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INTRODUCCION.

Generalidades de la especie.

La tortuga marina Lepidochelys olivacea, también conocida por su nombre
comun como tortuga golfina, es la especie mas pequefa (Seminoff et al., 2008) y la
mas abundante de las tortugas marinas en el planeta (Marcovaldi, 2001). Los
adultos alcanzan en promedio 67.6 cm de largo de caparazén y un peso promedio
de 38.1 kg (Marquez, 1996).

La tortuga golfina tiene una amplia y distribucién y se le puede encontrar en

casi todas las areas oceanicas tropicales y subtropicales (Marcovaldi, 2001).

Figura A. Adulto de L. olivacea. (Figura modificada de Marquez, 1990).

En México, la tortuga L. olivacea anida en la costa del pacifico, principalmente
en las playas de los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca (Marquez
et al., 1982). Las playas de anidacién mas importantes a nivel mundial son La
Escobilla y Morro Ayuta en el estado de Oaxaca (Marquez, 1966). La Convencion
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Internacional para el Trafico de Especies (CITES) considera a la tortuga golfina

como una especie amenazada pero no en peligro de extincidn.

Determinacion sexual en vertebrados.

Una de las caracteristicas de los vertebrados es que se reproducen de
manera sexual. Este tipo de reproduccion involucra que en una especie existan
individuos con caracteristicas sexuales dimoérficas, para ello durante el desarrollo
embrionario ocurren procesos que dan lugar a individuos de uno u otro sexo

fenotipico.

Durante el desarrollo embrionario se forman érganos especializados en la
produccion de gametos, ya sean ovulos o espermatozoides, que reciben el nombre
de gbénadas. Al inicio del desarrollo embrionario, las génadas son indiferenciadas y
bipotenciales (Merchant-Larios et al., 2011) ya que morfolégicamente no se
observan diferencias estructurales entre gobnadas de machos y hembras, ademas
de que en este periodo las gbénadas tienen el potencial para diferenciarse
indistintamente hacia ovario o testiculo. Es importante enfatizar que previo a la
diferenciacion morfolégica de la génada, ocurre el proceso de determinaciéon sexual
definida como la decisidon dentro de la gdénada bipotencial para desarrollarse como

un testiculo o un ovario (Barske et al., 2008).

En vertebrados los mecanismos moleculares involucrados en la
determinacion sexual de las gonadas varian enormemente entre las especies.
Principalmente se pueden dividir en 2 mecanismos distintos (Barske et al., 2008):
aquellos que emplean mecanismos genéticos llamada Determinacion Sexual
Genotipica (DSG) y aquellos que emplean mecanismos ambientales, llamada
Determinacion Sexual Ambiental (DSA). En la figura B se puede observar la
distribucién filogenética de los distintos tipos de determinacion sexual en

vertebrados.
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Sensible a

Dependiente hormonas

XXIXY | ZZ/ZW | Homomorfico | Poligenico | de densidad | DST | Otro | externas
Peces X X X X X Si
Anfibios X X Si
Tortugas X X X X Si
Esfenodontes X ?
Serpientes X ?
Lagartos X X X X X Si
Cocodrilos X Si
Aves X X Si
Monotremas X ?
Marsupiales X Si
Euterios X No

Figura B. Determinacion sexual en vertebrados. (Figura modificada de
Barkse et al., 2008).

En la DSG el sexo esta determinado al momento de la fertilizacion y depende
de la carga génica que los gametos aporten al cigoto (Matsumoto et al., 2012).
Existen principalmente 2 sistemas: el sistema de cromosomas XX/XY
(hembra/macho) presente en los mamiferos y en algunos reptiles, aves y anfibios y
el sistema ZZ/ZW (macho/hembra) presente en la mayoria de las aves y en algunos
anfibios y reptiles (Barske et al., 2008). En este tipo de determinacion sexual un gen
determinador sexual se expresa en la gonada indiferenciada de manera transitoria
y dirige el desarrollo de la gonada bipotencial, dependiendo el caso, hacia un ovario

o un testiculo (Nakamura, 2010).

En la determinacion sexual ambiental (DSA) son los factores ambientales
posteriores a la fertilizacion los que influyen en la determinacion sexual del embrion,
estos factores pueden ser, por ejemplo, el fotoperiodo y la temperatura (Rhen et al.,
2010), la humedad (Gutzke et al., 1883), el pH (Rubin, 1985), etc., sin embargo la
forma mas comun de DSA es la determinacién sexual termosensible (DST)
(Nakamura, 2010) en la cual la temperatura de incubacion del embrion durante un

estadio especifico del desarrollo, conocido como periodo sensible a la temperatura
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(PST) determinara el sexo del embridén (Shoemaker and Crews., 2009). La DST fue
descubierta primero en reptiles (revisado en: Merchant-Larios, et al., 2012),
posteriormente también ha sido ampliamente estudiada en distintos tipos de

organismos como peces Yy anfibios (Ciofi et al., 1997).

Determinacion sexual Termosensible.

La determinacion sexual termosensible fue reportada por primera vez en la
lagartija africana Agama agama, por Charnier (1966) y es un ejemplo de plasticidad
fenotipica ya que la diferenciacién de la génada bipotencial hacia testiculo u ovario
esta regulada por la temperatura de incubacion del embridén en desarrollo durante
el periodo termosensible (PTS) (Matsumoto et al., 2012). El PTS se puede definir
como el periodo minimo del desarrollo embrionario en el cual la exposicion de los
embriones a temperaturas masculinizantes o feminizantes resulta en casi un 100%
de machos o hembras fenotipicas (Merchant-Larios, 2001). Los patrones de DST
también se caracterizan por presentar temperaturas pivote. La temperatura pivote
puede definirse como la temperatura en la cual se puede obtener una proporcion
cercana de 1:1 de machos y hembras al ser incubados a una temperatura constante
(Escobedo, 2013; Mrosovsky et al., 1991).

Desde que la DST fue reportada en el lagarto Agama agama, este tipo de
determinacion sexual ha sido ampliamente estudiada en reptiles. Se ha observado
que todos los cocodrilos, los tuataras, algunas especies de lagartijas y varias
tortugas presentan determinacion sexual termosensible (Shoemaker et al., 2009).
Dentro de las tortugas se ha observado que este tipo de determinacién sexual se
encuentra en 5 especies de tortuga marina: Eretmochelys imbricata, Caretta caretta,
Chelonia mydas, Dermochelys coriacea y Lepidochelys olivacea (Merchant-Larios
et al., 1997).

14



La respuesta a la temperatura sigue distintos patrones en las especies de
reptiles que presentan DST. Segun Ewert (1994) existen 3 patrones diferentes en la

determinacion sexual termosensible:

l. Temperatura baja Feminizante, temperatura alta Masculinizante: FM
(Presente en todos los tipos de reptiles, excepto en tortugas).

Il. Temperatura baja Masculinizante, temperatura alta Feminizante: MF
(Presente solamente en tortugas).

1. Temperatura baja Feminizante, temperatura media Masculinizante,
temperatura alta Feminizante: FMF (presente en ciertas especies de

todos los grupos de reptiles).

Aunque aun no se ha descrito por completo el o los mecanismos moleculares
por los que la temperatura induce la determinacion del sexo, se han hecho distintos
experimentos que han dado origen a varias hipétesis al respecto; por ejemplo, la
influencia de hormonas en la determinacion sexual del embridn, principalmente
estrégenos (Pieau et al., 2004), involucrados en el desarrollo del ovario. También
se han realizado experimentos que involucran la expresion de genes relacionados
con los procesos de determinacion y diferenciacion sexual termosensible como
Sox9y Dmrt1, caracteristicos de la determinacion del testiculo, y Fox/1 involucrado

en la determinacion del ovario (Shoemaker et al., 2009).

Determinacion sexual en la tortuga marina L. olivacea.

La tortuga marina Lepidochelys olivacea, también conocida por su nombre
comun como tortuga golfina, presenta determinacion sexual termosensible (McCoy
et al., 1983). Durante el desarrollo embrionario la temperatura influye en la
determinacién sexual del embridn, los embriones incubados a alta temperatura (32-
33°C) se desarrollan como hembras mientras que los embriones incubados a baja
temperatura (26-27°C) se desarrollan como machos (Torres-Maldonado et al.,
2006), este patron de determinacion sexual, de acuerdo a la clasificacion de Ewert
(1994), es un patron de tipo 1.
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En el trabajo realizado por Merchant-Larios et al. (1997) se describi6 el
desarrollo embrionario de L. olivacea. Al incubar los embriones a distintas
temperaturas estos tienen una velocidad de desarrollo distinta, a temperatura
feminizante (TF) de 32°C los embriones se desarrollan mas rapido que a
temperatura masculinizante (TM) de 27°C, esto quiere decir que los embriones en
etapas de desarrollo equivalentes en TM y TF tienen edades distintas. En la figura
C se muestran las etapas de desarrollo de L. olivacea reportadas por Merchant-
Larios et al. (1997) en la que empled la tabla de desarrollo propuesta por Miller

(1985) para las tortugas marinas.

Edad en dias | Etapa embrionaria a | Etapa embrionaria a

TM (27+0.5°C) TF (32+£0.5°C)
15 18-19 21-22
20 20-21 23-24
24 22-23 24-25
27 23-24 25-26
32 24-25 27-28
35 25-26 28-29
40 26-27 29-30
45 27-28 31

Figura C. Tabla de desarrollo embrionario de L. olivacea (modificada de
Merchant-Larios et al., 2010).

La determinacidon sexual en la tortuga L. olivacea durante todo el desarrollo
embrionario se puede dividir en 3 periodos distintos: periodo de sexo indeterminado
(PI), periodo sensible a la temperatura (PS) y periodo de sexo determinado (PD) los

cuales se muestran en la figura D.

