r -de-· -,a-dc-.. s-ig_n_a_c-ió-n--dc-e-IÜlOrt-LigD.PriCiñ como una especie dentro del genero 
C/le/onia; llamada Chelonia agassi=ii. l'ritchard y Mortimcr ( 1999) apoyan el concepto de considerarla como una especie 
ya que reúne el criterio tradicional de grado de divergencia moríológica y existencia probable de mecanismos de 
aislamiento reproductivo~ aunque los gcnctistao;; no están de acuerdo. 

El género Lepidochelys incluye dos especies; Lepidochelys olivacea, que 

tiene una amplia distribución en todo el Pacífico tropical, excepto en la región de 

Oceanía y Lepidochelys kempii, típica del océano Atlántico nororiental. 

2.2. La tortuga marina Lepidochelys o/ivacea 

2.2.1. Distribución geográfica 

Lepidochelys olivacea, cuyo nombre común en México es tortuga golfina, es 

la especie de tortuga más abundante en nuestro país. En el Pacífico oriental se 

observa desde el norte de California hasta Chile, con áreas de mayor 

concentración en México (Oaxaca, Michoacán, Guerrero y sur de Sinaloa), 

Centroamérica y más al sur entre Panamá y Colombia (Ramírez, 1995; Márquez, 

1996). 

----.. ------.~-· --·· -------- --- ----~ 
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2.2.2. Reproducción 

Las playas de anidación se localizan a lo largo de la costa del Pacifico; 

aunque las más importantes se ubican en México y Costa Rica. Actualmente en 

México las playas de anidación más importantes son las de La Escobilla, Morro 

Ayutla y Chacahua en Oaxaca y la playa de Tierra Colorada en Guerrero. Existen 

otras playas que se distribuyen desde Nayarit hasta Chiapas, las cuales registran 

menor cantidad de anidaciones (Ramirez, 1995). 

En la playa La Escobilla, la temporada de anidación es de junio a 

septiembre, aunque se han observado anidaciones esporádicas en el resto de los 

meses del año. El anidamiento generalmente ocurre en agregaciones llamadas 

arribadas. Estas arribadas se llevan a cabo en las noches con vientos fuertes y 

lluvias. El número de huevos en cada nidada varia entre 80 a 100, cuyo diámetro 

promedio es de 3.2 a 4.8 cm. (Márquez, 1996; Ramirez, 1995). 

2.2.3. Situación poblacional de L. o/ivacea 

La tortuga marina L. o/ivacea tiene la característica de arribar masivamente 

a las playas del Pacifico mexicano en su época de reproducción, lo que las ha 

hecho susceptibles y el número ha disminuido debido a la exagerada explotación 

de su carne, piel y huevos, por lo que se considera en peligro de extinción. Sin 

embargo, la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) no 

califica a esta especie en ningún estatus de riesgo (Baillie y Groombridge, 1996). 

--:---..,,,.,..._ ... _ ...... ~ ..... ..,, . ...,,,...~-... -,.. ... ·--·-.... -~-~ ... ~-.~:··~~· .... ,,,. ... ,,. ... -=-........ =---......,.,,.,------··=~==~=:==-~=-~--=-: _: .. -·_ ~~,..,~ 
Q 
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La Convención sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas 

de Flora y Fauna Silvestre (CITES) la coloca en el Apéndice 1 que incluye a todas 

las especies en peligro de extinción que son o pueden ser afectadas por el 

comercio. La Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) 

la define como en peligro de extinción, aunque la población de L. o/ivacea en la 

playa La Escobilla se considera como amenazada, pero no en peligro de extinción. 

111. ANTECEDENTES 

En los vertebrados, la adquisición de un fenotipo masculino o femenino de 

la gónada involucra dos procesos: 1) la determinación del sexo que se establece 

en etapas tempranas del desarrollo embrionario y 2) la diferenciación sexual, en la 

cual una cascada programada de eventos genéticos y hormonales lleva a la 

gónada indiferenciada a transformarse en un testículo o en un ovario dependiendo 

del sexo genético del embrión. 

3.1. Determinación genética del sexo 

3.1.1. Mamíferos 

La determinación genética o cromosómica del sexo gonadal depende de la 

presencia de un gen o genes en uno de los cromosomas sexuales heteromórficos 

(X y Y). La señal primaria para la diferenciación testicular de la gónada 

indiferenciada (cresta urogenital), es la presencia del gen Sry (Sry en ratón y SRY 

en humano), localizado en el brazo corto del cromosoma Y. La expresión de éste 

gen está confinada a las células precursoras de Sertoli presentes en la cresta 

····~~ 
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urogenital. En ausencia de Sry la gónada indiferenciada se desarrolla como un 

ovario (Koopman et al., 1990). 

A partir del descubrimiento del gen Sry como factor determinante de la 

diferenciación testicular, se ha descrito otra serie de genes relacionados con la 

determinación y diferenciación sexual. Entre ellos están: 

Sf1 (factor esteroidogénico 1) 

Pertenece a la subfamilia de receptores nucleares, los receptores huérfanos 

que regulan la actividad de las hormonas esteroides. También regula la expresión 

de otros genes gonadales y adrenales. Se expresa en embriones de ratón de 

ambos sexos, desde que el mesodermo intermedio se condensa y forma la cresta 

urogenital. Al comienzo de la diferenciación, los niveles de Sf1 aumentan en las 

células de Leydig y en las células de Sertoli, mientras que en los ovarios 

disminuye. Este gen es necesario para el establecimiento, la diferenciación y/o 

mantenimiento y proliferación de las células somáticas de la gónada 

indiferenciada. En estos estudios realizados con ratones que carecen de Sf1, no 

se detectó desarrollo de glándulas adrenales y gónadas debido a que se presentó 

muerte celular programada. Estos animales también tuvieron reversión sexual de 

los tractos urogenitales externos e internos. Por su expresión temprana en el 

desarrollo gonadal y su papel como factor de transcripción, es probable que Sf1 

sea parte de los genes que actúan al inicio de la vía de determinación del sexo 

(Revisado en Ramkissoon y Goodfellow, 1996; Parker et al., 1999a; Parker et al., 

1999b; Swain y Lovell-Bage, 1999 y Vaiman y Pailheux, 2000). 
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Wt1 (gen del tumor de Wilms 1) 

Actúa como un factor de transcripción, se expresa muy temprano en los 

riñones y la cresta urogenital del ratón en ambos sexos; más tarde en el desarrollo 

se restringe a las células de Sertoli y de la granulosa. En ausencia de Wt1, los 

individuos carecen de riñones y gónadas, tienen poco desarrollo tanto de la 

glándula adrenal como de los genitales internos y externos. Su expresión 

temprana en el desarrollo lo implica en el establecimiento de la gónada bipotencial 

y apoya su papel como regulador de genes esenciales en la gonadogénesis en 

ambos sexos (Revisado en Ramkissoon y Goodfellow, 1996; Parker et al., 1999a; 

Parker et al., 1999b; Swain y Lovell-Bage, 1999 y Vaiman y Pailheux, 2000). 

Dax1 (región crítica DSS-AHC en el cromosoma X) 

En el ratón Dax1 se expresa desde los 11.5 dias post coitum (dpc), en las 

células somáticas de la cresta urogenital, tanto en machos como en hembras. A 

los 12.5 dpc disminuye su expresión en los cordones testiculares y continua 

expresándose en las células de la teca del ovario. Estos datos sugieren que Dax1 

es necesario para la diferenciación ovárica pero no para la diferenciación testicular 

(Swain et al., 1996). La correlación entre el patrón de expresión de Sry y Dax1 

sugiere que éste último puede antagonizar la acción de Sry, pues al aumentar su 

expresión dirige el desarrollo ovárico actuando como un gen antitestículo (Swain et 

al., 1998). 
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Sox9 (!i_RY-like HMG-box gene 9) 

Sox9 es un gen relacionado al Sry. Pertenece a la familia de factores de 

transcripción de unión al DNA SOX (SRY-like HMG-box gene). Su proteína 

contiene una región muy conservada denominada caja HMG (High Mobility 

Group). 

En el ratón, Sox9 se detecta muy temprano en el desarrollo (10.5 dpc) en la 

cresta urogenital en ambos sexos. A los 11.5 dpc este gen es regulado 

negativamente en la gónada de las hembras, mientras que en los machos 

mantiene su expresión. Entre los 12.5-13.5 dpc la expresión de Sox9 se localiza 

en las células de Sertoli dentro de los cordones seminiferos. En la etapa postnatal 

Sox9 continúa expresándose en las células de Sertoli así como en la edad adulta 

(Morais da Silva et al., 1999 y Kent et al., 1996). 

Estas observaciones sugieren que existe una correlación entre la expresión 

de Sox9 y la determinación y/o diferenciación sexual de los mamíferos. 

3.1.2. Aves 

Las aves también presentan determinación genética del sexo gonadal. La 

hembra es heterogamética (ZW) y el macho homogamético (ZZ), a diferencia de 

los mamíferos en los que las hembras son homogaméticas (XX) y los machos 

heterogaméticos (XY). Se han planteado dos modelos para explicar como se 

determina el sexo en las aves: el primero argumenta la existencia de un gen 

inductor del ovario en el cromosoma W, específico de la hembra. El segundo 

modelo asume un mecanismo dependiente de dosis, donde un factor autosómico 
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interactúa con una sola dosis (ZW) o una doble dosis (ZZ) de un producto génico 

ligado al cromosoma Z (Revisado por Ellegren, 2001 ). 

También se ha estudiado la expresión de algunos genes en el pollo, entre 

ellos están: Sf1, que se expresa antes y durante la diferenciación gonadal en las 

gónadas de ambos sexos, pero la expresión aumenta en los ovarios después del 

inicio de la diferenciación; Dax1, también se expresa durante la diferenciación en 

las gónadas de ambos sexos pero parece mostrar un nivel mayor de expresión en 

las hembras que en los machos; Wt1, se expresa antes y durante la 

diferenciación, en niveles similares en las gónadas de ambos sexos; Sox9, 

muestra una expresión especifica en el macho y aumenta al momento de la 

diferenciación de las células de Sertoli en el testículo (Smith et al., 1999a). 

3.1.3. Reptiles 

Los reptiles exhiben diferentes mecanismos de determinación del sexo. En 

los grupos con determinación genética existen dos modelos. En las serpientes 

sólo esta presente el mecanismo ZZ/ZW mientras que en lagartijas y tortugas 

existen ambos mecanismos XX/XY y ZZ/ZW. Se han encontrado cromosomas 

sexuales heteromórficos en algunas tortugas y muchos miembros de la familia 

colubridae y viperidae (ZZ en el macho y ZW en la hembra) y homomórficos en la 

familia boidae, sin embargo en estas familias no se han estudiado los genes 

involucrados en la diferenciación y/o determinación de la gónada anteriormente 

mencionados. 

Además, como se mencionó anteriormente en algunos grupos de reptiles la 

diferenciación sexual de las gónadas es dependiente de la temperatura de 
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incubación de los huevos. Este tipo de determinación del sexo es muy estudiado 

en reptiles ovíparos (Bull, 1980). 

3.2. Determinación del sexo por temperatura 

La determinación del sexo por temperatura (DST) es un caso especial de 

determinación del sexo ambiental. La presentan cocodrilos, una gran variedad de 

tortugas y algunas especies de lagartijas. Los estudios llevados acabo en el 

laboratorio han mostrado que la temperatura de incubación afecta la proporción 

del sexo de las crías. En la mayoría de las tortugas, las temperaturas bajas de 

incubación (22-27ºC) producen machos y las temperaturas altas (31 ºC en 

adelante) producen hembras, la temperatura intermedia (temperatura pivote) 

produce ambos sexos (Bull, 1980). Cabe resaltar que en las especies con DST, 

cada individuo tiene igual potencial de ser macho o hembra y la temperatura de 

incubación actúa como la señal inicial de la cascada que lleva al desarrollo de 

testículos o de ovarios (Crews et al., 1994). 

Las tortugas marinas que presentan DST son Chelonia mydas, en la que la 

temperatura de incubación de 26ºC produce machos y 33ºC produce hembras 

(Miller y Limpus, 1980). En Caretta caretta, la temperatura feminizante es de 32ºC 

o más y la temperatura masculinizante de 28ºC o menos (Yntema y Mrosovsky, 

1982). En Eretmochelys imbricata (Dalrymple et al., 1985) y Dermochelys coriacea 

los huevos incubados a 28.75ºC se desarrollan como machos y los incubados a 

29. 75ºC como hembras (Rimblot et al., 1985). Respecto a la tortuga marina 

Lepidochelys olivacea, Morreare y colaboradores (1982) establecieron que la 

temperatura de incubación afecta la determinación del sexo de los embriones. 

Establecieron que embriones mantenidos a temperaturas por debajo de los 27ºC 

·-~ 
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producen machos y los incubados a temperaturas por arriba de los 30ºC producen 

hembras. 

3.3. Periodo sensible a la temperatura 

La temperatura de incubación no sólo influye sobre el sexo de los 

embriones; se ha observado que también afecta el desarrollo del embrión. 

Embriones incubados a temperatura por arriba de tos 30ºC se desarrollan más 

rápido que los embriones incubados a temperaturas menores. Por consiguiente, 

para conocer la etapa del desarrollo en el que sucede algún evento durante la 

embriogénesis de la gónada, es necesario considerar dos parámetros: el tiempo 

de incubación y la morfología del embrión. En el caso de la tortuga marina L. 

o/ivacea, a temperatura feminizante (33ºC) los embriones se desarrollan más 

rápido que los incubados a temperatura masculinizante (26ºC). De manera que 

embriones experimentalmente incubados en el mismo nido al mantenerse a una 

temperatura feminizante (TF) o masculinizante (TM), estarán en diferentes etapas 

del desarrollo a pesar de haberse iniciado al mismo tiempo la incubación. Por lo 

que el establecimiento del periodo sensible a la temperatura (PST) se hizo con 

base en estos dos parámetros: tiempo (dias de incubación) y la etapa de 

desarrollo (aspecto morfológico). 

Para establecer el PST así como el periodo indeterminado (PI) y el periodo 

determinado (PD), se realizaron estudios en los que se intercambiaron embriones 

de una a otra temperatura para determinar las etapas y días de desarrollo en que 

responden al cambio (Bull y Vogt 1981 y Yntema y Mrosovsky, 1982). 