Para establecer los tres periodos, Merchant-Larios et al. (1997) realizaron
experimentos intercambiando huevos incubados de TM a TF y viceversa, en
distintas etapas del desarrollo y estableciendo el sexo histolégico de las génadas
(ovarios o testiculos) al momento de la eclosion. Con base en los resultados
obtenidos se pudo conocer en qué etapas los embriones ya tenian sexo
determinado y en las etapas en las que el sexo aun no se habia determinado. Este

trabajo fue repetido por Merchant-Larios et al. (2010) pero aumentando la
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temperatura feminizante de 32°C a 33°C y disminuyendo la temperatura
masculinizante de 27°C a 26°C obteniendo resultados similares. En la Figura D se

pueden observar los resultados publicados por Merchant-Larios et al. (2010).

I !
Et B s

33°C »
I PD
© |
=)
©
(]
o
£
k3
. Et. Et.
26°C 25 31
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Dias de Incubacion

Figura D. Representacion esquematica de los periodos de sexo indeterminado (PI),
sensible a la temperatura (PS) y de sexo determinado (PD) en el desarrllo
embrionario de L. olivacea incubados a TM (26°C) y TF (33°C). (Modificada de
Merchant-Larios et al., 2010).

El periodo indeterminado (PI) abarca las etapas de desarrollo en las que al
intercambiar los embriones de temperatura masculinizante a temperatura
feminizante, o viceversa, el 100% de los embriones responden al cambio
desarrollandose como hembras o como machos respectivamente; es decir, que el
sexo del embrién aun no era determinado por la temperatura inicial de incubacién.

El periodo sensible a la temperatura (PS) abarca las etapas de desarrollo en las que
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al intercambiar los embriones de TM a TF, o viceversa, de manera gradual, un
numero cada vez menor responde a la temperatura de intercambio. Es decir, a nivel
individual, el sexo de los embriones del mismo nido se determina de forma
heterogénea durante el PS. Finalmente, el periodo de sexo determinado (PD)
abarca las etapas de desarrollo en las que los embriones, al ser intercambiados de
TM a TF, o viceversa, el 100% ya no responden al cambio de temperatura, es decir,
su sexo fue determinado por la temperatura previa de incubacién en todos los

embriones (Merchant-Larios et al., 2010).

Genes involucrados en la determinacion sexual termosensible.

Los mecanismos de determinacion sexual fueron descritos primeramente en
mamiferos donde han sido ampliamente estudiados. En mamiferos placentados se
encontro el gen Sry (sex-determining region Y) ubicado en el cromosoma Y. Este
gen es un factor de transcripcion de gran importancia en la determinacion sexual ya
que actua en la gbnada bipotencial del embridén provocando que esta se desarrolle
como un testiculo (Koopman et al. 1991, Fujimoto et al., 2013). El gen Sry provoca
la activacion de redes moleculares de determinacion sexual en el testiculo y se ha
comprobado que regula positivamente la expresion del gen Sox9 (related SRY box
9) (Sekido et al., 2008), otro factor de transcripcion conservado en los vertebrados

muy importante en la determinacion del testiculo.

Al estudiar a los organismos que presentan determinacion sexual
termosensible se observé que en muchos, como la tortuga L. olivacea, no se han
identificado cromosomas sexuales dimoérficos, ademas de que no presentan la
secuencia del gen Sry en su genoma (Torres et al., 2002). Entonces, a diferencia
de los organismos con DSG, los organismos con DST no dependen de un gen
“maestro” como el Sry para su determinaciéon sexual. En cambio, dependen de la
temperatura para activar las redes de expresién génica para la determinacién ya

sea hacia macho o hembra.

Se ha encontrado que varios genes de las redes de determinacion y

diferenciacion sexual conservados en organismos con DSG, existen en el genoma
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de especies con DST. Por ejemplo, Sox9 y Dmrt1 (Doublesex and mab-3 related
transcription factor 1), asi como genes de las redes de determinacién y
diferenciacion del ovario como FoxL2 (Forkhead box L2) y Rspo1 (R-spondin1)
(Shoemaker et al., 2009).

A continuacion, se describen algunos genes involucrados en la determinacion

y diferenciacion sexual.

Sox9

La familia de proteinas Sox es un grupo de reguladores transcripcionales
cuya caracteristica principal es la presencia de un dominio HMG (High Mobility
Group) altamente conservado (Jo et al., 2014). Los genes Sox son de gran
importancia en el desarrollo de los organismos multicelulares debido a su activa
participacion en distintos eventos en el desarrollo (Phochanukul et al., 2010).
Ademas son un grupo de genes altamente conservados, se les encuentra desde
invertebrados hasta mamiferos. En la tortuga Chelydra serpentina, un organismo
con DST, se han identificado al menos siete genes relacionados con la familia Sox
(Torres et al., 2006) y al menos 20 distintos genes Sox han sido identificados en

ratdbn y humano (Jo et al., 2014).

El gen Sox9, miembro del subgrupo SoxE de proteinas (Jo et al., 2014) es un
regulador transcripcional y su rol en la determinacién sexual y la formacién del
testiculo se reconocié por primera vez al hacer el analisis genético de humanos con
displasia campomeélica, un desorden en el cual el 75% de los pacientes XY tiene
reversion de sexo de macho a hembra (Jo et al., 2014). Sox9 es un gen importante
para el desarrollo testicular tanto en mamiferos (Li et al., 2014) como en varias
especies de vertebrados con determinacion sexual termosensible (Moreno-
Mendoza et al., 2001).

En la tortuga marina L. olivacea se han realizado experimentos con
inmunofluorescencia para observar la presencia de la proteina SOX9. Se ha
observado que en etapas indeterminadas 22 a 24 hay expresion de la proteina en
el nucleo de las células de los cordones medulares de la gonada de embriones
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incubados a temperatura masculinizante y feminizante. Al llegar a la etapa 25 la
mayoria de las células de la médula son negativas a SOX9 a temperatura
feminizante y a partir de la etapa 26 la presencia de SOX9 es indetectable. A
temperatura masculinizante la expresion de la proteina SOX9 en los cordones
medulares de la gonada se mantiene durante todas las etapas de desarrollo
(Moreno-Mendoza et al., 1999). También en la tortuga L. olivacea se ha establecido
el patron de expresidon del gen Sox9 en gbnada mediante la técnica semicuantitativa
de RT-PCR (Torres-Maldonado et al., 2002) donde se ha observado que el patron
de expresion de los transcritos del gen Sox9 son muy similares a los de su proteina,
SOX9. El nivel de expresion del gen Sox9 a temperatura feminizante y
masculinizante es muy similar en etapas de la 23 a la 25, mientras que a partir de
la etapa 26 se ve una drastica disminucion de la expresion de Sox9 en gbénadas de
temperatura feminizante. En la figura E se puede observar la grafica reportada por

Torres-Maldonado et al. (2002) para la expresion de Sox9.

Sox9/B-actina

23 24 25 26 27
Etapas de desarrollo

—0—TM (26°C) —A— TF (33°C)

Figura E. Niveles de expresidon del gen Sox9 analizados por densitometria.
Los resultados muestran la relacion Sox9/B-Actina en gbénadas incubadas a
temperatura masculinizante y feminizante en etapas 23 a 27. (Figura modificada de

Torres-Maldonado et al., 2002).
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Dmrt1

Las proteinas DMRT son factores de transcripcion en los vertebrados que
contienen un dominio DM, estos dominios son de union a DNA y fueron identificados
por primera vez en dos reguladores sexuales de invertebrados: doublesex (dsx) y
male abnormal 3 (mab-3) (Zarkower, 2013). Mab-3 y Dsx son factores de
transcripcion distintos que regulan la diferenciacion sexual en machos de
Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, respectivamente (Heckert et al.,
2015).

Los genes Dmrt han sido ampliamente estudiados debido a que representan
los principales factores de transcripcidon en las vias que regulan la determinacion y
diferenciacion sexual desde nidarios hasta mamiferos (Picard et al., 2015) lo que
indica que este tipo de factores de transcripcion se encuentran altamente

conservados evolutivamente.

Dentro de los genes Dmirt, el gen Dmrt1 parece tener el papel mas importante
en el desarrollo sexual de los vertebrados ya que su expresion es especifica de la
goénada en mamiferos, aves, tortugas, ranas y peces (Hackert et al., 2015). La
expresion de Dmrt1 mantiene un perfil dimérfico durante el desarrollo de la gbnada,
siendo mas alta la expresion en el testiculo que en el ovario. Se ha demostrado que
este gen regula distintos procesos en el desarrollo sexual como la diferenciacion de

la génada, la gametogénesis y la determinacion sexual (Zarkower, 2013).

En general se puede decir que un gen puede considerarse como un
determinante sexual si la modificacion en su expresion produce reversion sexual
(Picard et al., 2015). Basado en esta premisa, se puede decir que el gen Dmrt1 tiene
un papel importante en la determinacion sexual de varios vertebrados. En humanos
se ha observado que deleciones de la regién cromosdmica donde se encuentra el
gen Dmrt1 (9p) se relacionan con disgenesia gonadal (Koopman, 2009). En ratones
(Mus musculus) mutantes Dmrt1/- se observa un desarrollo anormal de los
testiculos en la etapa postnatal, mientras que en ratones adultos en los que se

deleta Dmrt1 se observa una transdiferenciacion del testiculo hacia un fenotipo de
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ovario (Lambeth et al., 2014). Esto habla también de la importancia que tiene el gen

Dmrt1 en el mantenimiento del fenotipo testicular aun en organismos adultos.

En organismos no mamiferos, como en el pollo (Gallus gallus) también se ha
visto asociado a la determinacién sexual. En experimentos donde se abate la
expresion de Dmrt1 en embriones machos, se induce la feminizacion de la gbnada
masculina (Smith et al., 2009); mientras que, en embriones hembra, al sobre
expresar Dmrt1, se induce la expresion de los genes de las vias masculinizantes y

se antagonizan las vias feminizantes en la géonada (Lambeth et al., 2014).

En organismos con determinacidn sexual termosensible aun no se ha podido
comprobar el papel que tiene Dmrt1 en la determinacion sexual, pero se ha descrito
el patrén de expresion en gonada que tiene en distintas especies y su expresion se

ha visto asociada a embriones incubados a temperatura masculinizante.

En la tortuga Trachemys scripta, mediante PCR en tiempo real, se ha
observado que Dmrt1 es uno de los primeros genes que manifiesta un perfil de
expresion dimoérfico, en etapas aun indeterminadas, se encuentra sobre expresado
a temperatura masculinizante mientras que a temperatura feminizante permanece
con expresion baja (Shoemaker et al., 2007). La expresion dimérfica en etapas
indeterminadas puede sugerir su posible rol en la determinacion sexual
termosensible en T. scripta. Un perfil de expresion similar fue encontrado, igual
mediante la técnica de PCR en tiempo real, en la tortuga Chelydra serpentina (Rhen

et al., 2007) otro organismo con DST.

En la tortuga L. olivacea también se ha analizado el perfil de expresion de
Dmrt1 mediante la técnica semicuantitativa de RT-PCR (Torres-Maldonado et al.,
2002) en goénadas de embriones incubados a temperatura masculinizante y
feminizante. El perfil de expresion reportado presenta un patron dimorfico el cual
puede observarse en la grafica reportada por Torres-Maldonado (2009) en la figura
F. Desde etapas indeterminadas la expresion es mas alta a temperatura
masculinizante, este resultado sugiere un posible papel de este gen en el proceso
de determinacién sexual ya que su expresion dimorfica precede a la regulacién

negativa de Sox9 en génadas de embriones incubados a temperatura feminizante.
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Figura F. Niveles de expresion del gen Dmrt1 analizados por densitometria.
Los resultados muestran la relacion Dmrt1/B-Actina en gonadas incubadas a
temperatura masculinizante y feminizante en etapas 23 a 27. (Figura modificada de

Torres-Maldonado et al., 2002).

Cirbp

La proteina “Cold-inducible RNA-binding protein” (CIRBP) codificada por el
gen Cirbp es una proteina de unién a RNA rica en glicina que se encuentra
altamente conservada en distintos grupos de vertebrados (Xia et al., 2012), la
proteina se caracteriza por tener un dominio de unién a RNA en la region amino

terminal y un dominio rico en glicina en la regién carboxilo terminal.

La proteina CIRBP fue descubierta al buscar transcritos inducidos después
de dafiar al DNA con radiacion ultra violeta (UV), siendo una de las proteinas
inducidas como consecuencia de la radiacion UV. Posteriormente se descubrié que
también se inducia su expresién después de un leve shock térmico con baja
temperatura (32°C) en distintos tipos de cultivos celulares de mamifero (LLeonart,
2010). También fue la primera proteina de shock frio (Cold-Shock Protein, CSP)
identificada en mamiferos (Masuda et al., 2012). A pesar de los estudios realizados,

hasta ahora la funcién exacta de CIRBP no se conoce por completo, pero se cree
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que funciona como chaperona de RNA, facilitando la traduccion de mRNA
(Mohamed et al., 2009).

La proteina CIRBP es una proteina que se expresa constitutivamente en el
testiculo (Xia et al., 2012), un 6rgano muy sensible a la temperatura. En ratdén se ha
observado que su expresion en testiculos se induce a baja temperatura (32°C)
(Masuda et al., 2012) mientras que con un shock térmico a alta temperatura (37°C)
su expresion disminuye notablemente (Xia et al, 2012). Los niveles de mRNA de
Cirbp también se ven afectados después del shock térmico a 37°C, el nivel de
expresion del transcrito en testiculos de ratén disminuye después del shock térmico
(Nishiyama et al., 1998).

En organismos con determinacion sexual termosensible se ha estudiado muy
poco el papel de CIRBP, empezando por el hecho de que este gen aun no ha sido
secuenciado en diversas especies, incluyendo a la tortuga L. olivacea. Hasta el
momento los trabajos publicados con respecto a este gen en organismos con DST
se enfocan solamente en los perfiles de expresion y no aun a elucidar la funcion que

esta proteina tiene en la determinacion sexual termosensible.

En la tortuga Chelydra serpentina, también conocida por su nombre comun
como tortuga lagarto, los experimentos de Rehn et al. (2010) han sido de gran
importancia. Su equipo logré secuenciar el gen Cirbp, se analizd su expresion, por
PCR en tiempo real, en génadas de embriones incubados a TM (26.5°C) y en
gonadas de embriones en un experimento de intercambio. Para el experimento de
intercambio se incubaron los embriones hasta etapa 16 a TM y se cambiaron a TF
(31°C) por 6 dias, posteriormente se regreso a los embriones a TM y se analizo la
expresion de Cirbp en dias posteriores. Todos los embriones en el experimento de
intercambio se desarrollaron como hembras y el nivel de expresién de Cirbp fue mas
alto en los embriones expuestos al intercambio, la temperatura indujo el cambio en
la expresion de Cirbp. La grafica con los resultados reportados por Rehn et al.

(2010) se puede observar en la figura G.
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Figura G. Expresiéon de Cirbp en gonadas de embriones de tortuga lagarto
(Chelydra serpentina) y en crias. Temperatura masculinizante (26 °C), experimento
de intercambio: 26 °C hasta etapa 16, cambio 6 dias a temperatura feminizante (31
°C) y regreso a 26 °C (26-31-26C). Se analiza la expresion 2, 3, 4 y 5 dias después

del experimento de intercambio. (Rehn et al., 2010).

En el Caiman americano (Alligator mississippiensis) también se logro
secuenciar el gen Cirbp. El equipo de Kohno et al. (2009) hizo un analisis de
expresion de distintas proteinas de shock térmico, incluyendo a CIRBP. Mediante
PCR en tiempo real, se analizé la expresion del gen Cirbp en génada, glandula
adrenal y mesonefros de machos y hembras de crias de Alligator mississippiensis
de un mes de edad. En su analisis no encontraron diferencias significativas en los
tres 6rganos analizados en esta edad. En la figura H se puede observar la grafica

reportada por Kohno et al. (2009).
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Figura H. Analisis cuantitativo de la expresion del mMRNA de Cirbp en gdénada
(izquierda), glandula adrenal (en medio) y mesonefros (derecha) de crias de

Alligator mississippiensis. Modificada de Kohno et al. (2009).

En la totuga marina L. olivacea aun no se ha publicado la secuencia del gen
Cirbp, tampoco se han hecho trabajos para establecer el perfil de expresion de este
gen en gonadas. Es importante reportar la secuencia de este gen en la tortuga
golfina para poder hacer experimentos de expresidn en las gonadas de este
organismo, para poder ver si esta involucrado en la determinacion o diferenciacion

sexual termosensible.

Cbx2

CBX2 es una proteina que pertenece al grupo de proteinas Polycomb (PcG)
el cual fue identificado como un grupo de proteinas reguladoras de los genes Hox
en Drosophila melanogaster, se ha comprobado que estan conservados en
Metazoarios, desde invertebrados hasta mamiferos, asi como en plantas (Henning
et al, 2009).

En mamiferos las proteinas Polycomb funcionan en 2 principales complejos:
PRC1 (Polycomb-Repressive complex 1) y PRC2 (Polycomb-Repressive complex

2) (Katoh-Fukui et al., 2012), ambos regulan la expresion de genes involucrados en
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proliferacion y desarrollo (Tardat et al., 2015) mediante la actividad enzimatica que
poseen para la modificacion de histonas (Zehn et al.,, 2014). PRC1 cataliza la
monoubiquitinacién de la histona H2A en la lisina 19 (H2AK119ub1) y el complejo
PRC2 cataliza la trimetilacién de la histona H3 en la lisina 27 (H3K27me3) (Tardat
et al., 2015).

La composicion de los complejos PRC1 y PRC2 es muy diversa, el complejo
PRC1 estd compuesto por cuatro diferentes ortdlogos: CBX (polycomb), PCGF
(polycomb group factor), HPH (human polyhomeotic homolog) y la ligasa E-3 (RING)
(Gil et al., 2014). A su vez estas proteinas tienen varios ortdlogos lo que resulta en
una composiciéon muy diversa en los complejos PRC1, en la figura I se puede

observar una representacion del complejo PRC1.

CiAd PCGF 2
CBX4 ~
e PCGF 3
CBX6
PCGF 4
CBX7
| e o PCGF 5
i B . PCGF6
HPH 1 S
HPH 2 RING 1
HPH 3

. RING2 |

Figura I. Componentes del complejo PRC1 candnico en mamiferos. El

componente principal son las proteinas CBX2 (modificada de Gil et al., 2014)

El componente principal de los complejos PRC1 son las proteinas CBX las
cuales son responsables de que este complejo pueda unirse a la cromatina. Las
proteinas CBX interactuan fisicamente, mediante su cromodominio, con H3K27me3
para reclutar a PRC1 en regiones especificas de la cromatina (Ma et al., 2014) y se
cree que cada proteina CBX tiene una funcién bioldgica distinta (Vandamme et al.,
2011).
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Dentro de las proteinas CBX se encuentra la proteina CBX2 (Chromobox
Protein Homolog 2) y en comparacion con el resto de la proteinas CBX, CBX2
parece tener un papel muy importante en el desarrollo ya que el genotipo Cbx2"
produce el fenotipo mas severo (Gil et al., 2014), ademas se ha demostrado, en
zigotos de ratdn, que el mecanismo de union de PRC-1 a la cromatina depende de
CBX2 y su cromodominio (Tardat et al., 2015).