Ampliando estos estudios, Merchant-Larios y colaboradores (1997) 

demostraron en la tortuga L. o/ivacea que aunque los embriones incubados a TM 
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se desarrollan más lento, dejan de responder al intercambio en etapas mas 

tempranas del desarrollo que los embriones incubados a TF. De esta manera se 

estableció que los embriones incubados a TM se determinan sexualmente entre 

las etapas 23-24 (27-37 días) mientras que los embriones incubados a TF, se 

determinan entre las etapas 24-25 (19-25 días). Se observó que en la TM el 

periodo indeterminado (PI) se ubica en las etapas 21-22, el periodo sensible a la 

temperatura (PST) entre las etapas 23-24 y el periodo determinado (PO) de la 

etapa 25 en adelante. En la TF el PI abarca las etapas 21-24, el PST se estableció 

en las etapas 24-25 y el PO de la etapa 25 en adelante (Torres-Maldonado et al., 

2001 a). En la tabla 2 se muestra la comparación del desarrollo entre los 

embriones incubados a TM y a TF. 

Tabla 2. Comparación de las etapas de desarrollo 

f. Etapas de 

1 desarrollo 

Días de incubación 

26ºC 

Días de incubación 

33ºC 

Por otro lado, la diferenciación histológica de la gónada (diferenciación 

hacia ovario o testículo) se observa a partir de la etapa 25-26, independientemente 

de la temperatura y los días de incubación. Este hecho sugiere que la 

determinación y la diferenciación sexual son eventos que se establecen en etapas 

tempranas del desarrollo como mecanismos irreversibles. Es decir, algún factor o 

factores que determinan el sexo del embrión actúan tempranamente en el 

-------------····· .. ······· ·-········ 
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desarrollo para dirigir los eventos posteriores que llevan a la diferenciación sexual 

gonadal. 

3.4. Efectos de las hormonas esteroides en la diferenciación gonadal 

Los primeros estudios fisiológicos sobre la determinación y/o diferenciación 

sexual dependiente de la temperatura sugirieron la posible participación de las 

hormonas esteroides en la morfogénesis gonadal. 

En huevos de Al/igator mississippiensis incubados a TM. la administración 

exógena de estradiol provocó feminización en los embriones, aunque, el esteroide 

además provocó una mortalidad de entre el 6 y 60% (Bull et al., 1988). 

Wibbels y colaboradores (1991) al aplicar estradiol a embriones de T. 

scripta incubados a temperatura pivote (28.02ºC) observaron un aumento en la 

proporción de hembras esperadas en comparación con el efecto provocado por el 

estradiol o la temperatura. 

En estudios realizados en nuestro laboratorio, en L. olivacea, se observó 

que la administración de estradiol también feminiza a los embriones incubados a 

TM (Merchant-Larios et al., 1997). La respuesta a dicha hormona se presenta 

entre las etapas 24 y 25 de desarrollo, periodo posterior al PST. Una vez que se 

inicia la diferenciación morfológica de la gónada (etapa 26) los embriones dejan de 

responder al estradiol. 

Con base en los resultados anteriores se sugirió que las hormonas 

esteroides pudieran tener un papel en la diferenciación sexual de la gónada de los 

reptiles con DST durante el periodo sensible a la temperatura (PST) cuando hay 
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sensibilidad a la hormona para inducir feminización. También se sugirió que la 

temperatura de incubación y el estradiol pudieran actuar en una vía común para 

inducir la feminización mediada por receptores específicos de estrógenos (Gutzke 

y Chymiy, 1988; Crews et al., 1989; Wibbels et al .. 1991 y Wibbels y Crews 1992). 

Por otra parte, Gahr y colaboradores (1992), encontraron que el estradiol 

radiactivo se incorpora en gran número de células del mesonefros y de la glándula 

intrarenal, y no encontraron marca en ninguna célula de la gónada, sugiriendo que 

la acción del estradiol en la determinación sexual de la gónada puede ser 

indirecta. 

3.5. Participación de la aromatasa P450 en la DST 

Dorizzi y colaboradores (1991) evaluaron los niveles de estrógeno por RIA 

(radioinmunoanálisis) en embriones de Emys orbicularis. Encontraron que los 

niveles de estrógenos son mayores a 30ºC (TF) que a 25ºC (TM) lo que sugiere 

una acción directa o indirecta de la temperatura sobre la actividad o la síntesis de 

la aromatasa P450. 

En C. serpentina al usar un inhibidor de la aromatasa, aumentó la 

frecuencia de machos producidos a TF y no se encontró ningún efecto a TM (Rhen 

y Lang, 1994). 

Estos resultados sugieren un papel de la aromatasa P450 en la 

diferenciación sexual de las gónadas, por medio de la regulación de la expresión 

del gen de la enzima por algún factor termosensible (posiblemente un gen) 

involucrándola en la cascada de determinación del sexo en reptiles. De esta 

manera, se podría sugerir que los estrógenos producidos a TF regulan genes de 
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dicha cascada, evitando la expresión de un gen determinante del testículo 

mientras que a TM la baja o nula concentración de estrógenos permitiría la 

acumulación del producto de dicho gen determinante (Desvages et a/.,1993; Rhen 

y Lang, 1994 y Merchant-Larios et al., 1997). 

Por otro lado, en L. olivacea la expresión del gen de la aromatasa P-450 

muestra niveles de expresión semejantes en las gónadas y en el cerebro anterior y 

posterior en todas las etapas analizadas en ambas temperaturas de incubación, 

indicando que la temperatura de incubación no tiene efecto sobre la expresión de 

P-450 ni en las gónadas ni en el SNC (Torres Maldonado 2001 b). 

3.6. Efectos debidos a la administración de andrógenos 

En T. scripta y A. mississippiensis, después de un tratamiento con 5a.­

dihidrotestosterona (derivado de la testosterona no aromatizable), no se 

observaron efectos en la diferenciación gonadal a TM o TF (Wibbels y Crews, 

1992; Lance y Bogart, 1994). En T. scripta, inhibidores de la 5a-reductasa enzima 

que convierte la testosterona en 5a.-DHT, no interfirieron en la diferenciación 

testicular a TM (Crews y Bergeron, 1994). Estos resultados le restan importancia a 

los andrógenos en la diferenciación gonadal comparada con los estrógenos. 

Por otro lado se han formulado propuestas en las que se vincula al sistema 

nervioso, es decir, que la temperatura ejerce su influencia en él y éste a su vez en 

la gónada, dirigiéndola por el camino hacia ovario o testículo . 
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3.7. Papel del sistema nervioso en la DST 

En la tortuga marina Lepidochelys o/ivacea, Merchant-Larios y 

colaboradores (1989) por medio de un estudio ultraestructural, detectaron la 

presencia de terminales nerviosas en etapas tempranas de la diferenciación 

ovárica. Con base en estas observaciones, se planteó la hipótesis de que el 

cerebro y la inervación derivada de éste podrían estar jugando un papel 

importante en la modulación de los procesos de determinación sexual por 

temperatura. 

En los años posteriores continuaron los trabajos enfocados a probar la 

participación del sistema nervioso en la DST. Merchant-Larios y colaboradores 

(1990) al cultivar gónadas aisladas tanto a TF como a TM encontraron que éstas 

no responden al cambio de temperatura. Sin embargo, al evaluar las 

concentraciones y biotransformación de esteroides por RIA en el cerebro durante 

el PI, PST y PD se encontró una mayor producción de estradiol en las regiones del 

diencéfalo/mesencéfalo (Salame-Méndez et al., 1998). 

Por otro lado, en los estudios realizados por Gutiérrez-Ospina y 

colaboradores (1999) usando inmunohistoquímica se detectó la enzima 

acetilcolinesterasa (AchE) para identificar las fibras nerviosas y se encontró que 

en las hembras al inicio de la diferenciación sexual (etapas 26 a 27), existe una 

inervación positiva a la actividad de la enzima, mientras que en machos la 

inervación no fue positiva a la actividad de dicha enzima. Estos resultados también 

apoyan la idea de que el sistema nervioso podría modular la influencia de la 

temperatura en la determinación del sexo. Además, la región del cerebro que 

podría estar sensando la temperatura es el diencéfalo/mesencéfalo; la presencia 

de fibras nerviosas puede ser más importante para la diferenciación ovárica. 

- -----------· ---- -- ------------~ -
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Por otro lado, Moreno-Mendoza y colaboradores (2001) demostraron que 

en gónadas de L. o/ivacea, aisladas en las primeras etapas del desarrollo y 

mantenidas en cultivo de órganos responden a la temperatura de incubación 

llevando a cabo su diferenciación morfológica. Estos resultados restaron 

importancia a la participación del sistema nervioso central (SNC) en la 

determinación sexual. En estos mismos estudios se analizó la expresión del gen 

Sox9. Se observó que dicho gen es regulado negativamente en las gónadas 

incubadas a TF y mantiene su expresión en gónadas incubadas a TM. El patrón 

de Sox9 observado in vitro coincide con lo que sucede in vivo. Se sugiere que las 

células gonadales tienen una vía termosensible que regula a Sox9. 

3.8. Genes autosómicos que participan en la determinación y/o 

diferenciación sexual en reptiles. 

Wt1. Spotila y colaboradores (1998) encontraron expresión similar de Wt1 

en complejos urogenitales de la tortuga T. scripta durante el PST (etapas 12 a 20) 

en ambas temperaturas. 

En el cocodrilo Alligator mississippiensis parece no haber diferencias en el 

patrón de expresión de Wt1 en las gónadas de los embriones incubados tanto a 

TM como a TF, observando niveles similares de las etapas 20-27 (Western et al., 

2000). Por su patrón de expresión, se sugiere que Wt1 es necesario para el 

desarrollo gonadal y metanéfrico. 

Sf1. En T. scripta se observa expresión de Sf1 en la gónada indiferenciada 

(etapas 15 a 17) a TM y TF. Cuando se inicia la diferenciación de la gónada (etapa 

18) se observa un aumento en la expresión de Sf1 en los testículos y disminuye en 

el ovario. En la etapa 19, se hace más notoria la diferencia de expresión entre las 
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dos temperaturas de incubación, siendo mayor a TM. En la etapa 23, después del 

PST, la expresión es casi nula a TF y permanece a TM {Fleming et al., 1999). 

En A. mississippiensis también se expresa en ambos sexos pero en un nivel 

más bajo en los machos comparado con las hembras. Estos resultados sugieren 

que Sf1 regula las enzimas involucradas en la producción de estrógenos en el 

ovario y previene la estimulación de producción de estrógenos en el testículo 

(Western et al., 2000). 

Dax1. En el cocodrilo Dax1 se expresa durante el desarrollo del testículo y 

ovario sin diferencias observables en el patrón de expresión {Western et al., 2000). 

En la tortuga marina L. olivacea, Dax1 se expresa de manera similar en las 

etapas 23 a 26 a TM y TF. En la etapa 27 una o dos etapas después del PST, se 

encontró un nivel mayor de Dax1 a TF. Estos resultados sugieren que Dax1 no 

esta involucrado en la DST en esta especie, posiblemente esta relacionado con 

diferencias funcionales de ovarios y testículos como se ha sugerido en otras 

especies (Torres Maldonado, 2001 b). 

Sox9. Al estudiar mediante RT-PCR la expresión de Sox9, durante el 

desarrollo gonadal en el cocodrilo, se observó que a TM. primero se expresa en 

niveles basales, aumentando en las etapas 24 y 25 hasta la etapa 27, mientras 

que a TF mantiene un nivel basal en todas las etapas. Mediante hibridación in situ 

Sox9 se detectó en los cordones testiculares, en nivel basal en la etapa 24, y sin 

embargo en la etapa 25 se observó un aumento. Con esta técnica, no se encontró 

expresión de Sox9 en ninguna etapa a TF (Western et al., 1999). 
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En T. scripta, el PST abarca de la etapa 12 a la 20, en la etapa 14, la 

expresión de Sox9 es abundante en el mesonefros y en la etapa 17 comienza a 

expresarse en la gónada indiferenciada. A partir de la etapa 20, cuando inicia la 

diferenciación gonadal, comienza a aumentar la expresión en el testículo, 

disminuyendo en el mesonefros; mientras que en el ovario también disminuye. 

Estos datos muestran que Sox9 podría tener un papel en la formación del testículo 

en esta especie (Spotila et al., 1998). 

En la tortuga marina L. olivacea por medio de inmunocitoquímica se 

observó el mismo nivel de expresión a TM (27ºC) y TF (32ºC) de la proteína 

SOX9. En las etapas 21-24 se localiza en los núcleos de células de la región 

medular de la gónada. En la etapa 25 a TF sólo algunos núcleos son positivos a 

SOX9 y en la etapa 26 la gónada es totalmente negativa a SOX9; mientras que en 

TM continua visible la expresión (Moreno-Mendoza et al., 1999). 

Por medio de RT-PCR en la misma especie, Torres-Maldonado y 

colaboradores (2001 a), observaron que Sox9 se expresa desde las etapas 23 a 25 

a TM y a TF, desde la etapa 26 en adelante continua expresándose a TM y a TF 

desaparece la expresión. Por su expresión continua a TM se sugiere que Sox9 

puede participar en la cascada de genes que regulan la diferenciación testicular en 

esta especie. 

3.9. Dmrt1 (Doublesex and Mab-3 related transcription factor 1) 

Raymond y colaboradores (1998) encontraron la primera evidencia de 

conservación evolutiva de genes determinantes del sexo. Aislaron el gen regulador 

sexual Mab-3 (Mab por "Male-Abnormal) de Caenorhabditis elegans y encontraron 

que codifica una proteína con dos copias de un motivo de unión al DNA similar al 
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encontrado en el regulador sexual de Drosophila melanogaster Dsx (double sex}. 

Dicho dominio quela zinc y confiere unión especifica de secuencia, aunque en 

estructura es distinto a un dedo de zinc clásico. En ambas proteínas (MAB-3 y 

DSX} se localiza cerca del extremo amino terminal y en la porción carboxilo 

terminal ambas tienen un dominio rico en serinas y prolinas (Erdman y Burtis, 

1993). Debido a que dicho dominio se encontró en DSX y MAB-3 lo llamaron 

dominio DM. 

Además de ser similares en secuencia, también son similares en función: 

Mab-3 previene la expresión de proteínas del vitelo en el intestino del macho 

adulto (por represión de la transcripción del gen de la vitelogenina}, también ayuda 

al desarrollo correcto de los rayos V en la hipodermis lateral durante la 

morfogénesis de la cola del macho (Shen y Hodgkin, 1988). Dsx con sus dos 

isotermas, DsxF activa la transcripción de genes de proteínas del vitelo en las 

hembras, DsxM la reprime en los machos, además también regula la diferenciación 

de cepillos sexuales y otras estructuras sensoriales en la mosca macho 

(Coschigano y Wensink, 1993; Baker y Ridge, 1980). 