Las funciones de esta proteina se han estudiado principalmente en ratones
knockout o en pacientes humanos con mutaciones en este gen. En ratones knockout
de Cbx2 se observan distintas anomalias en el desarrollo (MA et al., 2014), una de
las mas relevantes es la reversion de sexo de macho a hembra, ademas de la
presencia de goénadas hipoplasicas, estos datos indican que Cbx2 tiene un papel
importante en la determinacion y diferenciacion sexual. En hembras, se observan
ovarios pequefios en comparacion con los ovarios del fenotipo silvestre y en algunos
casos ausencia de los mismos (Gil et al., 2014). En humanos se ha observado un
fenotipo similar, en una mujer, con utero y ovarios histolégicamente normales, se
encontré un cariotipo XY con 2 mutaciones puntuales en el gen Cbx2 (Biason-
Lauber et al., 2009) lo cual también sugiere su importancia en la determinacion

sexual en humanos.

La proteina CBX2 tiene un papel importante en el desarrollo de las células
germinales, se ha identificado que tiene funciones importantes en el inicio de la
meiosis y en la sinapsis de cromosomas homodlogos en la linea germinal de
mamiferos (MA et al., 2014). En el trabajo realizado por Katoh-Fukui et al. (2012) se
observo que CBX2 tiene un papel muy importante en la expresion del gen Sry en
testiculos de raton, los ratones Knock out de Cbx2 tuvieron una importante
disminucién en la expresién de Sry en testiculo, asi como de otros genes

involucrados en la diferenciacion y determinacion de la gébnada como Gata4 y Dax1.

En algunos organismos con determinacion sexual termosensible ya se ha
reportado la secuencia del gen Cbx2 como en la tortuga marina Chelonia mydas
pero aun no se han publicado trabajos con respecto al perfil de expresion de este

gen. En la tortuga marina Lepidochelys olivacea aun no se reporta la secuencia de
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este gen, por lo cual es importante realizar experimentos para encontrar esta
secuencia en el genoma de la tortuga golfina y ver si este gen esta involucrado en

la determinacion y diferenciacion sexual en este organismo.
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JUSTIFICACION.

La importancia de estudiar los patrones de expresion génica en gonadas
durante la determinacion sexual termosensible en la tortuga marina Lepidochelys
olivacea radica en la necesidad de establecer una red molecular de este evento
biolégico ya que aun no se ha identificado con claridad el factor responsable de la
respuesta a la temperatura durante este proceso.

Los genes Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2 estan involucrados en la diferenciacion
y determinacion sexual de mamiferos y otros organismos y sus secuencias no han
sido reportadas en la tortuga marina L. olivacea. Es importante buscar las
secuencias de estos 4 genes en este organismo para poder establecer, mediante
meétodos cuantitativos, un perfil de expresion en gonadas durante el desarrollo
embrionario de la tortuga golfina y determinar si estan involucrados o no en los
procesos de determinacién o diferenciacion sexual en este organismo.
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HIPOTESIS.

En L. olivacea la expresion diferencial de los genes Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2 en
la gbnada esta relacionada con el proceso de diferenciacion y determinacion sexual
termosensible en esta especie.
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OBJETIVO GENERAL.

Relacionar los perfiles de expresidon en gonada de genes Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2
con la determinacién y diferenciacion sexual termosensible en la tortuga marina L.
olivacea.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Buscar e identificar las secuencias de los genes Dmrt1, Cirbp y Cbx2 en el
genoma de L. olivacea.

2. Establecer el perfil de expresion de los genes Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2 en
gonadas de L. olivacea durante etapas embrionarias sexualmente indeterminadas
(23 y 24) en el periodo termosensible (25) y en etapas sexualmente determinadas
(26, 27 y 28) mediante PCR en tiempo real.
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MATERIAL Y METODOS
Animales.

Se recolectaron 5 nidos de tortuga L. olivacea en la playa la escobilla,
Oaxaca, México. Dos nidos fueron colectados el dia 10 de abril del afio 2014 y 3
nidos fueron colectados el dia 22 de Diciembre del afio 2014. Al llegar al laboratorio
cada nido fue dividido al azar en 2 lotes, un lote de cada nido se incubd a
temperatura masculinizante, TM (26°C) y el lote restante se incubd a temperatura
feminizante, TF (33°C). Se extrajeron las gonadas mediante diseccion de los
embriones en etapas sexualmente indeterminadas (24 y 23) y en etapas
sexualmente determinadas (24 a 28) tanto para embriones incubados a TM como
para TF. Se usé la edad del embrién en dias post-desove (DPD) y la temperatura
de incubacién para predecir la etapa de desarrollo de acuerdo a la tabla 1 del
apéndice. El numero de embriones utilizados por etapa para la extraccion de RNA

se indica en la tabla 2 del apéndice

Registro de temperaturas.

El registro de temperaturas en las incubadoras tanto de temperatura
masculinizante (26°C) como de temperatura feminizante (33°C) se llevd a cabo
introduciendo en cada incubadora un dispositivo medidor de temperatura HOBO
64K Pendant® (Onset®), el dispositivo registrd las temperaturas desde el inicio de
la incubacion. Se programd para registrar la temperatura cada 30 minutos durante
toda la incubacion y los datos fueron recolectados cada 20 dias hasta el término de

la incubacion.

Extraccion de RNA v transcripcion reversa.

Las gonadas de los embriones fueron colocadas en RNAlater® Stabilization
Solution (ambion by Life Technologies) a 4°C y procesadas un dia después de la

diseccion. La extraccion de RNA total fue realizada con TRIzol® Reagent (Life
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technologies, Invitrogen) siguiendo el protocolo descrito por el proovedor. Cada una
de las muestras de RNA fueron tratadas con 2U de TURBO DNA-free ™ (ambion
by Life Technologies) para evitar la contaminacion con DNA gendmico, se siguio el
protocolo descrito por el proveedor modificando uUnicamente el tiempo de
incubacion, cada muestra se incubd 50 minutos a 37 °C. La concentracion de las
muestras de RNA fue medida usando el equipo NanoDrop (Thermo Scientific) y la
integridad del RNA se observé mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1.5% usando 300 ng de RNA total, un ejemplo de los geles de RNA se pueden
observar en el apéndice en la Imagen 1, se puede observar la integridad del RNA
extraido. La transcripcidn reversa se realizd con la enzima Transcriptor Reverse
Transcriptasa (Roche) usando oligo dT (18) de Thermo Scientific. Se utilizdé 1ug de
RNA total para la sintesis de cDNA siguiéndose el protocolo especificado en el kit

de la enzima.
Se sintetizaron 3 cDNAs diferentes para TM y TF:

- cDNA 1. Sintetizado a partir del RNA extraido de las gonadas de los
embriones del nido recolectado abril del 2014.

- cDNA 2. Sintetizado a partir del RNA extraido de las gonadas de los
embriones de los nidos 1 y 2 recolectados en diciembre de 2014.

- cDNA 3. Sintetizado a partir del RNA extraido de las gonadas de los

embriones de los nidos 1 y 3 recolectados en diciembre de 2014.

RT-PCR.

Para comprobar que la retrotranscripcion se llevo a cabo adecuadamente se
realizd una reaccion de PCR para amplificar GAPDH por cada una de las muestras
de cDNA obtenidas. Para las reacciones se utilizé la enzima Platinum® Tag DNA
Polimerasa (Invitrogen). Las reacciones de amplificacion se hicieron en un volumen
de 20uL (ANTP 0.2mM cada uno, MgCl2 3mM, Oligonucleétidos 0.2 mM cada uno,
cDNA 0.8uL (40 pg), Polimerasa 0.4U y Buffer de reaccion 1X el cual contiene en
concentracion 10X: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 40 mM NaCl, 2 mM Sodium

34



Phosphate, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, stabilizers, 50% (v/v) glycerol). Las
condiciones de amplificacion para cada gen se encuentran en la tabla 3 del

apéndice.

Diseno de oligonucleotidos.

Al no haber secuencias reportadas para los genes Dmrt1, Cirbp, Cbx2 y
Gapdh, en L. olivacea, los oligonucleotidos para amplificar estos genes fueron
disefados alineando secuencias ya reportadas de distintos organismos
emparentados con L. olivacea (Chelonia mydas, Chrysemys picta, Trachemys
scripta, Pelodiscus sinensis), los oligonucleétidos se disefiaron a partir de las
regiones mas conservadas. Los alineamientos se hicieron con el programa

bioinformatico “Clustal Omega” (Link: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), los

alineamientos usados para cada gen se muestran en la seccion de alineamientos

del Apéndice.

Para el disefio de los oligonucleétidos para amplificar Sox9 se uso la
secuencia reportada para la tortuga L. olivacea en GenBank. Las secuencias de los
oligonucledtidos y sus condiciones de amplificacion se encuentran en la tabla 4 del
apéndice. Los oligonucleétidos se mandaron a sintetizar en la unidad de sintesis y

secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Secuenciacion para la reqion 5'-UTR de Dmrt1 y exdén 2 de Dmrit1.

Se realizdé una amplificacién por PCR de la region 5-UTR de Dmrt1 y del
exoén 2 de Dmrt1 con la enzima Platinum® Taq DNA Polimerasa (Invitrogen) en
reacciones de amplificaciéon de 25uL (dNTP 0.2mM cada uno, MgCl2 1.5mM,
oligonucleétidos 0.2 mM cada uno, DNA gendmico 500ng, Polimerasa 0.5U y Buffer
de reaccion 1X el cual en concentracion 10X contiene: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 40
mM NaCl, 2 mM Sodium Phosphate, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, stabilizers, 50%
(v/v) glycerol). Los oligonucleétidos utilizados y sus condiciones de reaccion se
encuentran descritos en la tabla 3 del apéndice. Las reacciones se corrieron por 30
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minutos en un gel de agarosa al 1%, se purificé la banda del amplificado de PCR
con el kit QlAquick PCR Purification (Quiagen). El producto de PCR purificado se
cloné en el vector pGEM®-T (promega) utilizando la enzima T4 DNA Ligasa
(promega) siguiendo el protocolo descrito por el proveedor. Se realizé la
transformacién de bacterias E. coli top10 quimiocompetentes con el producto de la
ligacion, se sembraron en agar LB (Luria-Bertani) solido adicionado con ampicilina
(100ug/ml), previo a la siembra de las bacterias transformadas, al agar solido se
distribuyd en la superficie 100ul de IPTG 100mM y 20ul de X-Gal 50mg/ml, después
de inocular el medio con las bacterias transformadas, se incubé a 37 °C toda la
noche. Al dia siguiente se seleccionaron 6 colonias blancas para la region 5-UTR
y para el exon 2, cada colonia se utilizé para inocular un tubo con 3mL de medio LB
liquido, se dejo incubar en agitacion constante toda la noche. Para extraer los
plasmidos de las bacterias se utilizé el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche)
siguiendo el protocolo descrito por el proveedor. Para cerciorar que el inserto se
encontraba presente en los plasmidos, se hizo una doble digestion con las enzimas
Sacl y Ncol (New England Biolabs) para liberar el inserto, la digestion se dej6 a 37
°C toda la noche y se corrid en un gel de agarosa al 1% por 30 minutos. Las
muestras con inserto se enviaron a secuenciar a la unidad de secuenciacion del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se analizaron las secuencias

obtenidas con la herramienta BLAST del NCBI para comprobar su identidad.

Secuenciacion del mRNA parcial de los genes Cirbp y Cbx?2.

Para cada gen se realizé una amplificacion por PCR usando los
oligonucledtidos la enzima Platinum® Taq DNA Polimerasa (Invitrogen) en
reacciones de amplificacion de 20uL con las mismas condiciones para ambos genes
(ANTP 0.2mM cada uno, MgCl2 3mM, Oligonucledétidos 0.2mM cada uno, cDNA 1L,
Polimerasa 0.4U y Buffer de reaccion 1X el cual en concentracién 10X contiene: 20
mM Tris-HCI (pH 8.0), 40 mM NaCl, 2 mM Sodium Phosphate, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, stabilizers, 50% (v/v) glycerol)). Los oligonucleétidos utilizados y sus
condiciones de amplificacion se encuentran en la tabla 3 del apéndice, para el gen
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Cirbp se usaron los de amplicon de 200 pares de bases, para Cbx2 se usaron los
de amplicon de 469 pares de bases. El producto de PCR se corrié en un gel de
agarosa al 1.5 % durante 30 minutos, el amplicon se purificd usando el kit QlAquick
PCR Purification (Quiagen). El producto de PCR purificado se envié a secuenciar a
la unidad de secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con la herramienta BLAST del NCBI

para comprobar su identidad.

PCR en tiempo real.

Para estandarizar las mejores condiciones de reaccion, para cada gen se
probaron 3 concentraciones diferentes de oligonucledtidos (0.2uM, 0.4 uM y 0.8 uM)
y 3 condiciones de cDNA (1 pL, 2 yL y 3 yL de cDNA total en la reaccion que
respectivamente corresponden a 50, 100 y 150 ug de cDNA) en reacciones de PCR
de 25uL, se usé SYBR® Green (Sigma Aldrich) como fluoréforo. Las condiciones

optimas para cada gen se encuentran en la tabla 5 del apéndice.

Se llevaron a cabo las reacciones de PCR en tiempo real para los genes
Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2 para Temperatura Masculinizante y Feminizante, usando
como control endégeno la expresion de Gapdh. Para la amplificacion se utilizé la
enzima Platinum® Taq DNA Polimerasa (Invitrogen). Las reacciones se hicieron en
un volumen de 25uL (Buffer de reaccion 1X, dNTPs 0.2mM cada uno, MgCl2 3mM,
cDNA 1uL, Polimerasa 0.4U, SYBR Green 0.16x). La expresion relativa de los genes
Dmrt1, Sox9, Cirbp y Cbx2 fue cuantificada por el método de comparacién de Ct
(AACt). Las condiciones de amplificacion de cada gen se encuentran indicadas en
la tabla 3 del apéndice, se realizaron 40 ciclos de amplificacion para todos los genes.
Se realizaron experimentos con 2 cDNAs diferentes para cada gen, con cada cDNA
se hicieron experimentos por triplicado quedando 6 datos por cada etapa de
desarrollo muestreada. Ejemplos de las curvas de disociacion y de la curva de
amplificacion pueden observarse en las imagenes 2 y 3 del apéndice.
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RESULTADOS.

Temperaturas de incubacion.

La temperatura de incubacién durante el desarrollo embrionario de L. olivacea es
muy importante ya que en base a las temperaturas registradas de las incubadoras
a TM y a TF se puede asegurar que los embriones se estan desarrollando como
machos o como hembras respectivamente. En la grafica 1 se pueden observar las
temperaturas de la incubadora de temperatura masculinizante. Las temperaturas
oscilaron alrededor de los 26°C. El promedio de temperatura de toda la incubacion
fue 25.7°C. Se puede asegurar que los embriones se desarrollaron como machos

ya que la temperatura nunca alcanzé la temperatura pivote (30-31°C).

Temperatura Masculinizante

28

27 |

26 I

25

24

Temperatura °C

23
22

21

20

Etapas embrionarias. 23 24 25 26 27 28
Dias post-desove. 27 34 41 49 56 64

Grafica 1. Registro temperatura masculinizante. Temperaturas registradas del dia
de incubacion 1 hasta el 68; las lineas verticales indican la fecha en la que se realiz

la diseccién para cada etapa, de la etapa 23 a la etapa 28.

En la grafica 2 se observa el registro de temperaturas en la incubadora de

temperatura feminizante, las temperaturas oscilaron alrededor de los 33°C. La
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temperatura promedio en la incubacién fue de 32.5°C. Se puede asegurar que los
embriones se desarrollaron como hembras ya que la temperatura nunca se acercé

a la temperatura pivote (30-31°C).

Temperatura Feminizante
34

33 'l l

32

31

30

Temperatura

29

28

27
Etapas embrionarias. 23 24 25 26 27 28
Dias post-desove. 15 19 25 29 33 37

Grafica 2. Registro de temperatura feminizante. Temperaturas registradas del dia
de incubacion 1 hasta el 40; las lineas verticales indican la fecha en la que se realizé

la diseccién para cada etapa, de la etapa 23 a la etapa 28.

Secuencia del exdén 2 de Dmirt1.

Se obtuvo una secuencia de 140 pares de bases del exén 2 de Dmrt1, la cual se
puede encontrar en la seccion de secuencias del apéndice. Esta secuencia se
analizé con la herramienta BLAST® del NCBI. Los resultados arrojaron similitudes
de casi del 100% de identidad como se puede observar en la figura 2. Se muestran
las identidades de la secuencia reportada del gen Dmrt1 con otras secuencias de
este gen reportadas en otros organismos, incluyendo reptiles con determinacién
sexual termosensible como las tortugas Chrisemys picta (Jandegain et al., 2015) y
Chelonia mydas (Rowena et al., 2013), se incluyen los primeros 5 resultados

arrojados por BLAST, la tabla original se encuentra en la tabla 3 del apéndice.
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Description Ident Accesion

PREDICTED: Chelonia mydas doublesex and mab-3 related transcription factor 1 | 99% | XM_007065580.1
(DMRT1), mRNA

Lepidochelys olivacea doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrt-1) | 99% | AF335421.1
mRNA, partial cds

PREDICTED: Chrysemys picta bellii doublesex and mab-3 related transcription factor 1 | 98% | XM_005296762.1
(DMRT1), mRNA

Chrysemys picta doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrtl) mRNA 98% | FJ791118.1

PREDICTED: Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 | 97% | XM_006137866.2
(LOC102462572), mRNA

Figura 2. Analisis de la secuencia del exén 2 de Dmrt1 con BLAST®.

De la secuencia obtenida del exdon 2 del gen Dmrt1 se hizo la traduccion con el
programa DNAMAN de Lynnon Biosoft, se obtuvo una secuencia de 46

aminoacidos:
>DMRT1, L. olivacea.

VALRRQQAQEEELGISHPIPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLESSS

Con esta secuencia reportada se hizo un alineamiento de con las proteinas DMRT1
reportadas para las tortugas Chelonia mydas, Chrisemys picta y Pelodiscus
sinensis. Como se puede observar en el alineamiento del cuadro 1, la identidad es

casi del 100% con las especies comparadas.

Cuadro 1. alineamientos de la proteina DMRT1

L.olivacea VALRRQQAQEEELGISHP IPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLESSS
C.mydas VALRRQQAQEEELGISHP IPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLENSS
C.picta VALRRQQAQEEELGISHP IPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLESSS
P.sinensis VALRRQQAQEEELGISHP IPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLESSS

**k
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Se hizo un andlisis de la secuencia de aminoacidos con la herramienta BLAST® del
NCBI. Se encontraron identidades de mas del 98 % comparada con secuencias de
la proteina DMRT1 en otras tortugas como se puede observar en la figura 3. Se
encuentran identidades de la secuencia obtenida con secuencias reportadas de la
proteina DMRT1 en otros organismos, se incluyen los primeros 5 resultados

arrojados por BLAST, la tabla original se encuentra en la tabla 6 del apéndice.