Al realizar experimentos con animales mutantes de Mab-3, observaron que 

Mab-3 y Dsx son funcionalmente intercambiables, ya que DsxM ectópico puede 

restaurar los rayos V en machos mutantes a Mab-3 pero DsxF no tuvo efecto, lo 

que hace sospechar que DsxM y Mab-3 actúan por medio de mecanismos 

similares y pueden regular genes similares en el sistema nervioso central. Sus 

resultados sugieren que por lo menos algunos aspectos de la regulación sexual 

tienen un origen evolutivo común. 

A partir de estos resultados comenzaron los estudios para determinar la 

posible participación de DMRT1 en la determinación y/o diferenciación sexual en 

otras especies. 
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3.9.1. Dmrt1 en el humano 

En el humano se encontró una proteína con dominio DM y se detectó el 

RNAm solamente en el testículo adulto y lo nombraron Dmt1 (gen con dominio DM 

expresado en el testículo). Se encuentra localizado en el brazo corto del 

cromosoma 9 (9p) en la región 9p24.3 que se ha implicado con la reversión sexual 

XY en el humano, ya que en los individuos con reversión sexual esta región está 

deletada, sugiriendo que uno o varios genes localizados en la región deletada 

deben estar presentes en dos copias para el desarrollo testicular en el humano y; 

debido a que DMT1 esta localizado en esa zona se propuso como ese gen 

candidato (Raymond et al., 1998 y Veitia et al., 1997). 

Por medio de hibridación in situ, en embriones humanos XY de 6 semanas 

de gestación se detectó la expresión de DMRT1 en la gónada indiferenciada en un 

patrón puntuado. A las 7 semanas, la expresión se localiza en los túbulos 

seminíferos en formación y en las células germinales (CG). En los embriones XX 

no se detectó la expresión de DMRT1 (Moniot et al., 2000). 

Además se identificó otro gen con dominio DM denominado DMRT2 que 

también está localizado en la región 9p24.3 solo que DMRT2 mostró similaridad 

con secuencias de músculo. Además de su localización en la región 9p24.3, 

DMRT1 (anteriormente llamado DMT1) mostró diferencias de secuencia en cinco 

posiciones en pacientes con reversión sexual, sugiriendo que estas mutaciones 

podrían ser la causa de la reversión sexual, pero no se encontraron mutaciones 

múltiples lo que hace pensar que se debe a una hemigozidad de ambos genes y 

no a mutaciones en la secuencia. No se encontraron mutaciones dentro del 

dominio DM de DMRT2. Otro dato que apoya la probabilidad de hemigozidad de 

DMRT1 y DMRT2 es que a partir de un análisis de FISH (Fluorescence in situ 

·----- --- --·-----. -----· ------------~---~ ---------......C.~--
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hybridization) en pacientes con reversión sexual se observó la ausencia de ambos 

genes (Raymond et al., 1999a y Muroya et al., 2000). 

3.9.2. Dmrt1 en el ratón 

En embriones de ratón de 11.5 dpc, justo antes de la diferenciación 

testicular, se observó por medio de hibridación in loto que Dmrtt comienza a 

expresarse en las gónadas de ambos sexos y que, a partir de los 14.5 dpc se 

expresa más intensamente en los testículos que en los ovarios (Smith et al., 

1999b). 

Datos similares encontraron Raymond y colaboradores (1999b) también por 

hibridación in situ, ellos detectaron RNAm a los 9.5 y 11 .5 dpc (cuando se forma la 

cresta urogenital) en niveles similares en ambos sexos, a los 12.5 y 13.5 dpc 

cuando comienza la diferenciación gonadal, se detectó en los cordones 

testiculares (células pre-Sertoli y CG) y en un patrón puntuado en el ovario; a los 

14.5 y 15.5 dpc la expresión disminuye en el ovario y se mantiene en el testículo. 

Por medio de RT-PCR obtuvieron resultados similares. 

Mediante inmunohistoquímica en embriones de ratón se detectó la proteína 

de Dmrtt en el núcleo de las células de Sertoli con o sin expresión en las CG 

(Raymond et al., 2000). Al primer día post parto (dpp) aumentan los niveles de 

Dmrtt en las CG, alcanzando un máximo a los 7 dpp antes de que comience la 

meiosis. Desde los 7 dpp hasta la etapa adulta, la proteína está presente en las 

células de Sertoli, en las CG indiferenciadas y en todas las regiones de los túbulos 

seminíferos. Se expresa dinámicamente en las CG premeióticas 

(espermatogónias) con una expresión mayor sólo en las regiones del túbulo 

seminífero donde inicia la espermatogénesis. Así mismo De Grandi y 
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colaboradores (2000) también obtuvieron datos similares por Northern Blot y 

reportan la expresión de Dmrt1 en la gónada de 16.5 dpc y en el testículo adulto 

aun persiste, pero en el ovario se apaga. En ambos sexos no se detectó expresión 

de Dmrt1 en otros tejidos, solamente en la gónada. En el ratón, Dmrt1 se localiza 

en el cromosoma 16. Estos datos sugieren que Dmrt1 podria jugar un papel en el 

desarrollo o función de ambos tipos celulares (CGP y células de Sertoli) y tal vez 

regule la entrada a meiosis de las CG (Raymond et al., 1999b, 2000 y De Grandi 

et al .. 2000). 

Un trabajo que apoya la participación de Dmrt1 en el desarrollo o función de 

las células de Sertoli y las células germinales fue realizado por Raymond y 

colaboradores (2000) donde generaron ratones mutantes Dmrtr1
- que presentan 

testículos pequeños, túbulos seminíferos desorganizados y un número reducido de 

CG en los testículos de ratón adulto. Mediante tinción con Hematoxilina-Eosina, se 

observó que a los 1 O dpp los testículos comienzan a ser anormales, pues 

exactamente después de que comienza la meiosis, tienen un número reducido de 

CG, probablemente por una menor proliferación; además en esta etapa las CG 

aún permanecen en el centro del túbulo seminífero, indicando que Dmrt1 es 

necesario para el movimiento de las CG, que comienza a los 7dpp. No se 

detectaron CG en meiosis. A los 14 dpp no había CG, los túbulos seminíferos 

carecían de lumen y estaban llenos de células de Sertoli inmaduras. En estos 

ratones mutantes, las células de Sertoli parecen sobreproliferar a partir de los10 

dpp pero no maduran. 
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3.9.3. Dmrt1 en el pollo 

En el pollo la expresión de Dmrt1 fue mayor en gónadas de embriones 

machos y menor en hembras antes y después de la diferenciación gonadal, 

llegando a desaparecer en las hembras. En la etapa 25 de desarrollo, cuando se 

está formando la cresta urogenital también se detectó expresión en los conductos 

de Wolf. Por medio de RT-PCR se detectó desde la etapa 19. (Shan et al., 2000 y 

Raymond et al., 1999b). Aunque el equipo de Shan detectó expresión de Dmrt1 

sólo en la gónada. 

Aunado a su expresión específica en el macho, el ortólogo de Dmrt1 se 

localizó en el brazo corto del cromosoma Z, en una de las regiones conservadas 

de sintenia cromosómica con el cromosoma 9 humano, el cual resultó ser un 

verdadero homólogo del DMRT1 humano por la alta similitud que presentan. No se 

encontró ningún ortólogo de DMRT2 en el pollo. (Nanda et al., 1999, 2000). 

3.9.4. Dmrt1 en reptiles 

Se ha estudiado la expresión de Dmrt1 en dos reptiles con DST. En el 

cocodrilo Alligator mississippiensis y en la tortuga Trachemys scripta. En la tortuga 

el PST abarca las etapas 15-20. Usando hibridación in tato se observó la 

expresión de Dmrt1 en las crestas genitales a TF y TM. En las etapas 17 y 20 la 

expresión de Dmrt1 fue mayor a TM que a TF. Por RT-PCR se detectó desde la 

etapa 15 de nuevo con una expresión mayor a TM (Kettlewell et al., 2000). 

En el cocodrilo por RT-PCR, también se observo mayor expresión de Dmrt1 

a TM que a TF durante el PST (Smith et al., 1999b). 

--------~--=---- ~--
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3.9.5. Dmrt1 en peces 

En la trucha Oncorhynchus mykiss, usando RT-PCR semicuantitativo y 

Northern blot se encontró que la expresión de Dmrt1 comienza a detectarse en 

etapas tempranas del desarrollo, posteriormente aumenta al presentarse la 

diferenciación testicular y la expresión disminuye drásticamente durante la 

espermiación. La expresión de Dmrt1 siempre fue más baja en los ovarios. En 

individuos adultos de O. mykiss y de la tilapia Oerochromis niloticus sólo se 

detectó en el testículo (Marchand et al., 2000 y Guijun et al., 2000). 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta hace algunos años, el enfoque que se había dado al estudio del 

efecto de la temperatura de incubación sobre la determinación del sexo había sido 

evolutivo y ecológico. Sin embargo, no se tenían evidencias fisiológicas, celulares 

o moleculares de cómo la temperatura interviene en procesos que inducen el 

dimorfismo sexual. 

Con el descubrimiento del gen determinante de la diferenciación testicular 

(Sry) hubo un gran avance sobre el problema de la diferenciación sexual en 

mamíferos. Este descubrimiento dio la pauta para tratar de esclarecer a nivel 

molecular, los eventos relacionados con la determinación sexual por temperatura. 

La identidad de los genes que controlan la diferenciación sexual en 

individuos con DST se conoce muy poco. Sin embargo, como sucede en los 

mamíferos, la diferenciación sexual morfológica en el embrión se inicia en la 

gónada embrionaria. Con base en esto es razonable postular que el factor o 

factores requeridos para la diferenciación sexual de la gónada actúan en etapas 

tempranas del desarrollo, sobre el primordio gonadal, controlando su 

diferenciación hacia un ovario o un testículo. 

Se ha observado que un gen relacionado con el Sry, el gen Sox9 se 

encuentra altamente conservado en la evolución de los vertebrados y es el mejor 

caracterizado en varias especies. En L. o/ivacea al igual que en los mamíferos, 

Sox9 se expresa en etapas tempranas del desarrollo en ambos sexos. Al iniciar la 

diferenciación sexual de la gónada, se apaga en las hembras y continua 

expresándose en los machos. Con base en estos hallazgos asumimos que otros 

genes autonómicos como Dmrt1 podrían estar relacionados con la determinación 

sexual dependiente de temperatura. 

-------------- ----· -- -- - ---------
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El periodo sensible a la temperatura para la determinación del sexo en la 

tortuga marina L. o/ivacea así como el periodo determinado e indeterminado ya 

han sido determinados, en el presente trabajo nos propusimos estudiar la 

expresión del gen Dmrt1 durante el desarrollo gonadal. Aunque Dmrt1 se ha 

estudiado en otras especies con DST, en L. o/ivacea se conoce muy bien la 

expresión del gen Sox9, por lo que es posible comparar los patrones de expresión 

de ambos. De esta manera, la correlación entre los dos genes aportaría evidencia 

importante sobre los eventos moleculares involucrados en la DST en la tortuga 

marina L. o/ivacea. 

V. HIPÓTESIS 

Los genes que regulan la determinación sexual en los vertebrados son 

altamente conservados. En la tortuga marina Lepidoche/ys olivacea la 

temperatura de incubación afecta los niveles de expresión del gen Dmrt1 que 

participa en la cascada génica de la diferenciación sexual. 

_· -----º----------·-~--
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VI. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general: 

Determinar el patrón de expresión del gen Dmrt1 durante el desarrollo gonadal de 

la tortuga marina L. olivacea en diferentes etapas del desarrollo embrionario en 

dos temperaturas de incubación, TM y TF y compararlo con el patrón de expresión 

del gen Sox9. 

6.2. Objetivos particulares: 

Identificar y aislar el gen Dmrt1 por secuenciación en la tortuga marina L. 
o/ivacea. 

... Estudiar el patrón de expresión de transcritos del gen Dmrt1 en gónadas de 

embriones incubados a TM durante el PI, PST y PD por RT-PCR. 

... Estudiar el patrón de expresión de transcritos del gen Dmrt1 en gónadas de 

embriones incubados a TF durante el PI, PST y PD por RT-PCR. 

... Comparar los patrones de expresión de los genes Dmrt1 y Sox9 durante los 

tres periodos del desarrollo gonadal de L. o/ivacea. 

·---~·-·~;"~~~~------:"'"'~-~t.-.-.,..,......_~·-----~===-=~.-:-=··---~ .. ~~--;... 
,o· ....._ ::: . : 
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VII. METODOLOGÍA 

7.1. Colecta y manejo de material biológico. 

Los huevos de la tortuga marina Lepidoche/ys o/ivacea se colectaron en la 

playa La Escobilla en la costa del Pacífico en Oaxaca, México (96° 27' 16" oeste, 

15º 40' 36" norte) con autorización de la Secretaria de Medio Ambiente Recursos 

Naturales y Pesca, SEMARNAP, México (permiso de pesca de fomento No. 

031100-213-03 folio 2866) Los huevos fueron transportados al laboratorio, en el 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, en cajas de unicel con vermiculita 

húmeda. Los huevos fueron incubados en dos grupos distintos a temperaturas 

controladas de 26± 0.5ºC (temperatura masculinizante) y 33± 0.1 ºC (temperatura 

feminizante), las cuales se monitorearon diariamente (termómetro de la 

incubadora y dos termómetros en el interior de la misma); se humedecieron 

periódicamente con agua bidestilada y se examinaron con un ovoscópio para 

monitorear la viabilidad de los huevos. 

Se usaron un total de cuatro nidos listados en la siguiente tabla. 

Tabla3. Nidos utilizados. 

NIDO . i FECHA DE COLECTA NÚMERO TOTAL DE ---¡ 
! ' 

49 ¡---ú'fenera-ioóf--·· HUEvo~:;R ~'~~----11 

50 ¡10 enero-20cfr·---··· 96 

¡s-1 - (Jf rnarzo2o51-- - ---¡- -- ---- -------'Fj-------------1 

¡----52---1---·- -j~-m~~ 2001 ·-~----· ·· ----~=--=~==1 
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7 .2. Muestreo. 

En ambas temperaturas de incubación se muestrearon los embriones y se 

disecaron las gónadas y mesonefros en diferentes etapas del desarrollo (23, 24, 

25, 26, 27, 28 y cría) las cuales se establecieron tomando como referencia los 

criterios de Miller (1985): Largo total del embrión, largo y ancho de la cabeza, largo 

y ancho del caparazón, largo y ancho del plastron, largo de las aletas, la 

pigmentación y la definición de las escamas. 