Description Ident Accesion
Dmrtl [Podocnemis expansa] 100% AJC64536.1
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1 [Chrysemys picta] 100% ACY71138.1
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1 [Apalone mutica] 100% ACY71139.1
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1 [Staurotypus triporcatus] 98% BAM99005.1
RecName: Full=Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 98% P57690.1

Figura3. Analisis de la traduccion del exon 2 del gen Dmirt1.

Secuencia de 5’-UTR del gen Dmrt1.

Se obtuvo una secuencia de 972 pares de bases de la regién 5°-UTR del gen Dmrt1
en la tortuga L. olivacea, la cual se puede consultar en el apéndice en la seccion de

secuencias.

Al hacer el andlisis con la herramienta BLAST® (Figura 4) se encontrd una identidad
del 90% con la region promotora del gen Dmrt1 reportada para Trachemys scripta
elegans, una tortuga con determinacion sexual termosensible (Shoemaker et al.,
2009). Ademas, también se encontraron identidades de mas del 80% con
secuencias del mMRNA reportadas para otros organismos con determinacion sexual
termosensible como las tortugas Chrisemys picta (Jandegain et al., 2015) y Chelonia
mydas (Rowena et al., 2013), se incluyen los primeros 5 resultados arrojados por

BLAST, la tabla original se encuentra en la tabla 7 del apéndice.
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Description Ident | Accesion
Trachemys scripta elegans Dmrt1 (Dmrtl) gene, promoter region and partial cds 90% | KJ583239.1
PREDICTED: Chelonia mydas doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DMRTL1), | 98% | XM_007065580.1
mMRNA

Mauremys reevesii DMRT1 mRNA for doublesex- and mab-3 related transcription factor 1, | 92% | AB365876.1
complete cds

PREDICTED: Chrysemys picta belli doublesex and mab-3 related transcription factor 1 | 96% | XM_005296762.1
(DMRT1), mRNA

Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (LOC102462572), | 84% | NM_001317047.1

MRNA

Figura 4. Analisis de la secuencia de la region 5°-UTR del gen Dmrt1 con BLAST®.

Secuencia del mMRNA parcial del gen Cirbp.

Se obtuvo una secuencia de 201 pares de bases del mMRNA parcial del gen Cirbp

de L. olivacea, la cual se puede consultar en el apéndice, en la seccion de

secuencias. Esta secuencia se analizé con BLAST® (Figura 5) y se encontraron

identidades de mas del 90% con secuencias reportadas para el gen Cirbp en otros

organismos,

incluyendo tortugas con determinacion sexual

termosensible

Chrisemys picta (Jandegain et al., 2015) y Chelonia mydas (Rowena et al., 2013).

Description Ident | Accesion
PREDICTED: Chelonia mydas cold-inducible RNA-binding protein-like (LOC102943926), | 99% | XM_007057938.1
mRNA

PREDICTED: Chrysemys picta bellii cold inducible RNA binding protein (CIRBP), transcript | 98% | XM_005302337.1
variant X2, mRNA

PREDICTED: Chrysemys picta bellii cold inducible RNA binding protein (CIRBP), transcript | 98% | XM_005302336.1
variant X1, mRNA

PREDICTED: Pelodiscus sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP), transcript | 96% | XM_014574548.1
variant X2, mRNA

Pelodiscus sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP), transcript variant X1, mRNA | 96% | XM_006124966.2

Figura 5. Analisis de la secuencia del mRNA parcide Cirbp de L. olivacea con

BLAST®. (La tabla original se encuentra en la tabla 8 del apéndice).
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La secuencia obtenida del mRNA parcial del gen Cirbp fue traducida con el
programa DNAMAN de Lynnon Biosoft, se tradujo una secuencia de 67

aminoacidos.
>CIRBP, L. olivacea.

DTNEQSLEQVFSKYGQISEVVVVKDRETQRSRGFGFVTFENIDDAKDAMMAMNG
KSVDGRQIRVDQA

Con la secuencia reportada en L. olivacea se hizo un alineamiento de con las
proteinas CIRBP reportadas para las tortugas Chelonia mydas, Chrisemys picta y
Pelodiscus sinensis. Como se puede observar en el alineamiento del cuadro 2, la

identidad es del 100% con las especies comparadas.

Cuadro 2. Alineamientos de la proteina CIRBP
L.olivacea DTNEQSLEQVFSKYGQ I SEVVVVKDRETQRSRGFGFVTFEN IDDAKDAMMAMNGKSVDGR
C.mydas DTNEQSLEQVFSKYGQ I SEVVVVKDRETQRSRGFGFVTFEN I DDAKDAMMAMNGKSVDGR
C.picta DTNEQSLEQVFSKYGQ I SEVVVVKDRETQRSRGFGFVTFEN IDDAKDAMMAMNGKSVDGR
P.sinensis DTNEQSLEQVFSKYGQISEVVVVKDRETQRSRGFGFVTFEN I DDAKDAMMAMNGKSVDGR
L.olivacea QIRVDQA
C.mydas QIRVDQA
C.picta QIRVDQA
P.sinensis QIRVDQA

Se hizo un andlisis de la secuencia con la herramienta BLAST® del NCBI. Se
encontraron similitudes del 100% entre la secuencia de aminoacidos encontrada y
las reportadas de distintos organismos para la proteina CIRBP, se incluyen los
primeros 5 resultados arrojados por BLAST, la tabla original se encuentra en la tabla

9 del apéndice.
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Description Ident Accesion
Chain A, Solution Structure Of Rrm Domain In A18 Hnrnp 100% | 1X5S A
PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X3 [Merops nubicus] 100% | XP_008940554.1
PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein [Camelus ferus] 100% | XP_006195343.2
PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X2 [Ornithorhynchus anatinus] 100% | XP_007657983.1
PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X1 [Anolis carolinensis] 100% | XP_003230040.1

Figura 6. Analisis con BLAST® de la secuencia traducida a partir del mRNA parcial
del gen Cirbp.

Ademas de encontrar similitudes con otras secuencias reportadas de la proteina
CIRBP en otros organismos, el analisis con BLAST® encontré en la secuencia de
aminoacidos un dominio conservado (Figura 7), perteneciente a la familia de
motivos de reconocimiento de RNA (RRM, por sus siglas en inglés, RNA

Recognition Motif).

Graphical summary Zoom to residue level LR Ry sl EE

i 1II) ?Iﬂ S‘G 40 s & 67

' | 1 ' ' 1 ] ' 1 [} ' [ ' [ ' ' | ' ' 1 ] | ' ' ' ] | 1 ' 1]
Query seq, DTNEQSLEQVYWFSKYGOQISEVYVYKDRETORSRGFGFVYTFENIDDAKDAMMANNGRSYDGROQTIRYDQR

Non-specific | RRM_CIRBP_RBM3
hits RRM_1
RRM_1
Superfanilies | BRM_SF superfamily
DA RRH Lo RS g
PLNO3134
RRM
PABP-1234
RRM_6

Figura 7. Dominios conservados encontrados en la secuencia reportada de la

proteina CIRBP de L. olivacea.

Secuencia del mRNA parcial del gen Cbx2.

Se obtuvo una secuencia de 429 pares de bases del mRNA parcial del gen Cbx2 de
L. olivacea la cual se puede consultar en el apéndice en la seccion de secuencias.
La secuencia obtenida fue analizada con BLAST® (Figura 8), se encontraron

similitudes con secuencias reportadas del gen Cbx2 de distintos organismos,
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incluyendo tres tortugas con determinacion sexual termosensible: Chrisemys picta,

Chelonia mydas y Pelodiscus sinensis.

Description Ident | Accesion

PREDICTED: Chelonia mydas chromobox homolog 2 (CBX2), mRNA 99% | XM_007056062.1
PREDICTED: Chrysemys picta bellii chromobox homolog 2 (CBX2), mRNA 97% | XM_005283137.1
PREDICTED: Pelodiscus sinensis chromobox homolog 2 (CBX2), partial mMRNA 87% | XM_014572072.1

PREDICTED: Gavia stellata chromobox protein homolog 2-like (LOC104254060), partial | 84% | XM_009807709.1
mRNA

PREDICTED: Fulmarus glacialis chromobox protein homolog 2-like (LOC104077366), partial | 84% | XM_009578569.1
mRNA

Figura 8. Analisis de la secuencia del mRNA parcide Cbx2 de L. olivacea con

BLAST®. La tabla original se encuentra en la tabla 10 del apéndice.

Se tradujo la secuencia del mMRNA parcial del gen Cbx2 con el programa DNAMAN

de Lynnon Biosoft obteniéndose una secuencia de 142 aminoacidos.
>CBX2, L. olivacea.

IKSSSSSSSTSSSSSSSDEEDESDLEAKRGPRSRETHPVPQKKAQILVAKPEIKDP
VRKKRGRKPLPPEQKAARRTMNVAKVLKTTRKETGGGSKLMGKLQPQHNAQGS
GIAVLKSNVKEPQSALSGLGPGGLSAENLPNIR

Se hizo un alineamiento de esta secuencia con las proteinas CBX2 reportadas para
las tortugas Chelonia mydas, Chrisemys picta y Pelodiscus sinensis (Cuadro 3) en

el que se observo un alineamiento de con mas del 85% de similitudes.
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.olivacea
-mydas
.sinensis
-picta

OTVTOr

.olivacea
-mydas
.sinensis
-picta

OTVTOr

.olivacea
-mydas
.sinensis
-picta

OTvTOr

Cuadro 3. Alineamientos de la proteina CBX2

IKSSSSSSSTSSSSSSSDEEDESDLEAKRGPRSRETHPVPQKKAQ I LVAKPE I KDPVRKK
IKSSSSSSSTSSSSSSSDEEDESDLEAKRGPRSRETHPVPQKKAQ I LVAKPE I KDPVRKK
IKSSSSSSSSSSSSSSSDEEDESDLEAKRGPRSRETHPVPQKKAQ I LVAKPDLKDPVRKK
IKSSSSSSSTSSSSSSSDEEDESDLEAKRGPRSRETHPVPQKKAQ I LVAKPE I KDPVRKK

RGRKPLPPEQKAARRTMNVAKVLKTTRKETGGGSKLMGKLQPQHNAQGSG IAVLKSNVKE

RGRKPLPPEQKAARRTMNVAKVLKTTRKETGGGSKLMGKLQPQHNAQGSG IAVLKSNVKE

RGRKPLPPEQKAARRTVNLAKVLKSTRKEPGGGSKLMGKLQPPHTGQGSG IALLKSNGKE

RGRKPLPPEQKAARRTMNLAKVLKTTRKETGGGSKLMGKLQPQHNAQSSG IAVLKSNVKE
S -

* * KEhIk-Kkkhkk Kk

PQSALSGLGPGGLSAENLPNIR
PQSALSGLGPGGLSAENLPNIL
PQSSLGGLGSGGLSAENLPNIL
PQSALSGLGSGGLSAENLPNIL

F*hk =Kk Fhkkh KEAIxA LAk Akhik

La secuencia traducida de 142 aminoacidos fue analizada con BLAST® (Figura 9).