Las gónadas y mesonefros microdisecados se colocaron en tubos 

eppendorf estériles y libres de RNasas, se congelaron inmediatamente en hielo 

seco y se almacenaron a -70º C en un ultracongelador. 

7.3. Oligonucleótidos para Dmrt1, Sox9 y 8-actina 

Los oligonucleótidos utilizados para el estudio de Dmrt1 fueron los 

denominados JK41 y JK42 diseñados por Kettlewell y colaboradores (2000) para 

la tortuga de orejas rojas, en donde usaron como base secuencias conocidas del 

gen Dmrt1 de otros vertebrados: humano (Raymond et al., 1999a), ratón 

(Raymond et al., 1999b), pollo (Raymond et al., 1999b) y cocodrilo (Smith et al., 

1999b). 

Sentido 5' JK41: CGC AGG TTG CATTGA GAA GGC AGC 3' 

Antisentido 5' JK42: TCT GCC ATT GGT TTC CTG ATT GGC 3' 

Tm=77ºC 

Tm=74ºC 

Los oligonucleótidos utilizados para el estudio de comparación entre Sox9 y 

Dmrt1 fueron los denominados SOT1 y SOT2 diseñados por Torres-Maldonado y 

colaboradores (2001 a) para la tortuga marina L. olivacea; en donde usaron como 
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base secuencias conocidas del gen Sox9 de otros vertebrados: tortuga de orejas 

rojas (Spotila et al., 1998), trucha (Takamatsu et al., 1997), cocodrilo (Western et 

al., 1999), ratón (Wright et al., 1995), pollo (Uwanogho et al., 1996) y humano 

(Foster et al., 1994). 

Sentido 5' SOT1: AGC AGA CCC ACA TCT CC/TC C 3' 

Antisentido 5' SOT2: GGG A/C/TIGGG CAG GTA C/TTG GTC 3' 

Tm=49ºC 

Tm=50ºC 

Como control interno de expresión se realizó la amplificación del mRNA de 

r..-actina utilizando el siguiente par de oligonucleótidos en base a la secuencia 

publicada por Kost y colaboradores (1983). La reacción de amplificación de r..­

actina se realizó en paralelo con la del gen Sox9 con las mismas condiciones de 

reacción y el mismo programa de amplificación. 

Sentido 5' ACTIN1: TGG ATG ATG ATA TTG CTG C 3' 

Antisentido 5' ACTIN2: ATC TTC TCC ATA TCA TCC CA 3' 

7 .4. Extracción de RNA total. 

Tm= 54ºC 

Tm= 56ºC 

Método TRlzol. El método de extracción de RNA total a partir de tejidos de 

L. olivacea se basa en el método de tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo 

(Chomczynski y Sacchi, 1987). Las muestras congeladas se homogeneizaron 

individualmente en 100µ1 de TRlzol (Gibco, BRL) para la gónada y 500µ1 para el 

mesonefros, se agregaron 20-100 µI de cloroformo y se centrifugaron a 14,000 

rpm/ 4ºC por 20 min. para separar la fase acuosa donde está disuelto el RNA. Se 

agregaron 50-250 µI de isopropanol para precipitar el RNA toda la noche a 4ºC. Al 

día siguiente, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpml 4ºC por 45 min. Se 
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separó el sobrenadante y los botones de RNA se lavaron con 1 mi de etanol al 

75% en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato), nuevamente se 

centrifugaron a 14,000 rpm/4ºC por 45 min., se decantaron los tubos y se dejaron 

secando los botones de RNA para resuspenderlos en 1 O µI de agua ultrapura libre 

de RNAsas, empleándose un microgramo de RNA total para la reacción de RT­

PCR. Los tubos siempre se mantuvieron en hielo. 

7.5. RT-PCR (Trascripción inversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

Mezcla de trabajo. Se preparó una Mezcla de trabajo para cada gen: Dmrt1, 

Sox9 y Actina, usando un kit One Step: GIBCO BRL para RT-PCR (2X mix, 

Superscript 11 RT Taq polimerasa). Actina se usó como control interno de 

expresión. 

Dmrt1: 10 µI de 2x mix la cual contiene: Buffer 1X con 2 mM de cada dNTP, 

y 1.2 mM MgS04, 1.5µ1 de oligonucleótidos JK41 y JK42 al 20µM, 0.5µ1 de una 

mezcla de Superscript 11 RT/Taq polimerasa, DMSO al 6%, 3µ1 de RNA y agua 

ultrapura para ajustar volumen final a 20 µl. 

Sox9: 10 µI de 2x mix la cual contiene: Buffer 1X con 2 mM de cada dNTP, 

1.2 mM MgS04, 2.0µ1 de oligonucleótidos al 20µM, 0.5µ1 de una mezcla de 

Superscript 11 RT/Taq polimerasa, 3µ1 de RNA y agua ultrapura para ajustar 

volumen final a 20 µl. 

13-Actina: 10 µI de 2x mix la cual contiene: Buffer 1X con 2 mM de cada 

dNTP, 1.2 mM MgS04, 1µ1 de oligonucleótidos al 20µM, 0.5µ1 de una mezcla de 
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Superscript 11 RTfíaq polimerasa 3µ1 de RNA y agua ultrapura para ajustar 

volumen final a 20 µl. 

Para realizar la reacción de RT-PCR para Dmrt1 se usó el termociclador 

PTC-100 (MJ Research) y para Sox9 y 13-actina usó el termociclador Master Cycler 

Gradient (Eppendorf) por la diferencia en las temperaturas de alineamiento. 

Se probaron dos temperaturas de alineamiento para verificar los 

oligonucleótidos, primero se usó la temperatura anteriormente empleada por 

Kettlewell y colaboradores (2000), pero aparecieron bandas acompañantes y se 

optó por aumentar la temperatura a 63ºC en donde se obtuvo sólo la banda 

deseada de Dmrt1. Para tales fines se usó el Termociclador Master Cycler 

Gradient (Eppendorf). 

Los programas de amplificación utilizados se muestran en la tabla 4. 

7.6. ELECTROFORESIS 

Los productos de RT-PCR (10µ1 13-Actina y 10µ1 de Dmrt1 y Sox9) se 

corrieron en geles de agarosa al 2.5% en TBE1X (GIBCO BRL) teñidos con 

bromuro de etidio 0.1 µg/ml. Se observaron en un transiluminador de luz 

Ultravioleta y se fotografiaron con una cámara Polaroid DS-34 con una apertura de 

5.6 y una exposición de Y.. segundo empleándose una película Polaroid Polopan 

asa 3000 con un tiempo de revelado de 1 minuto. Los fragmentos obtenidos en la 

reacción de RT-PCR fueron de 473 pb para Dmrt1, 309 pb para Sox9 y 252 pb 

para í!.-Actina. 
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Tabla 4. Programas de amplificación 

PROGRAMAS DE AMPLIFICACIÓN 
Paso 

~------J-K-41·42 ¡------SO_T_1·_2_Y_A_C __ T_l_N_1·_2 _____ , 

~--- Temperatura (ºC) Í----Tiempo----- ¡ Temperatura (ºC) ¡----T-ie_m_p_o ___ _ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

50 30 min. (1 ciclo) 1 50 30 min. (1 ciclo) 

94 30 seg. 94 30 seg. 
94 5 min. (1 ciclo) 

1 

94 5 min. (1 ciclo) 

63 30 seg. 55 30 seg. 
72 30 seg. 72 30 seg. 

ir a 3 35 veces más 
72 5 min. (1 ciclo) 
4 sostenido 
fin 

ir a 3 35 veces más 
72 
4 
fin 

5 min. (1 ciclo) 
sostenido 

7.7. DENSITOMETRÍA. 

Las fotos tomadas a los geles con la misma cámara fotográfica DS34, el 

mismo transiluminador, la misma película y tiempo de revelado, se escanearon sin 

modificar el contraste o brillo en un Scanner HP 6300 con una resolución de 300 

dpi. Para obtener la lectura densitométrica de las bandas se usó el programa 

Scion lmage Beta 4.0 (Copyright 1997-2000 Scion Corporation) delimitando el 

área de las bandas del gen Dmrt1 y después las bandas del control interno 13-

Actina conservando el mismo tamaño de área con la que se delimitaron las 

bandas de Dmrt1. La zona elegida se evaluó pixel por pixel en la escala de blanco 

a negro (0-256). Este programa asigna un valor por área a cada banda. El mismo 

procedimiento se realizó para Sox9. El número total de geles analizados para 

establecer el nivel de expresión se muestra en las tablas 5 y 6. 
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Tabla 5. Número de geles analizados para establecer el patrón de expresión de Dmrt1 en cada etapa de 
desarrollo de la tortuga marina L. olivacea. 

¡aMRT1 ¡-2a-¡24--p.zs-¡2s-¡ 27--¡-2is- -¡cRí.A --¡ 

J 26ºC í 5 1 5 1 5 1 5 1 S 1 5 1 5 

¡a3°c ¡·s f 5---,-5----¡-5----,-5-··¡-s- ¡ s 

1 

1 

1 

Tabla 6. Numero de geles analizados para la comparación entre Dmrt1 y Sox9 en cada etapa de 
desarrollo de la tortuga marina L. o/ivacea. 

DMRT1/SOX9 
r 

23 
1 

24 
1 

25 
1 

26 
1 

27 
1 

28 --, CRÍA i 
26ºC 

1 
917 

1 
11/8 

1 
9/8 

1 
10/8 -, 1Ú8 

1 
1015 -, 10/5 

33ºC ! 8/6 
1 

10/8 
1 

12/8 
1 

9/8 
1 

atl 
1 

-- 9¡5 
1 

9/3 

Para realizar la correlación de la expresión de Dmrt1 y Sox9 se usó el 

mismo RNA para la reacción de RT-PCR. 

Los datos semi-cuantitativos para el perfil de expresión se calcularon 

relacionando los valores obtenidos por área de la banda para Dmrt1 y Sox9 con 

los valores obtenidos del gen control B-actina en cada etapa 

Después los datos semi-cuantitativos se promediaron en cada etapa y se 

expresaron en una gráfica. 

7.8. Secuenciación. 

Para realizar la secuenciación del producto de RT-PCR se obtuvieron las 

bandas del gel de agarosa y se siguió el procedimiento con los reactivos para 

extracción de geles QIAquick (QIAGEN). Se cortó la banda del gel de agarosa con 

un bisturí estéril, se pesó en un tubo translúcido adicionándose tres veces el peso 

----- ------_, ___ , ____ ---- -
----~ 
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de la banda en volumen de Buffer QG. Se incubó a 50ºC hasta disolver el agarosa 

y posteriormente se verificó que el color de la mezcla fuera de color amarillo, lo 

que indica un pH 7.5 ya que la adsorción a la membrana QIAquick es eficiente 

sólo a dicho pH. Se adicionó un volumen de isopropanol (igual al peso de la 

banda) a la muestra y se mezcló. Se puso la columna en un tubo colector 

agregándose 800µ1 de muestra en la columna y se centrifugó por un minuto a 

14,000 rpm. Se decantó eliminando el sobrenadante y se agregaron 500µ1 de 

buffer QG a la columna para remover todas las trazas de agarosa, centrifugándose 

durante un minuto a 14,000 rpm. Se eliminó nuevamente el sobrenadante y se 

lavó la columna con 750 µI de buffer PE, se incubó a temperatura ambiente 

durante 5 minutos y se centrifugó por un minuto a 14,000 rpm. Después de 

eliminar el sobrenadante se colocó la columna en un tubo colector de 1.5 mi y con 

agua ultrapura libre de RNasas y DNasas agregada en el centro de la membrana 

se dejó reposar y se centrifugó por un minuto a 14,000 rpm para eluir el DNA. Éste 

se almacenó a -20ºC hasta su uso para la secuenciación. Para secuenciar se usó 

un secuenciador automático Applied, Biosystems, utilizando un microgramo del 

fragmento puro y un micromol del oligonucleótido sentido, para la secuencia 

sentido y 1 µI del oligonucleótido antisentido para la secuencia complementaria. 

Para corroborar los resultados se realizó una secuencia manual en el 

laboratorio del Dr. Abraham Landa. 

El análisis de homología de la secuencia de aminoácidos de L. olivacea y 

otros vertebrados se realizó con el programa MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetic Analysis) (Kumar et al., 1993). 



VIII. RESULTADOS 

8.1. Secuenciación 

Secuencia obtenida del fragmento de RT-PCR purificado. 

10 20 30 20 
1 1 1 1 

ag gcc caa gaa gaa gag ctg ggg ate agc cat ccc ate cct ctg cea 
50 60 70 80 90 
1 1 1 1 1 

agt gcc ccg gag etc ttc 
100 110 

1 1 
tgt tta ttg ttg gaa aac 

150 
1 

act aca gca tcc acc acc 
190 200 

1 1 

gtt aag aag gaa acc aat ggt ggc agc tcc 
120 130 ~ 140 

1 1 ' 1 
agc. agc ccg •.· a:;;a.;i C:a:'t f'éa>aca 'a~~ aca gca 

16
1 
o . · •:i7

1
9, < .::_ ;· )~, i_0

1
p_ .. ) .. :/.,·.'.S > ·.·,:.·- .:.'. :'; :~< ::Y•::'- - . --

cea. tea gag ·gg' a: cg'g'''' atg' ;;,etc j at t cag· - gac 
210,. - : 1'220' < ',:23'8 ; 

1 - ·~ 1 ; : >," : : Ji{ ' -
ata cct tcc ate acc agc aga ggg cat>ctg~·gag- ágc·:aca ·tctgat .ttg 

240 250 260 ' •, -··, '·" '.:'270 ' ''280' 
1 1 1 > ,- :•, ,>: <·J'' 

agc agt 'ttt.Cfa.c e:a:9 e:e:a: tct. ctg tat 
310 ' --·· '.3~o:<: ~>· · 340 

aac ~at t:} cag tac 'cag ¡;,tg: ~:l ,gtg 

gtt gtg gac tcc a ce tac tac. 
290 300 ·-;..·. 

1 1 
cct tac tac aac aac ctt tac 

·370 380 390 
1 ' 1 ' 1 

350 360 
1 · I 

gcc agt gaa tcc tcc tct agt gat atg .ggg ggc aca eta gta 
400 410 420 ' 430;: 

ggg ·tcc 

1 1 1 1 
cct gtg ªªª aac agc ctg cga agc etc cea gcc a ca tac atg tea· a 

38 
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Comparación de la secuencia de aminoácidos del fragmento de la proteína 

DMRT1 en L. o/ivacea y otros vertebrados. 