Se encontraron similitudes entre la secuencia obtenida para L. olivacea y

secuencias reportadas de la proteina CBX2 de otros organismos, las similitudes en

con las tortugas Chelonia mydas y Chrisemys picta son del 100% y 98%

respectivamente.
Description ldent Accesion
PREDICTED: chromobox protein homolog 2 [Chelonia mydas] 100% | XP_007056124.1
PREDICTED: chromobox protein homolog 2 [Chrysemys picta bellii] 98% | XP_005283194.1
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 7 [Chelonia mydas] 100% | EMP39286.1
Chromobox protein 2 [Phoenicopterus ruber ruber] 79% | KFQ78499.1
PREDICTED: chromobox protein homolog 2, partial [Balearica regulorum gibbericeps] 79% | XP_010301748.1

Figura 9. Analisis con BLAST® de la secuencia traducida a partir del mRNA parcial

del gen Cirbp.
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El gen Dmrt1 tiene una expresion dimoérfica en etapas posteriores al periodo

de sexo indeterminado en goénadas de L. olivacea.

La grafica 3 muestra el perfil de expresion del gen Dmrt1 en génadas de L. olivacea
realizado mediante PCR en tiempo real en 6 etapas del desarrollo embrionario en
TM y TF. Se utiliz6 la prueba de Tukey como analisis estadistico, con una
significancia del 5%, en cada etapa entre TM y TF. En etapas con sexo
indeterminado: 23 y 24, el nivel de expresion de Dmrt1 es similar en ambas
temperaturas, no se encontraron diferencias significativas. Posteriormente a partir
de la etapa 25 la expresion aumenta significativamente a TM y continua aumentando
hasta la etapa 28 donde alcanza la mayor expresion. Por el contrario, a TF el nivel
de expresion va disminuyendo a partir de la etapa 25 y sigue disminuyendo en
etapas posteriores. Estos resultados parecen indicar que el gen Dmrt1 no participa

en la determinacion sexual en esta especie sino en la diferenciacion sexual.
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Grafica 3. Perfil de expresion del gen Dmrt1 en gbnadas de embriones de L. olivacea
incubados a TM 26°C (linea continua) y embriones incubados a TF 33°C (linea
punteada). Las barras de error representan la desviacion estandar. Se marcan con
estrellas las etapas con diferencias significativas en la expresion entre TM y TF de

acuerdo a la prueba de Tukey con significancia del 5%.

El perfil de expresion del gen Sox9 sugiere su relacidon con el proceso de

diferenciacion sexual.

En la grafica 4 se observa el perfil de expresion del gen Sox9 realizado por PCR en
tiempo real en gonadas de L. olivacea en 6 etapas embrionarias a TM y TF. En la
etapa 23 y 24 el nivel de expresion es similar en TM y TF, posteriormente a TF a
partir de la etapa 25 el nivel desciende drasticamente casi a cero, mientras que a
TM la expresion de Sox9 aumenta gradualmente hasta la etapa 28. Usando la
prueba estadistica de Tukey, con una significancia del 5%, se buscaron diferencias
significativas en el nivel de expresion del gen Sox9 entre TM y TF por cada etapa.

En las etapas 23 y 24 no se encontraron diferencias significativas, mientras que en
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las 5 etapas a partir del periodo sensible si se encontraron diferencias, estos
resultados sugieren que este gen esta mas relacionado con la diferenciacion sexual

que con la determinacion sexual en esta especie.
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Grafica 4. Perfil de expresion del gen Sox9 en génadas de embriones de L. olivacea
incubados a TM 26°C (linea continua) y embriones incubados TF a 33°C (linea
punteada). Las barras de error representan la desviacién estandar. Se marcan con
estrellas las etapas con diferencias significativas en la expresion entre TM y TF de

acuerdo a la prueba de Tukey con significancia del 5%.

El gen Cirbp tiene una expresion dimorfica durante el periodo sexualmente

indeterminado en génadas de L. olivacea.

En la grafica 5 se muestra el perfil de expresion del gen Cirbp en las 6 etapas
embrionarias muestreadas de L. olivacea, el perfil fue realizado por PCR en tiempo
real. Usando la prueba de Tuckey con una significancia del 5% se buscaron
diferencias significativas en el nivel de expresion del gen Cirbp entre TM y TF, se

encontraron diferencias significativas en las 6 etapas. El nivel de expresion a TM se
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mantiene relativamente constante a lo largo del desarrollo, mientras que a TF
presenta variaciones mas notorias. A TF la expresion de Cirbp en etapa 23 es similar
a laregistrada para TM pero aumenta drasticamente en la etapa 24. Posteriormente
la expresion disminuye gradualmente conforme avanza el desarrollo embrionario a

TF llegando al nivel mas bajo en etapa 28.
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Grafica 5. Perfil de expresion del gen Cirbp en gbnadas de embriones de L. olivacea
incubados a TM, 26°C, (linea continua) y embriones incubados a TF, 33°C, (linea
punteada). Las barras de error representan la desviacion estandar. Se marcan con
estrellas las etapas con diferencias significativas en la expresién entre TMy TF de

acuerdo a la prueba de Tukey con significancia del 5%.

El gen Cbx2 tiene una expresion dimorfica en gonadas de L. olivacea durante

el periodo sexualmente indeterminado.

En la grafica 6 se muestra el perfil de expresion del gen Cbx2 realizado por PCR en

tiempo real en las 6 etapas del desarrollo embrionario muestreadas en L. olivacea.
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La expresién en etapa 23 es dimorfica, al igual que en las etapas25 a 28. Diferencias
significativas fueron encontradas en estas 5 etapas entre TM y TF usando la prueba
de Tuckey con una significancia del 5%. En la etapa 24 no se encontraron
diferencias significativas en la expresion del gen Cbx2 entre TM y TF. Aunque las
diferencias sean significativas en 5 de las 6 etapas muestreadas, el perfil de

expresion dimorfico es mas evidente en las etapas 26 a 28.
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Grafica 6. Perfil de expresion del gen Cbx2 en génadas de embriones de L. olivacea
incubados a TM, 26°C, (linea continua) y embriones incubados a TF, 33°C, (linea
punteada). Las barras de error representan la desviacién estandar. Se marcan con
estrellas las etapas con diferencias significativas en la expresién entre TMy TF de

acuerdo a la prueba de Tukey con significancia del 5%.
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DISCUSION.

El proceso de determinacion sexual termosensible (DST) es un evento
biolégico complejo y hasta ahora poco se sabe del mecanismo molecular que
responde a la temperatura. Como todos los procesos del desarrollo embrionario de
cada organo, la DST es resultado de una compleja red espacio-temporal de

regulacion de la expresion génica.

El perfil de expresion del gen Dmrt1 en gdbnadas de L. olivacea, encontrado
en el presente estudio mostré un perfil de expresion dimérfico, teniendo una mayor
expresion en génadas de embriones incubados a TM lo que concuerda con los
reportes de este gen en otros organismos donde tiene un papel importante en el
desarrollo del testiculo (Heckert et al., 2015; Zarkower, 2013). En contraste con un
estudio anterior (Torres-Maldonado et al. 2002) en donde se reportd un perfil
dimorfico de expresion de Dmrt1 desde las etapas indeterminadas 23 y 24, nuestros
actuales resultados mostraron que la expresion dimorfica de Dmrt1 se detecta hasta
la etapa 25, correspondiente a la transicion de la génada indiferenciada hacia ovario
o testiculo dependiendo de la temperatura de incubacion. La explicacion a la
inconsistencia entre los presentes resultados y los reportados anteriormente, puede
deberse a la mayor sensibilidad de la actual técnica cuantitativa de PCR comparada

con la RT-PCR usada en el pasado reporte de Torres-Maldonado et al. (2002).

La expresion no dimérfica del gen Dmrt1 en las gonadas indiferenciadas
encontrada en el presente trabajo, sugieren que este gen no responde a la
temperatura de incubacidn durante el periodo de determinacion sexual de L.
olivacea. La diferencia en los niveles de expresion del Dmrt1 coincide con el inicio
de los cambios estructurales de la gonada en la etapa 25 y con el paso hacia la
diferenciacion irreversible de ovario o testiculo que se consolidan en etapas
subsecuentes. Por la tanto, el gen Dmrt1 probablemente forme parte de la red de
expresion involucrada en los procesos de diferenciacion gonadal, posteriores al

periodo sensible a la temperatura (PST) de la génada bipotencial.