Humano (H. sapiens) 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Cocodrilo (A. mississippiensis) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

Humano (H. sapiens> 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Cocodrilo (A. mississippiensis) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

Humano (H. sapiens) 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Cocodrilo (A. mississippiensis) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

Humano (H. sapiens) 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Cocodrilo (A. mississippiensis) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

Humano (H. sapiens> 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

Humano (H. sapiens> 

Ratón (M. musculus) 

Pollo (G. gallus) 

Tortuga <T. scripta) 

Golfina (L. olivacea) 

QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAAE 
QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAAE 
QVALRRQQAQEEELGISHPVPLPSAPE 
QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSATE 
QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAPK 
QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAPE 

LLVKRENNGSNPCLMTECSG-TSQPPP 
LLVKRENNASNPCLMAENSS-SAQPPP 
PVVKK-SSSSSSCLLQDSSSPAHSTST 
LFVKKENSGGSSCLLLESSSPTHSTST 
LFVKKENNGGSSCLLLESSSPTHSTNT 
LFVKKETNGGSSCLLLENSSPTHSTNT 

ASVPTTAAS-EGRMVIQDIPAVTSRGH 
ASTPTPAAS-EGRMVIQDIPAVTSRGH 
VAAAAASAPPEGRMLIQDIPSIPSRGH 
VTTVSTSPS-EGRMLIQDVPSITSRGH 
ATTASTTPS-EGRMLIQDIPSITSRGH 
ATTASTTPS-EGRMLIQDIPSITSRGH 

VENTPDLVSDSTYYSSFYQPSLFPYYN 
MENTSDLVSDPAYYSSFYQPSLFPYYN 
LESTSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYN 
LESTSDLVV-----­
LESTSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYN 
LESTSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYN 

NLYNCPQYSMALAADSASGEVGNPLGG 
NLYNYPQYSMALSAESSSGEVGNSLGG 
NLYNYSQYQMAVATESSSSETGGTFVG 
NLYNYSQYQMAVASDSSSSDMGGTLAG 
NLYNYSQYQMAVASESSSSDMGGTLVG 

SPVKNSLRGLPGPYVPGQTGNQWQ 
SPVKNSLRSLPAPYVPAQTGNQWQ 
SAMKNSLRSLPATYMSSQSGKQWQ 
SPVKNSLRSLPATYMSSQSGNQWQ 
SPVKNSLRSLPATYMSSQSGNQWQ 
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Los aminoácidos idénticos en todas las secuencias se indican en negritas y 

el porcentaje de identidad se muestra a continuación en la siguiente tabla. 

Tabla 7. Porcentaje de identidad de la secuencia parcial de aminoácidos de DMRT1 
entre distintos vertebrados. 

- ÍHÜMANO ___ lRATON- iPOLLO-_ f _cocooR"íio-- r-TORTÜG;o; -¡ ·GOLFIN)C·- ¡ 

¡Humano -¡1ooo/o--¡----r-----¡---------¡-------- ---r------------- 1 

1 Ratón -- ¡-----ai§ó¡;---r 100% ~-¡---------- -- ,-------------- ¡- --- ------------
¡PoliO _______ r s2·.1a%- - f" e2·:1-a3-

1
--100-3---¡---- - -- ---- -----¡------- -- · r 

¡c<>cod-rI10 -¡ -- s2:-ss01o-----¡-62--.-ss01o-· ;-·1s.56%----r----100% ________ I ______ _ 
1 Tortuga 1 65.97% r 65.97% [ 80.86°/o 1 90.12% 1 160°/o 1 

[" Goítina f 65.21°io f 67.39°10 82:28% l as.89% l 96.53% -¡ 100% 

La secuencia se incorporó a la base de datos GenBank con el número de 

acceso AF335421. 

8.2. RT-PCR (Transcripción Inversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

Se estudió la expresión de Dmrt1 en embriones incubados a temperatura 

feminizante (TF) (33ºC) y temperatura masculinizante (TM) (26ºC) en diferentes 

etapas del desarrollo. 

El número de gónadas por etapa analizadas se muestra en la siguiente 

tabla. 
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Tabla 8. Número de gónadas por muestra analizadas 
:¡ ETAPA DE DESARRÓLÜ) ___ ,-NÚMERO-DE GÓNADAS 

1 Etapa 23 Í 4 gónadas 
l88Pa-24-- r 2 gónadas 
f Etapa 25 ------------·--··-- r-f96-ñ8Cia -·-··· ·-··-··-------
! Etapa 25---------------¡-19óliaCia ________________ _ 

rEtapa27- - I Tgónada 
1 Etapa2a __________________ f_1Qóii-aCia-- ·-----------
¡c¡:¡a----------------------- ,--f9-óiiaCia ___ ---------

8.2.1. Expresión de Dmrt1 a temperatura masculinizante (TM) 

En la figura 1 se muestra el análisis por RT-PCR de Dmrt1 a TM y a TF. El 

fragmento de 13-actina de 252 pb se usa como control de expresión interno. 

A TM las gónadas de todas las etapas muestran el fragmento de 473 pb de 

Dmrt1. En las etapas 23, 24 y 25 la intensidad de las bandas es similar y aumenta 

en las etapas 26 y 27 y en la etapa 28 y cría de nuevo es similar a la intensidad 

mostrada en las etapas 23-25. 

A TM la expresión de Dmrt1 se observó durante todas las etapas de 

desarrollo estudiadas y en un nivel mayor de expresión comparado con la 

expresión a TF (Grafica1 ). 

8.2.2. Expresión de Dmrt1 a temperatura feminizante (TF) 

En contraste a lo encontrado a TM, a TF el fragmento de Dmrt1 es visible 

solo en las etapas 23-25. Figura 1. 
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En las etapas 23, 24, 25, 26, 27 y 28 se observó expresión, pero a partir de 

la etapa 26 hay una disminución en la misma como se observa en la grafica 1. En 

las crías no se detectó el transcrito. 

8.2.3. Expresión de Sox9 a temperatura masculinizante (TM) 

En la figura 2 se muestra el análisis por RT-PCR de Sox9 a TM y a TF. El 

fragmento de 13-actina de 252 pb se usa como control de expresión interno. 

A TM se observó la banda de 309 pb de Sox9 en todas las etapas de 

desarrollo analizadas (23-cría). Estos resultados coinciden con lo reportado por 

Torres-Maldonado y colaboradores (2001 a) 

8.2.4. Expresión de Sox9 a temperatura feminizante (TF) 

En contraste a lo encontrado a TM. a TF el fragmento de Sox9 es visible 

desde la etapa 23 hasta la etapa 25. A partir de la etapa 26 ya no se observa el 

transcrito. Figura 2. Estos resultados coinciden con lo reportado por Torres­

Maldonado y colaboradores (2001a). 

8.3. Densitometria: patrón de expresión de Dmrt1 y comparación con Sox9 

Los datos semi-cuantitativos obtenidos se muestran en las tablas 9, 10 y 11. 

-~~ -:-"'::~~-.. ---·-n,~,...-~~-..__._..,.""':'""'--~-"""""""'"' 

-ó 
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Los valores de la tabla 9 se usaron para establecer los niveles de 

transcritos en el patrón de expresión de Dmrt1 y los valores de la tabla 11 para 

realizar la comparación entre Dmrt1 y Sox9. 

8.3.1. Dmrt1 

La gráfica 1 muestra el nivel de expresión de Dmrt1. Se observaron 

diferencias en el patrón de expresión en ambas temperaturas, a temperatura 

masculinizante (26ºC) se expresó en todas las etapas estudiadas alcanzando un 

pico máximo en la etapa 25. A temperatura feminizante (33ºC) la expresión 

disminuye en la etapa 26 y desaparece en las crías. Los niveles de expresión 

observados a temperatura masculinizante son 3-4 veces mayores· que los 

observados a temperatura feminizante (Grafica 1 ). 

8.3.2. Dmrt1 y Sox9. 

Se observa un nivel mayor de expresión del gen Dmrt1 a TM comparado 

con Sox9 en la misma temperatura, pero Sox9 mostró un nivel mayor de expresión 

a TF. Los dos genes coincidieron en su pico máximo durante la etapa 25 a TM 

mientras que a TF Sox9 muestra un descenso drástico en la etapa 24 comparado 

con Dmrt1 cuyo descenso no es tan marcado, pero Sox9 deja de expresarse en la 

etapa 26 y Dmrt1 continua expresándose aunque en un nivel más bajo y ya no se 

detecta en las crías. El patrón de expresión de Sox9 coincide con los datos 

anteriormente reportados por Torres-Maldonado y colaboradores (2001 a). Ver la 

gráfica 2. 
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- Dmrt1 

- B-actina 

27 28 cría 

- Dmrt1 

- B-actina 

FIGURA 1. Análisis por RT-PCR de gónadas embrionarias de L. o/ivacea para Dmrl1. Se muestran las 
etapas estudiadas en las dos temperaturas de incubación: 33 ºC (TF) y 26ºC (TM). Carril PM: marcador de 
peso molecular (100 pb y ci>X174/Haelll), carriles 23-cría: etapas de desarrollo. La figura muestra un 
experimento de RT-PCR representativo. 
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._sox9 

._13 Actina 

Figura 2. Análisis por RT-PCR de gónadas embrionarias de L. olivacea para Sox9. Se muestran las 
etapas estudiadas en las dos temperaturas de incubación: 33 ºC (TF) y 26ºC (TM).Carril E: 
Marcador de peso molecular (100pb), carriles 26: gónadas de embriones incubados a 26ºC, carriles 
33: gónadas de embriones incubados a 33ºC. Et. 24, 25, 26, 27: etapas de desarrollo La figura 
muestra un experimento de RT-PCR representativo. 

____ ,._...,.,...~------.. -- - . ' 
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Tabla 9. Promedio de la relación Dmrt1/ll-actina (No. de geles analizados) 

J Dmrl1 23 J 24 /-25----,~ -26---,,-27-- l 28 . _ .--J::::::-~"=.ª=-===== 
/ 2s•c 1.47553742 (5) l 2.048155123 (5) / 2.182690659 (5) / 2.153418712 (5) / 1.984453404 (5) l 2.009986672(5L1!:.41~~1!.(~)_J 
1 33ºC 0.816986442 (5) 1 0.345419919 (5) 1 0.346488878 (5) 1 0.301228538 (5) 1 0.087721651 (5) 1 0.060491817 (5) 1 o (5) H - ________ : 

Tabla 10. Promedio de la relación Sox9/ll-actina (No. de geles analizados) 
1 Sox9 l 23 l 24 l 25 'r-'12:.,....;6"-' .. ··=·--=----=--=--"'J"~21"""·~~-... --'--=_ .. _ .. --·__;;---,!f,....2:-..,.;;·9-;o_;_·-·..;.,;c-·--=--·-,;;:__;--=-.. -r:=l c=rí~=~=-----=-~ __ ] 

/ 26ºC i 0.810605855 (7) 1 0.805612936 (8) i 0.949435352 (8) .1 0.927161312 (8) ¡q.859.97~278 (8) .. JI 0.750281411 (5) J 0.552510_1~6@_..J 
l33°C ! 1.001265454 (6) l t015950976 (8) 1 o.54130481 (8) 1 0.049375 (8) ...... J __ o (7L_ _ __ _ _J o (5J. ___ 1 o (3) _ _ ______ _J 

Tabla 11. Promedio de la relación Dmrl118-actina (No. de geles analizados) 

l ~;~1 
: ~~98114259(9) l ~~65057211(11¡ l ~~81460552(9) l ~~21256112(10¡ f ~~i94596~-iüd~~~?8523914j1o¡- :-~~?~5~(~~;} 

l 33ºc 1 o.737550021(8) 1 o.597811574 (10¡ 1 0,523475118 (12) 1 o.411801568 (9J 1 0.20539~01 (8) _j o.1011m37(9J J o_(9J ____ ______ 1 

~ 
O\ 
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Grafica 1. Perfiles de expresión durante el desarrollo gonadal para Dmrt1. En la gráfica se muestran los niveles de transcrito en gónadas 
embrionarias de L. o/ivacea incubadas a TM y TF. En el eje Y se grafica la proporción Dmrttm-Actina y en el eje X las etapas de desarrollo 
analizadas. Se muestran los valores calculados ± la desviación estándar. 
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IX. DISCUSIÓN 

La tabla de porcentaje de identidad muestra que la secuencia parcial de la 

proteína DMRT1 de L. olivacea tiene una alta similitud a la de otras especies, 

particularmente a la tortuga T. scripta con 96.53% de similitud seguida por el 

cocodrilo A. mississippiensis (Smith et al., 1999b) con 88.89%, el pollo G. gal/us 

(Raymond et al., 1999b) con 82.28%, el ratón M. musculus (Raymond et al., 

1999b) con 67.39% y la menor similitud con el humano H. sapiens (Raymond et 

al., 1999a) con 65.27%. Los datos obtenidos muestran que DMRT1 esta 

conservado en los vertebrados. 

Dmrt1 codifica una proteína que pertenece a la familia DM, familia de 

factores de transcripción cuyo dominio DM se une al DNA de forma específica. 

Este dominio esta relacionado con las proteínas codificadas por Mab-3 de C. 

elegans y Dsx de D. Me/anogaster, que también presentan dominio DM. En estos 

invertebrados estas dos proteínas juegan papeles similares en la diferenciación 

sexual, Mab-3 dirige el desarrollo de rayos sensoriales (rayos V) necesarios para 

el apareamiento y previene la expresión de vitelogeninas en el intestino del macho 

y; Dsx controla la formación de los cepillos sensoriales en el sistema nervioso 

central y regula la expresión de proteínas del vitelo en la grasa corporal. El 

dominio DM es dependiente de zinc pero es diferente de un dedo de zinc clásico, y 

es necesario para su función, como lo muestra un experimento llevado a cabo por 

Raymond y colaboradores en 1998 donde mutaciones en el dominio DM eliminan 

la actividad de Mab-3 in vivo. Otro dato importante es que estas dos proteínas son 

similares en función ya que DSXM puede reemplazar a MAB-3 restaurando la 

formación de los rayos sensoriales de machos mutantes a Mab-3. (Coschigano y 

Wensink, 1993; Baker y Ridge, 1980; Shen y Hodgkin, 1988; Erdman y Burtis, 

1993). 
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Grafica 2. Perfiles de expresión durante el desarrollo gonadal para Dmrt1 y Sox9. En la gráfica se muestran los niveles de transcrito en 
gónadas embrionarias de L. olivacea incubadas a TM y TF. En el eje Y se grafica la proporción Dmrt1/8-Actina y Sox9/8-Actina y en el eje X 
las etapas de desarrollo analizadas. 
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El hecho de que Dmrt1 muestre un dominio homólogo con los genes Dsx y 

Mab-3 sugiere que la similaridad de estructura y función de los mecanismos 

determinantes del sexo esta conservada evolutivamente. Basado en esta 

conservación evolutiva, la expresión localizada sólo en las gónadas de humano, 

ratón, aves, reptiles y dos especies de peces (vertebrados que utilizan tres 

mecanismos distintos de determinación sexual) con una expresión dimórfica 

sexual, expresión restringida al testículo en etapas posteriores del desarrollo y 

permanencia específica en el testículo del animal postnatal así como su 

localización cromosómica en una región asociada con la reversión sexual XY en el 

humano y en el cromosoma sexual Z en el pollo sugiere que Dmrt1 es un 

regulador ampliamente conservado del desarrollo sexual de los vertebrados 

(Raymond et al., 1999b; Smith et al., 1999b; Kettlewell et al., 2000; Guijun et al., 

2000 y Marchand et al., 2000) 

Además, los genes con dominio DM son los primeros que muestran 

expresión sexual dimórfica en varios fila de vertebrados e invertebrados con 

localización específica en la gónada, de esta manera Dmrt1 podría representar un 

componente antiguo conservado en la vía de determinación del sexo en los 

vertebrados. 

En la tortuga marina L. olivacea, Dmrt1 se expresó en embriones incubados 

a TM durante todas las etapas de desarrollo en un nivel de expresión mayor que a 

TF, éste fue aumentando a partir de la etapa 24, alcanzando su pico máximo en la 

etapa 25 y, comenzó a descender a partir de la etapa 26. En los embriones 

incubados a TF se registró un descenso gradual a partir de la etapa 26 y ya no se 

detectó en las crías. 
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En L. olivacea el PI, PST y PO se ubican en las etapas 21-22, 23-24 y 25 en 

adelante respectivamente, en embriones incubados a TM (26ºC). A TF (33º) el PI, 

PST y PO se ubican en las etapas 21-24, 24-25 y 25 en adelante respectivamente 

(Torres-Maldonado et al., 2001 a). El pico máximo de expresión encontrado en los 

embriones incubados a TM. posiblemente se deba a que en esta etapa comienzan 

a distinguirse los cordones sexuales, que permanecen continuos con el epitelio 

superficial en algunas regiones, y el descenso en el nivel de expresión registrado a 

partir de la etapa 27 en la misma temperatura de incubación se deba a que en la 

etapa 28 se distinguen los cordones sexuales en la médula, el epitelio superficial 

es delgado y hay pocas células germinales. 

Al comparar el patrón de expresión de Dmrt1 en L. olivacea con otros 

vertebrados también se observó similitud. 

En el ratón, Dmrt1 también se expresa sólo en la gónada, a niveles 

inferiores en los embriones XX comparado con los embriones XY. Se expresa 

antes de la diferenciación testicular en ambos sexos. Aumenta al inicio de la 

diferenciación testicular y desaparece en el ovario. En el ratón, Dmrt1 se localiza 

en los cordones testiculares particularmente en las células de Sertoli y en las CG, 

mientras que los ratones mutantes para Dmrt1, muestran testículos pequeños 

túbulos seminíferos desorganizados y una perdida de células germinales lo que 

pone de manifiesto una falla en la diferenciación del testículo acompañada de una 

muerte de células germinales mas que una transformación de testículo a ovario 

(Raymond et al., 2000) Estos datos sugieren que Dmrt1 podría jugar un papel en 

el desarrollo o función de ambos tipos celulares y tal vez la entrada a meiosis de 

las CG, pero desmiente la idea de que participe en la formación de la gónada ya 

que los ratones mutantes si presentan gónadas aunque de menor tamaño, pero no 

se observó ningún efecto en la diferenciación ovárica (Raymond et al., 

1999b,2000; De Grandi et al., 2000). En su trabajo Raymond y colaboradores 

(1999b) sugiere que Dmrt1 podría activar la transcripción de Sry ya que comienza 
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a expresarse a los 10.5 dpc y Dmrt1 a los 9.5 dpc, aunque aun hace falta 

investigar al respecto para comprobar esta hipótesis. 

A partir de los resultados obtenidos en L. olivacea se sugiere que Dmrt1 

participa en la determinación testicular ya que, además de tener siempre un nivel 

de expresión mayor en los machos, aumenta su expresión en la etapa 24, 

alcanzando su pico máximo en la etapa 25 cuando comienzan los cambios 

histológicos en la gónada que ponen en evidencia el inicio de la diferenciación 

testicular y, de acuerdo con los reportes en el ratón, posiblemente también se 

exprese en las células de Sertoli importantes en el desarrollo testicular. 

En la tortuga T. scripta y el cocodrilo A. mississippiensis, especies que 

presentan DST, estudiaron su expresión durante el PST y por medio de 

hibridación in toto y RT-PCR (en el cocodrilo solo usaron RT-PCR) encontraron 

que tiene un nivel mayor de expresión en TM que en TF (Kettlewell et al., 2000, 

Smith et al., 1999b). Estos datos concuerda con los resultados encontrados en L. 

olivacea pero, en T. scripta reportan expresión de Dmrt1 en el mesonefros de 

embriones incubados a TM, pero en nuestro estudio realizado en L. olivacea no se 

detectó el transcrito en el mesonefros, además en nuestro estudio se realizó un 

análisis de nivel de expresión y se analizaron etapas posteriores al PST 

reportando que en las crías ya no se detecta el transcrito. 

Aún queda por dilucidar cómo es regulado Dmrt1 por la temperatura, si ésta 

regulación es directa o indirecta. Se han formulado dos propuestas: 1) La 

transcripción o estabilidad es controlada por algún factor(es) cuya actividad es 

dependiente de temperatura: inductor a 26ºC ó represor a 33ºC y 2) Dmrt1 podría 

ser una proteína dependiente de temperatura por si mismo y controlar su propio 

nivel de RNAm. Así establecería y mantendría la diferenciación testicular, aquí, 

Dmrt1 inicialmente se expresaría en bajos niveles independiente de temperatura y 

a 26ºC regularía positivamente su propia expresión de RNAm. Sin embargo aún 
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no se sabe con certeza si alguno de los dos mecanismos existe (Kettlewell et al., 

2000). 

En el pollo, por medio de hibridación in toto, Dmrt1 se detectó a un nivel 

mayor en gónadas de embriones machos comparada con gónadas femeninas 

antes y durante la diferenciación gonadal y desaparece posteriormente en las 

hembras. Raymond y colaboradores (1999b) detectaron la expresión de Dmrt1 

también en los conductos de Wolf cuando se esta formando la cresta urogenital, 

pero el equipo de Shan y colaboradores (2000) usando northern blot e hibridación 

in toto, solo lo detectaron en la gónada. Estos datos también concuerdan con 

nuestros datos ya que en L. o/ivacea también se expresa en niveles mayores a TM 

que a TF. Aunque en el pollo, por su localización en el cromosoma Z, se le ha 

vinculado como el factor determinante del sexo en las aves. Se postula que en los 

machos que poseen dos cromosomas Z hay dos copias de Dmrt1 necesarias para 

la formación del testículo y que en las hembras con un cromosoma Z, con una sola 

copia o con la acción de genes ligados al cromosoma W, se induce la 

diferenciación ovárica (Nanda et al., 1999). 

Por esta razón, Dmrt1 podría ser el factor regulador temprano en la via de 

determinación del sexo en las aves, ya que es el único gen regulador masculino 

que ha sido localizado en los cromosomas sexuales de las aves y es posible que 

haya sido reclutado como un factor regulador temprano en la vía de determinación 

sexual (Shan et al., 2000). 

Por otra parte, Hori y colaboradores (2000) encontraron una forma alterada 

del gen PKCIW, inhibidor de la proteinasa C, que se localiza en el cromosoma W, 

al cual designaron como Wpkci, O'Neill y colaboradores (2000) se refieren al 

mismo gen como ASW (~vian Sex-specific W-linked). Este gen también se 

encuentra en una copia en el cromosoma Z. Se expresa en la cresta urogenital 

femenina previo a la diferenciación sexual, con mayores niveles en la cresta que 
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en el mesonefros. Se detecta con mayor expresión en la médula comparado con la 

corteza del ovario en desarrollo, aunque disminuye en etapas posteriores 

(Revisado por Ellegran H. 2001). En contraste con Dmrt1, este gen también se 

expresa en varios tejidos de los pollos femeninos adultos, por esta razón Dmrt1 

continúa siendo un fuerte candidato como el determinante sexual en aves, además 

de que también esta conservado en su localización en el cromosoma Z de otras 

tres aves galliformes (Nanda et al., 2000). 

Correlacionando el patrón de expresión de Dmrt1 con los periodos de 

desarrollo embrionario de L. olivacea, se sugiere que Dmrt1 no participa en la 

determinación sexual femenina de L. o/ivacea ya que continúa su expresión 

después de que los embriones incubados a TF están comprometidos (etapa 25-

26) a seguir la vía de diferenciación hacia ovario, pero si participa en la 

determinación sexual masculina que están comprometidos hacia la vía masculina 

en la etapa 24-25 además, el aumento en la expresión de Dmrt1 ocurre durante el 

PST, lo que sugiere que la expresión de Dmrt1 es regulada por la temperatura 

como en A. mississippiensis y T scripta. 

En cuanto a la comparación del patrón de expresión de Dmrt1 con Sox9 en 

nuestro estudio se encontró un patrón muy similar en contraste con los reportes en 

el pollo, cocodrilo y la tortuga T scripta donde Dmrt1 precede la expresión de 

Sox9. En los embriones incubados a TM ambos genes se expresaron en todas las 

etapas analizadas, pero el nivel de expresión de Dmrt1 fue mayor que el nivel de 

Sox9. 

Por otro lado, el gen Dax1, otro gen identificado en L. olivacea, mantiene su 

expresión en las gónadas, en niveles semejantes en todas las etapas estudiadas a 

TF. A TM disminuye en la etapa 26, cuando ya esta determinado el testiculo, lo 

que sugiere que Dax1 participa en la diferenciación del ovario en esta especie 

(Torres Maldonado, 2001 b). 
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Los resultados en L. o/ivacea apoyan la hipótesis de una implicación 

importante para Dmrt1 en la determinación y/o diferenciación testicular en los 

vertebrados. 

Los hallazgos presentados anteriormente sugieren que aunque las vías de 

determinación del sexo han experimentado cambios evolutivos, en particular los 

factores reguladores tempranos, algunos genes reguladores tardíos como Dmrt1 

están altamente conservados en sus funciones en diferentes vías de la 

diferenciación sexual. Los genes reguladores tempranos en los cromosomas 

sexuales son esenciales para disparar una cascada de interacciones que 

involucran diferentes genes ligados al sexo y genes autosómicos que gobiernan el 

desarrollo de los órganos reproductores y las características sexuales 

secundarias. Esto concuerda con el punto de vista de que son más tolerados los 

cambios al inicio de la cascada génica que en niveles inferiores (Marin y Baker, 

1998) y es posible que en las aves, Dmrt1 haya sido reclutado como un factor 

regulador temprano en la vía de determinación sexual (Shan et al., 2000). 

, ··---·~·-·~-~-:----~----~--~··----,-,,.-:.--2-=,,,"",· = __ .,,_='='-=,'=--~· .,,.,,~~~ 
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X. CONCLUSION 

. ., Las diferencias en los niveles de expresión del gen Dmrt1 por efecto de la 

temperatura anteceden a las diferencias del gen Sox9. El nivel de Dmrt1 es 

mayor a TM cuando el de Sox9 es similar a las dos temperaturas. Esto 

sugiere que el gen Dmrt1 pudiera participar en la inactivación del gen Sox9 

a TF. 
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XII. ANEXO 1 

Alineación de secuencias de aminoácidos de la proteína de DMRT1 

Dmrt1 (doublesex and mab-3 related transcription factor 1) 

Homo sapiens. Completa. 

Mus muscu/us. Completa. 

Gallus gallus. Parcial. 

Alligator mississippiensis. Parcial. 

Trachemys scripta. Parcial. 

Lepidochelys o/ivacea. Parcial. 

Humano 
Ratón 

Humano 
Ratón 
Pollo 
Trachemys 

Humano 
Ratón 
Pollo 
Cocodrilo 
Trachemys 
L.olivacea 

Humano 
Ratón 
Pollo 
Cocodrilo 
Trachemys 
L.olivacea 

Humano 
Ratón 
Pollo 
Cocodrilo 

MPNDEAFSKPSTPSEAPHAPGVPPQGRAGGFGKASGALVGAASGSSAGGS 
MPNDDTFGKPSTPTEVPHAPGAPPQGKAGGYSKAAGAMAGAAGGSGAGGS 

SRGGGSGSGASDLGAGSKKSPRLPKCARCRNHGYASPLKGHKRFCMWRDC 
--GGASGSGPSGLGSGSKKSPRLPKCARCRNHGYASPLKGHKRFCMWRDC 

PGAG-KKLPRLPKCARCRNHGYSSPLKGHKRFCMWRDC 
GHKRFCMWRDC 

QCKKCNLIAERQRVMAAQVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAAELLVKRE 
QCKKCSLIAERQRVMAAQVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAAELLVKRE 
QCKKCSLIAERQRVMAAQVALRRQQAQEEELGISHPVPLPSAPEPVVKK-

SL IAERQRVMAAQVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSATELFVKKE 
QCKKCSLIAERQRVMAAQVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAPKLFVKKE 

QVALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAPELFVKKE 

NNGSNPCLMTECSG-TSQPPPASVPTTAAS-EGRMVIQDIPAVTSRGHVE 
NNASNPCLMAENSS-SAQPPPASTPTPAAS-EGRMVIQDIPAVTSRGHME 
SSSSSSCLLQDSSSPAHSTSTVAAAAASAPPEGRMLIQDIPSIPSRGHLE 
NSGGSSCLLLESSSPTHSTSTVTTVSTSPS-EGRMLIQDVPSITSRGHLE 
NNGGSSCLLLESSSPTHSTNTATTASTTPS-EGRMLIQDIPSITSRGHLE 
TNGGSSCLLLENSSPTHSTNTATTASTTPS-EGRMLIQDIPSITSRGHLE 

NTPDLVSDSTYYSSFYQPSLFPYYNNLYNCPQYSMALAADSASGEVGNPL 
NTSDLVSDPAYYSSFYQPSLFPYYNNLYNYPQYSMALSAESSSGEVGNSL 
STSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYNNLYNYSQYQMAVATESSSSETGGTF 
STSDLVV 

Trachemys STSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYNNLYNYSQYQMAVASDSSSSDMGGTL 
L.olivacea STSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYNNLYNYSQYQMAVASESSSSDMGGTL 



Humano 
Ratón 
Pollo 
Trachemys 
L.olivacea 

Humano 
Ratón 
Pollo 

Humano 
Ratón 
Pollo 
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GGSPVKNSLRGLPGPYVPGQTGNQWQMKNMENRHAMSSQYRMHSYYPPPS 
GGSPVKNSLRSLPAPYVPAQTGNQWQMKTSESRHPVSSQYRMHSYYGPPS 
VGSAMRNSLRSLPATYMSSQSGKQWQMKGMENRHAMSSQYRMCSYYPPTS 
AGSPVKNSLRSLPATYMSSQSGNQWQMKSTESRHAMSSQYRMHSY 
VGSPVKNSLRSLPATYMSSQSGNQWQ 

YLGQSVP------QFFTFEDAPSYPEARASVFSPPSSQDSGLVSLSSSSP 
YLGQSMS------QILTFEEGPSYSEAKASVFSPPSSQDSGLVSLSSSSP 
YLGQGVGSPTCVTQILASEDTPSYSESKARVFSPPSSQDSGLGCLSSS--

ISNKSTKAVLECEPAS-EPSSFTVTPVIEEDE-­
MSNESSKGVLECESASSEPSSYAVSQVLEEDEDE 
---ESTKGDLECEPHQ-EPGAFAVSPVLEGE---

El dominio DM esta subrayado y el fragmento amplificado en negritas. 
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16 al FPT il is downregulaled coinciding wilh the onsel oflhe ovarian morphologic diJren:ntiation and female sex detennination. Al 
17 MPT bowever, male sex is dele~ early than al FPT in still unditferentiated gonads suggesting thal other genes maintain Sox9 
18 expression in t.estis. Here we used R T-PCR to sludy the expression profiles of Daxl, Dmrtl, and Sox9 in ganada of embcyos of L. 
19 olioocea incubated al MPT oral FPT. Tbe profiles were correlated wilh sex determination during and aJ\er lhe temperaluro-senaitive 
20 period (TSP). Doxl main~ similar levds al bolb temperalures during lhe TSP. Tbe Daxl expression level increased significanlly 
21 in ovaries compiued to testes al stage 27, once they were morphologicaDy distincL 'Ibe expression levcla of Dmrtl were higber at 
22 MPT than al FPT al aD stages, in contrasl wilh Sox9 levcls whicb were similar al both temperalures at stages 23-25. Togelhei-, 
23 cunenl results suggesl that, whereas Doxl is nol involvcd in TSD in L. olioacea, upregulation of Dmrtl and downregulation of Sox9 
24 may play a role in maJe and female sex determination, respectively. 
25 C 2002 Publisbed by Elsevier Science (USA). 

26 kyworth: Tcmpcialure ..,.-det.c:nnination (TSD); Dmrtl; .Daxl; Sox9 

27 t. lntrodoctioa 

28 Vertebrates exhibil at lcast thrce di.fferenl scx-<ieter-
29 mining mechanisms. Wbercas in mammals the male is 
30 thc hcterogamctic scx (X or Y spcnns), in birds thc 
31 hctcrogametic scx is thc femalc (Z or W oocytes). Thc 
32 third mcchanism is found in scvcral spccies of reptiles 
33 laclcing scx chromosomes. In thcsc spccics, tempcraturc 
34 determines scx at a critical stage ·or development (Bull, 
35 1980). 

• Corn:spondiag aulhor. Fu: +.525-5622-3897. 
ErmaJI adtlrus.· men:hant@5Cl'vidor.unam.mx (H. Merchanl La­

rio9). 

In mammals sex determination dcpends of the gene 
Sry (Koopman et al., 1991; Sinclair et al., 1990). In birds 
and reptiles no Sry homologue has beco found, but 
homologues of scveral other mamrnalian sexual genes 
have bcen identi.fi.cd (Smith et al., 1999a; Spotila et al., 
1998; Western et al, 1999). Among thcm Daxl has boen 
studicd in severa! vcrtcbrates. Daxl cncodes an atypical 
member of thc nuclear rca:ptor family that retains thc 
consccvcd ligand-binding motif but· lacla thc zinc-finger 
DNA-binding motif (Z.anaria et al., 1994). In thc mousc, 
Daxl cxpression has bcen detectcd during the first stap 
of gonadal and adrenal dc:vclopment, its exprellion 
pcnisu in ~ dcveloping ovary but dccrcaaca in thc 
tcstis coinciding with Sry activation and tcstis difbm­
tiation (Swain et al., 1996). Daxl gene homologues haw 

0016-648Ml2/$ - ..., fronl matter O 2002 Publilbed by ElaeYier Science (USA). 
P1I: S0016-6480(02)00511-7 
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bccn found in the chicken (Smith et al., 1999a; Smith 
and Sinclair, 2001) and in .A.lligator mississippiensis, a 
specics with tcmpcrature sex-determination (TSD) 
(Western et al., 2000). Although in the two latter species 
it was found that Daxl is exprcsscd in cmbryonic go­
nads of both scxes, its levels were not determined. 

showed that downrcgulation of Sox:9 coincides with fe­
male scx detcrmination, mate determination ooeurs one 
or two stagcs earlier, when this gene is exprcsscd in 
gonads of cmbryos incubatcd at both tcmpcraturcs. 
Thus, it is rcasonable to postulate that other gcnc(s) 
placed upstrcam of Sox9 rcspond carlicr to scx-detcr­
mining tcmperature in L. olivacea. 

107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 

On the other hand, Dmrtl encodes a transcription 
factor with a DM domain, a DNA-binding domain 
identified in the sexual regulators of Drosophila mela­
nogaster (double sex) (Erdman and Burtis, 1993) and 
Caenorhabditis elegans (mab-3) (Raymond et al., 1998). 
DM domain genes have bcen implicated in sexual de­
velopment in vertcbratcs as well. Expression of Dmrtl is 
sexually dimorphic in mouse, chicken, alligator, and 
red-eared slider turtle. In mousc embryos, Dmrtl is ex­
pressed in carly genital ridgcs of both sexcs and then 
increascs in testis but decreascs in ovaries (Raymond et 
al., 1999). In the chicken, the Dmrtl gene is found on the 
Z chromosome, suggesting that two doses of Dmrtl 
might be necessary for testis development, whercas a 
single copy may lcad to female sexual diffcrentiation 
(Nanda et al., 1999). In addition, the Dmrtl gene shows 
double gonad-specific exprcssion in developing ma1e 
gonads, comparcd with fcmale gonads; this differcncc is 
evident bcforc and during the time of gonadal scx dif­
fercntiation (Raymond et al., 1999; Smith et al., 1999b). 
In the alligator, Dmrtl gene expression is initially de­
tectable by RT-PCR in the urogenital systcms of cm­
bryos incubated at both male- (MP'I) and female­
promoting (FP11 tcmpcratures. However, gonadal ex­
prcssion subsequently becamc higher in male cmbryos 
than in fcmale cmbryos (Smith et al., 1999b). In the 
frc:sh water turtlc Trachemys scripta, Dmrtl cxprcssion is 
highcr at MPT than at FPr during the thermosensitive 
pcriod (TSP) (Kettlcwell et al., 2000). 

In the prcsent work, we used RT-PCR to make the 
mRNA exprcssion profilcs of Daxl and Dmrtl in go­
nads of L. olivacea during and after the TSP and com­
parcd these profilcs with the exprcssion profile of Sox9. 
The rcsults wcre correlatcd with scx detcrmination in 
this species. 

. 116 

The Sry-relatcd gene Sox9 is uprcgulatcd in malc 
gooads of mousc and chicken (Kent et al., 1996; Morais 
Da Silva et al., 1996). In reptiles laclcing sexual chro­
mosomcs, the Sox9 gene is also upregulatcd in malc 
gonads. Thrcc species with TSD have becn studicd: the 
red-eared slider turtle T. scripta (Spotila et al., 1998), the 
American alligator A. mississippiensis (Western et al., 
1999), and the Olive ridlcy L. olivacea (Morcno-Mcn­
doza et al., 1999). 

In L. olivacea the MPT are 26-27 °C and the fcmale 
promoting FPr are 32-33 ºC, the TSP occurs betwccn 
stagcs 21 and 26 (Merchant-Larios et al, 1997). In this 
specics, Sox:9 exprcssion in the gonads is rcgulated by 
tempcrature: whercas it is expresscd in both MPr and 
FPT at stagcs 21-25, it is downrcgulated at FPT from 
stage 26 and onwards (Moreno-Mendoza et al., 1999). 
Shifüng embryos or isolated gonads from MPr to FPr 
rcvcalcd that Sox:9 downrcgulation oocurs at the onsct 
of morphological dül'erentiation of the ovarics in vivo 
(Torrcs-Maldonado et al, 2001) and in vitro (Morcno­
Mendoza et al., 2001). Although shifting expcrimcnts 

2. Materials and metbods 

2.1. Embryos 

Freshly laid eggs of L. olivacea (olive ridlcy} werc 
collectcd at La Escobilla bcach on the Pacific Coast of 
Oaxaca, Mcxico (96"27'16''W, ISº40'36'"N). The eggs 
werc transportcd to the laboratory in Mcxico City and 
incubatcd at 26 ºC (MPT) or at 33 ºC (FP11. Embryos 
werc samplcd at stages 23--28 and at hatching according 
with Miller's criteria. 198S. All protocols dc:scribed wcrc 
approvcd by local animal rights committccs of the Sec­
rctary for Environment and Natural Rcsouroes 
(SEMARNA T) and the Natiooal Autonomous Uni­
versity of Mexico. 

2.2. Total RN.A. isolation and RT-PCR 

Urogenital complcxcs werc disscctcd out from cm­
bryos incubatcd at 26 ºC (MPI) or al 33 ºC (FP'I). 
Gonads wcrc separated from the adjaocnt mcsonephros 
and frozcn in an Eppendorf tubc in variable numbers 
dcpcnding on the development stage: Four gonads at 
stage 23 (2 cmbryos); two gonads at stagc 24, (1 cm­
bryo), and one gonad at stagcs 25-31, (1 embryo each). 
Expcriments were repeatcd five times for cach stage. 

Gonadal tissue was frozcn and stored at - 70 °C. 
Total RNA was prepared homogenizing the tissue in 
100 µl Triz.ol rcagent (Lifc Technologies Invitrogen) and 
SO µl chloroform was addcd. The aqucous pbase was 
prccipitated in 150 µI isopropanol at 4 ºC ovemighL The 
RNA pcllet was rinsed in 7S% cthanol and resuspcnded 
in 12 µl DEPC-treatcd ddH20 and immediatcly u.sed for 
RT-PCR. Reverse transcriptasc-polymerasc chain reac­
tion (RT-PCR) amplifications wcre pcrformcd using two 
degcncratcd primcrs designcd from comerved amino 
acid sequcnces of DAXl protcin from A. núuú.ñppiouü 
(Western et al, 2000), G. galbu (Smith et al, 1999a}, M. 
mu.sc:uJw (Swain et al., 1996), and H. sapieru (Guo et al, 
1996). The sensc primer was Daxl-1: S'-ACC AAG 
GAG TACJT GCA/c.tr/G TActr CT-3', the anmemc 
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157 primer was Daxl-2: 5'-TCC AGA/CTr/G AGC ATNG 
158 TCA/G TCC AT-3', this primer amplifics a 271-bp 
159 fragment. For the Dmrtl gene we used thc previously 
160 rcportcd primcrs: JK41: 5'-CGC AGG TTG CAT TGA 
161 GAA GGC AGC-3' (sense), JK.42: 5'-TCT GCC ATT 
162 GGT TTC CTG ATT GGC-3'(antiscnsc) (Kettlewell et 
163 al., 2000), thesc primers amplify a 473-bp fragmenL For 
164 cxpression control, amplification of j}-actin mRNA was 
165 pcrformcd using the following primers: Actin 1: 5' -TGG 
166 ATG ATG ATA TTG CTG C-3' (sense), Actin 2: 5'-
167 ATC TTC TCC ATA TCA TCC CA-3'(antiscnse) (Kost 
168 et al., 1983). The actin primcrs produce a 252-bp frag-
169 ment. 
170 RT-PCR reactions were carricd out by means of the 
171 One Stcp RT-PCR Kit (Llfe Tcchnologics lnvitrogcn), 
172 using 3 µl total RNA pcr rcaction, 1 x buffer rcaction 
173 mix containing 0.2mM of each dNTP, l.2mM MgS04 , 

174 and 0.2 µM j}-actin primers or 0.3 µM of Daxl oc Dmrtl 
175 primers in separate tu bes, in a total volume of 20 µl. Ali 
176 rcactions for Dmrtl contained 6% DMSO. cDNA syn-
177 thcsis was pcrfonned at 50 ºC for 30 min and amplifi-
178 cation conditions were: 94 ºC/5 min (once) for initial 
179 dcnaturation, 94ºC/30s for denaturation, 56ºC (j}-ac-
180 tin) 60 ºC (Daxl) and 63 ºC (Dmrtl)/60 s for anncaling, 
181 72"C/60s for cxtcnsion (35 cycles), and 72ºC/10min 
182 (once) for final extcnsion. To confino that thc amplificd 
183 products did not come from gcnomic DNA, we uscd a 
184 control sample with total RNA without reverse tran-
185 scriptasc and with only Taq DNA polymerasc in thc RT-
186 PCR cxpcriments. Ten microliters of cach RT-PCR rc-
187 action wcrc elcctrophorcscd on a 2.5% agarosc gel with 
188 0.1 µg/ml ethidium bromide in TAE 1 x buffer (Sam-
189 brook and Russell, 2001). 

190 2.3. &quences and analysis 

191 The idcntity of the amplificd fragments was con-
192 firmcd by automatic sequencing. Ali sequcnccs 'WCre 
193 bidircctionally determined with an ABI PRISM 310 
194 sequenccr, based on fiuoresccnt PCR sequencing (Pcr-

Table 1 
PartiaJ Sequcoce alignmait of OAXl in some vertebrata 

kin-Elmcr). All nuclcotide scquences wcrc submitted to 
GcnBank and the protcin sequencc was dcduccd. 

Homology analysis of the amino acid sequcnce 
alignmcnts of L olivacea and other vertebrales was 
perfonned with MEGA (Molecular Evolutionary Gc­
netic Analysis) software (Kumar et al., 1993). 

2.4. Densilometry 

Gcls were visualizcd by UV transillumination and 
photographcd with a DS-34 Polaroid camera; the in­
tensity of each band was quantified by densitometry 
using the Scion Image program (Beta 4.0.2. Scion Im­
age. Copyright 1997-2000 Scion Corporation). The 
scmiquantitativc rcsults are expressed as arbitrary units 
of the ratio bctwcen the mRNA levels of the studicd 
gene (Dax/ or Dmrtl) and j}-actin. The ratios of the five 
samples .analysed pcr stage wcre averagcd and the mcans 
(±SD) is shown in the graphics. To compare the ex­
pression profile of the genes Daxl and Dmrtl with the 
cxpression profilc of Sox9, the ratio betwcen Sox9 and 
f}-actin was plottcd, using the RT-PCR rcsults of our 
previous papcr (I'orrcs-Maldonado et al, 2001). 

3. Resalts 

The Do.xi fragmcnt amplificd with the pair of oligo­
nuclcotides dcsigncd for thc prcscnt study was identificd 
by sequcncing (GenBank Acccssion No. A Y077685). 
Table 1 shows the DAXI amino acid partial sequencc 
alignmcnt with the sequencc of other vcrtcbratcs and the 
comparative idcntity bctwcen thcm. Amino acid idcntity 
of the partial sequencc of DAXI of L. o/ivacea with 
other vertebrates is: human 73.07"/o, mousc 67.7"/o, 
chickcn 90.32"/o, and alligator 90.13o/o. Tbe highcst 
idcntity of the Olive ridlcy was with chickcn. and thc 
lowcst with alligator and mouse (Table 2). 

The Dmrtl fragment amplificd with the pair JK41 
and JK.42 oligonuclcotides was idcntificd by sequcncing 
(GcnBank Accession No. AF335421). The nuclcotide 

Humaa 
Mou.e 
CbickOD 
Alliptor 
Oliw ridJey 

Ul1929 
t.U1S68 
AF202991 
AFIR0295 
AY0776115 

TKJIYAilJl:GTVLnlPDVPGLQCVJtYI QGLQWGTQQILSBRTIUITBQGPHDRJ'I:S 
TKXYAilJl:GTVLl'líPDLPGLQCVltYIB GLQWRTQQILTJmIJUlllQRBYQIRSil 
TXfiAilJl:GTVLnl'DLPGLQCTQYIEOLQK.EAQEALNEHVRLDIRODQARFAX 
PKXYA IlJl:GA VLJ'llPDLPGLQCTQYIQOLQRllAQQALlllllHVRLIBRGDQARJ'il 

- o 

Humaa 
Mou.e 
Chicken 
ADiptor 
Olive ridJey 

Ul1929 
U.1568 
AF2tl2991 
AFl80295 
AY077685 

TKJIYA IlJl:GT VLl'IJPDLPGLQCVQYIQG~QQALlfllRVRLLBRGDQARJ'il 

LllJSTL:l'LLRJ'I•AlllVIA JII.nRPIIGTVSllDDllllL 
Llll'SAL:l'LLRJ'USDVVT JII.nRPIIGAVSllDDIDIL 
LllJVVLSLLRSI•AJrVIA JII.nRPIIGTVJlllDDllLL 
LllJIALSLLRSI•AB'~~~~~~~~~ 

LllJVVLSLLRSI•AJrVIA JII.nRPIIGTVJIJIQDllRD 
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Table 2 
OAXI amino a.cid aequence identitiea in some vertebrales 

ldeatity ("/o) 

Human Mouse Oticken Alligator Olive ridley 

Human 100 
Mouse 78.0S 100 
Chickcn 73.07 72.01 100 
ADigator 67.6 66.17 90.13 100 
Olive rid1ey 73.07 67.7 90.32 90.13 100 

scquence was translated into the amino acid sequence 
and compared with corresponding sequences of other 
vertebrates (Table 3). The identity of DMRTI of L 
olivacea with other vertebrates is: human 65.26%, mousc 
67.38o/o, chicleen 82.27°/o, alligator 88.89%, and red-eared 
slider turtle 96.52°/o. The highest similarity of the Olive 
ridley was with the red-cared slider turtle and the lowest 
bctween chicleen and human (Table 4). 

Fig. IA shows the expression of Daxl dctccted by 
RT-PCR in gonads from embryos at MPT (26°C) and 
FPT (33 °q. A 252-bp fragment of ~actin was usc:d as 
interna! expression control. Although the 271-bp frag­
ment of Daxl was detected in ali samples, its intcnsity 
differed. Whereas at stages 23-26 the band intcnsities 
wcre similar at both tcmpcratures, at stage 27 the band 
intensity showcd a clcar decrcment in gonads from 
cmbryos incubated at MPT. The expression profiles of 
Daxl at MPT and FPT showed no significant dilfercnces 
at stages 23-26. Only at stagc 27 of FPT a signifi.cantly 
higher cxpression lcvel of Daxl was found (Fig. 1 B). 
The RT-PCR analysis of Dmrll expression is shown in 
Figs. 2A and B. The 473-bp fragmcnt of Dmrll was 
dctected in gonads of L olivacea at all stages of MPT 

Table 3 
Partia1 :ocqucoce aligument or DMR TI in somc -.ertebnua 

(Fig. 2A). At stagcs 23-25 thc band intcnsitics wcrc 
similar, thcy increasc:d at stagcs 26 and 27 and at stagcs 
28 and 31 thcy were similar to the intensities shown at 
stagcs 23-25. In contrast. with FPT the Dmrll fragment 
was dctectcd only at stagcs 23-25. 

The cxpression profiles of Sox9 showcd that the lcvcls 
of exprcssion are similar at both tcmperaturcs for stages 
23-25. From stage 26 onwards a dramatic fall of ex­
pression occurs with FPT (Fig. 3). 

The levels of expres.sion of Dmrll showcd a profilc 
246quite dilferent to thc Daxl profiles. Although at stage 23 

the Dmrll cxprcs.sion levels werc not significantly dif­
ferent at MPT and FPT, the lcvels were significantly 
higher at MPT than at FPT from stage 24 onwards. At 
FPT, the low leve! of mRNA expres.sion of Dmrtl de­
crcased at stage 27 and disappeared at stage 31 (Fig. 
2q. 

The expres.sion profilcs of Daxl, Dmrll, and Sox9 in 
gonads of cmbryos incubatcd at MPr or at FPT are 
shown in Fig. ID, Fig. 2C and Fig. 3, rcspectivcly. At 
stagcs 23-25 the levels of exprcs.sion of Daxl and Sox9 
did not show differences significant in cmbryonic gonads 
incubated at both tcmpcraturcs. At stage 26, however, 
the cxprcssion leve! of Sox9 dccreased dramatically 
whereas the leve! of Daxl showed a significant decrcasc 
only at stagc 27 (Fig. 1 B and Fig. 3). 

4. DiSC!!Mioe 

The similarity of the DAXI a.mino acid partial sc­
quence of thc Olive rid.ley with human and mousc was 
lowcr than the similarity with chicken and alligator. The 

HumaD. 
M""*' 
Chicl<en 
All.igator 
Rc:d-eand" 
Olive ridlcy" 

AFl30728 
AF192561 
AFl23456 
AF192560 
AF201387 
AF33S421 

QVALRRQQAQKKKLGISHPIPLPSAAJILLVJaUalJIGSBPCLllTBCSG-TBQPPPASVPTT 
QVALRRQQAQKKKLGIBHPIPLPS~VXllBBliASBPCUlAXli'BB-BAQPPPASTPTP 

QVALRRQQAQKKKLGISHPVPLPSAP.KPVVXX-SBSSBSCLLQDSSSPAHSTSTVAAAAA 
QVALRRQQAQKKKLGISHPI PLPSATlllJVIIOl5BGGSBCLLLBSSSPTHSTBTVTTVST 
QVALRRQQAQKKKLGISHPIPLPSAP~GGBSCLLLllSSSPrHBTlllTATTAST 

QVALRRQQAQKKKLGISHPIPLPSAPB13VKKBTHGGSBCLLLJDIBSPl'HSTlllTATTAST 

HumaD. 
Mou... 
Chicl<en 
Alligator 
Red-ean>d 
OJhre ridloy 

HUID&D. 
Mome 
Chicl<en 
Red-eared 
Olive ridloy 

AF130728 
AF192561 
AF123456 
AFl92560 
AF201387 
AF33S421 

AF130728 
AFl92561 
AF1234S6 
AF21l13117 
AF33S421 

AAS-KGRllVIQ.DIPA VTSRGHVlDI TPDLVBDSTYYBB.l'YQPSLn'YYJIJILYJl"CPQYBllAL 
AAS-KGRllVIQ.DIPAVTSRGHlllDITBDLVBDPAYYSS.l'YQPSLn'YYJIJILYllYPQYBllAL 
SAPPKGRllLIQ.DIPSIPSRGHLBSTSDLVVDSTYYBS.l'YQPBLYPYYJlllLYBYSQYQIL\V 
SPS-KGRllLIQ.DVPSITSRGHLJl:STSDLVV·~~~~~~~~~~~~~~ 

TPB-KGRllLIQ.DIPBITSRGHLKSTSDLVVDSTYYSS.l'YQPSLYPYYJIJILYJl"YSQYQllAV 
TPS-KGRllLIQDIPSITSRGHLJl:STBDLVVDSTYYBS.l'YQPBLYPYYJOrLYllYSQYQllAV 

AADSASGB'VG!IPLGGSPVXJfSLRGLPGPYVPGQTG•QWQ 
SABSBBG:SVG•SLGGBPVXJfBLRBLPAPYVPAQTG•QWQ 
ATJISBSSJITGGT7VGBAKDJBLRBLPATYllS8QSGKQWQ 
ASDSSSSDMGGTLAGSPVXJfBLRSLPATYllSSQSG•QWQ 
ASllSSSSDllGGTLVGBPVJDJBLRSLPATYllBBQSG•QWQ 
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Table 4 
DMRTl amino acid scqucnce idcntitics in !lome vcrtcbratcs 

ldentily (o/o) 

Human Mousc 

Human 100 
Mousc 85.98 100 
Chickcn 59.32 62.17 
ADigator 62.94 62.94 
Red-ea red' 65.96 65.96 
Olive ridlcy• 65.26 67.38 

ª Trachemys scripta. 
b úpUJoch~l_vs olivacea. 

A MPT 

M 23 24 25 26 27 
300bp -

200bp -

300bp -

200bp -

M 23 24 25 26 27 

Chickcn 

100 
79.56 
80.86 
88.89 

FPT 

M 23 24 25 26 27 

- -- -- - --

M 23 24 25 26 27 

Atligator 

100 
90.12 
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alligator DAXI. Howcvcr, currcnt results suggcst that 
thc similarity of DAXI bctwccn diffcrent groups of 
vcrtebrates is low. Daxl is X-linked in human and 
mouse (Zanaria et al., 1994; Swain et al., 1996), but is 
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Fig. J. Profile tcvels of cxpression or Sox9 analyscd by densitomeuy. 
Results are shown as Sox9/P-actin ratio analysed in gonads incubated 
al MPr (O} or FPT (A) at stagcs 23-27. 

autosomic in marsupials (Pask et al., 1997). lts chro­
mosomal localization in chicken, alligator, and Olive 
ridley are still unknown. 

The role of Daxl during gonadal devclopmcnt ap­
pears to be divcrse in dilferent groups of vcrtcbratcs. In 
mouse, Dax/ cxprcssion is dctected early in malc and 
female gonads and is downregulated in males (Swain et 
al., 1996). Strains of transgenic mice carrying weak al­
leles of Sry together with extra copies of Daxl can show 
malc to femalc sex reversa! suggesting that Daxl acts as 
an "antitestis" factor antagonizing Sry function (Swain 
et al., 1998). In thc chicken, however, Daxl is not 
downregulated at the onset of testis dilfcrentiation as it 
is in thc mouse, suggesting that its role is different 
among vertcbrate spccics (Smith and Sinclair, 2001). 

The present data of Daxl expression in L olivacea 
confirm results obtaincd in the alligator .A. mississippi­
ensis, a specics with a dilferent pattern of tempcrature 
sex dctcrmination (Western et al., 2000). Daxl exprcs­
sion was detected during thc thermosensitive pcriod 
(rSP) with both, MPT and FPT. In L olivacea current 
rcsults show that Daxl is exprcssed similarly with both 
tempcraturcs at stages 23-26. Significant dilferences 
bctwccn samples at FPT and MPT wcre dctectcd up to 
stage 27, one or t-wo stagcs after female or male sex 
detcrmination, respectivcly (Merchant-Larios et al., 
1997). Assuming that sex-spccific lcvels of gene exprcs­
sion during the TSP are directly related to sex determi­
nation, the fact that significant dilfcrences of Daxl 
expression were found after the TSP, suggests that this 
gene is not involved in TSD in this spccies. Onc may 
speculate that Daxl in L olivacea may be relatcd to 
functional dilferences bctween ovaries and testes as 
suggested in other spccies (Yu et al., 1998). 

The similarity between DMRTI amino acid partial 
sequence of L olivacea with human and mouse is lower 
than with chicken, alligator, and the red-carcd slider 
turtlc. The highcst similarity comparing the studied 
vertebratcs is bctween the Olive ridley and the chicken 
with 90.32%, the lower is found between the alligator 
and the mouse with 66.17%. 

In mammals, birds, and reptiles, early scx-spccific 
cxprcssion of Dmrtl in gonads suggcsts its possible role 
in sex dctermination (Kettlcwell et al., 2000; Nanda et 
al., 1999; Raymond et al., 1998; Raymond et al., 1999; 
Raymond et al., 2000). In two species with TSD, the 
American alligator and thc red-eared slidcr turtle, scx­
specific Dmrt l expression precedes Sox9 expression in 
males suggesting that Dmrtl may act upstream of Sox9. 

Current results in L olivacea show that the levels of 
Dmrtl expression remain lower at FPT than at MPT as 
in .A. mississipiensis and T. scripta. Since this occurs 
during and after the TSP, it is clcar that Dnirtl exprcs­
sion is regulatcd by tempcrature in thc thrce species. As 
was prcviously found, Sox9 downregulation at stages 
25-26 is related to female sex dctermination in L oliv­
acea (Moreno-Mendoza et al., 1999; Torres-Maldonado 
et al., 2001). In this species howevcr, testis are com­
mitted at stage 24, when Sox9 is expressed similarly at 
both tempcratures. Thus, the higher leve! of exprcssion 
of Dmrtl at MPT than at FPT during the TSP supports 
the idea that Dmrtl may act upstrcam of Sox9 main­
taining its exprcssion in male gonads. Furthermore, the 
finding that there is a correlation between female sex 
detcrmination and downrcgulation of Sox9 and low 
lcvcls of Dmrtl suggest that these two genes are actively 
regulatcd at FPT to allow ovarian commitmcnt and fe­
male scx determination in L olivacea. 
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