La regulacién dimorfica del gen Sox9 se ha visto involucrado en la

determinacion sexual de las gdénadas embrionarias en varias especies de
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vertebrados Amniota. L. olivacea no es la excepcion, mediante técnicas no
cuantitativas, Torres-Maldonado et al. (2002), reportaron un perfil de expresion
dimorfico en gonadas en etapas ya determinadas, siendo mas alta la expresion a
TM y una muy baja expresion a TF. En etapas del periodo indeterminado la
expresion reportada de Sox9 fue similar a TF y TM. En el presente estudio, la PCR
cuantitativa confirmé de manera general el perfil del Sox9 previamente reportado
empleando la técnica de RT-PCR. El perfil aqui confirmado sugiere que Sox9
participa en la red de diferenciacion sexual de la génada mas que en temprana red
de determinacion sexual de la tortuga golfina. Los niveles de expresion del gen Sox9
concuerdan con la deteccion por inmunofluorescencia de la proteina previamente
reportada (Moreno-Mendoza et al. 2001; Merchant-Larios and Diaz-Hernandez,
2012).

De acuerdo a los resultados del actual estudio, posiblemente sea valido
asumir que en esta especie, el Dmrt1 y el Sox9 formen parte de la red molecular
involucrada en el proceso que controla la diferenciacién de la génada, posterior a la

red que responde a la temperatura en la génada morfolégicamente indiferenciada.

En esta tesis por primera vez se reporta una secuencia de 201 pares de
bases del mMRNA del gen Cirbp en L. olivacea. El perfil de expresion que este gen
mostro diferencias significativas dependiendo de la temperatura de incubacion,
estas diferencias significativas fueron establecidas mediante la prueba estadistica

de Tuekey con una significancia del 5%.

El perfil de expresion de Cirbp en las génadas embrionarias de la tortuga
golfina encontrado en el estudio actual, resulté de particular interés comparandolo
con lo reportado en la tortuga de agua dulce Chelydra serpentina (Rehn et al. 2010).
En la tortuga dulceacuicola, embriones incubados a temperatura masculinizante
(TM) fueron intercambiados a temperatura feminizante (TF). El experimento mostro
que las génadas de los embriones controles mantenidos cinco dias en TM la
expresion de Cirbp fue menor en relacion con la de las génadas de los embriones
intercambiados a TF (Figura G). Sin embargo; los niveles de expresion resultaron
muy similares en ovarios y testiculos después de la eclosion (Rehn et al., 2010).
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Aunque a primera vista nuestros resultados en L. olivacea parecen contrastar
con los reportados en C. serpentina, resulta importante considerar la escala de
tiempo y las etapas de desarrollo empleadas en cada estudio. En la tortuga
dulceacuicola los niveles de Cirbp fueron tomados en un periodo de cinco dias
después de intercambiar embriones de TM a TF en la etapa 16, cuando la gonada
es bipotencial y morfolégicamente indiferenciada. En las tortugas marinas, la etapa
24 corresponde al mismo estado de desarrollo gonadal, también dentro del periodo
sensible a la temperatura (PST). Como el paso de la etapa 24 a |la 25 dura alrededor
de 10 dias, es posible asumir que la medicidon de mayores niveles relativos de Cirbp
a TF en L. olivacea sea similar al reportado en C. serpentina durante cinco dias
después del intercambio. Si este resultado llegara a ser correcto en un experimento
de intercambio en la tortuga golfina, se podria asumir la importancia de Cirbp como

un posible sensor directo de la temperatura.

El gen Cbx2 codifica para la proteina CBX2 la cual es un componente del
complejo represivo de polycomb 1 (PRC1). En esta tesis por primera vez se reporta
la secuencia parcial de este gen en L. olivacea, un fragmento de 429 bp del mRNA
del gen Cbx2. Y también por primera vez se reporta, en un organismo con
determinacion sexual termosensible, el perfil de expresion de este gen en génadas
de L. olivacea (grafica 6). La expresion de este gen es dimoérfica durante el
desarrollo embrionario de L. olivacea, ya que presenta una expresion diferencial
entre TF y TM en la etapa 23, en la cual el sexo aun no esta determinado, este gen
podria estar involucrado en una red de determinacion sexual y ser parte del
mecanismo sensor de la temperatura en esta especie y también podria estar
regulando otros eventos biolégicos como la diferenciacion sexual ya que también
presenta un perfil de expresion dimérfico en etapas embrionarias en vias de

determinacion sexual.
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CONCLUSIONES.

En este trabajo se reportan por primera vez las secuencias parciales de los

genes Dmrt1, Cirbp y Cbx2 en el genoma de la tortuga marina L. olivacea.

Los perfiles de expresidén de los genes Dmrt1 y Sox9 muestran que estos
genes estan mas relacionados con la diferenciacion sexual en la tortuga L. olivacea.
Por otro lado, pueden no estar tan fuertemente asociados al proceso de
determinacion sexual ya que su nivel de expresion no tiene diferencias significativas

entre ambas temperaturas en etapas con sexo indeterminado.

Se reportd por primera vez el perfil de expresion de los genes Cirbp y Cbx2.
Presentan un perfil dimorfico en etapas indeterminadas sexualmente en génadas
de L. olivacea por lo que pueden estar asociados a una red de determinacion sexual

en este organismo.
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APENDICE.

Tabla 1. Etapas de incubacién a temperaturas controladas para la tortuga L.

olivacea.

Temperatura Masculinizante
26x1 °C.

Temperatura Feminizante

33+0.5 °C.

Etapa embrionaria | Dias post desove | Etapa embrionaria

Dias post desove

23 27

23

15

24 34

24

19

25 41

25

25

26 49

26

29

27 56

27

33

28 64

28

37

Tabla 2. Numero de embriones utilizados para la extraccion de RNA de gonadas

Etapa Embriones utilizados para
Temperatura Masculinizante

Embriones utilizados para
Temperatura Feminizante.

23 20

25

24 20

22

25 15

18

26 10

15

27 8

8

28 10

10

Tabla 3. Analisis de la secuencia del exén 2 de Dmrt1 con BLAST®.

Description

PREDICTED: Chelonia mydas doublesex and mab-3 related franscription factor 1 (DMRT 1}, mRNA

Lepidochelys olivacea doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrt-1) mRNA, partial cds

PREDICTED: Chrysemys picta bellii doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DMRT1). mRNA

Chrysemys picta doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrt1) mRNA, partial cds

PREDICTED: Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (LOC102462572). mRNA

Pelodiscus sinensis DMRT1 mRNA for doublesex and mab-3 related transcription factor 1. partial cds

Trachemys scripta doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrt1) mRNA, partial cds

Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (LOC102462572) mRNA

Apalone mutica doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (Dmrt1) mRMA, partial cds

Mauremys reevesii DMRT1 mRNA for doublesex- and mab-3 related transcription factor 1. complete cds

Podocnemis expansa voucher PodExp-DV Dmrt1 (Dmrt1) gene. partial cds

Max | Total
score score
254 254
248 248
243 243
243 243
231 237
237 237
237 237
231 23
231 23
231 23
209 209

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
97%

100%

E
value

4664
26-62
86-61
8e-61
48-59
48-50
46-50
26-57
26-57
2657
86-51

Ident

99%
99%
98%
98%
a7%
97%
97%
96%
96%
97%
94%

Accession

XM 0070655801

AF335421.1

XM 005296762.1

FJ791118.1

XM _006137866.2

AB179687 1

AF201387.1

MM _001317047.1

EJ791119.1

AB3B5876.1

KP108550.1
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Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados. Se incluye la clave de referencia de GenBank
de las secuencias utilizadas para el alineamiento. Para la region 5°-UTR la clave
indica la posicion en el genoma de la tortuga Chrysemys picta en Genome
Browser que se uso para el disefio de los oligos. (S: sentido, AS: antisentido)

Gen Secuencia 5" - 3’ Tamano del | Condiciones Secuencias
amplificado de alineadas para el
amplificacion disefio.
Gapdh | S: 184 94°C-20s C.picta
ACCCGTTCATTGACCTCAAC 60°C-20s (XM_005291303.2)
AS: 72°C-20s T. scripta
ACAACATACTCTGCTCCAGC (FR716831.1)
C. mydas
(XM _007061386.1)
Sox9 | S: 133 94°C-20s L. olivacea
TGCACAACGCAGAGCTCAG 60°C-20s (GQ258676.1)
AS: 72°C-20s
TACTTGTAGTCGGGATGGTC
Dmrt1 | S: 140 94°C-20s C.picta
exon 2 | GTTGCATTGAGAAGGCAGC 58°C-20s (XM_005296762.1)
AS: 72°C-20s C. mydas
GGGCTGCTGCTTTCCAAC (XM_007065580.1)
P. sinensis
(NM_001317047.1)
Dmrt1 | S: 969 94°C-25s C.picta
5-UTR | TCAGGCAGCTGGTGTACG 58°C-30s (JH584680:11,570,7
AS: 72°C-60s 76-11,577,103)
CATGCAGAACCTCTTGTGC
Cirbp | s: 162 94°C-20s P. sinensis
GATACCAATGAACAGTCACTG 60°C-20s | (XM_006124966.1)
AS: 72°C-20s C.picta
TCCATTCATAGCCATCATTGC (XM_005302336.1)
S: 200 94°C-20s | & mydas
GATACCAATGAACAGTCACTG 60°C-20s | (XM_007057938.1)
AS: 72°C-20s
GCCTGGTCAACTCTAATCTG
Cbx2 | S: 151 94°C-20s C.picta
AATCAAGTCAAGTAGCTCCTC 60°C-20s (XM_005283137.1)
AS: 72°C-20s P. sinensis
CTTCGCAACCAGAATCTGAG (XM_006120233.1)
S: 469 94°C-20s C. mydas
AATCAAGTCAAGTAGCTCCTC 60°C-20s (XM_007056062.1)
AS: 72°C-30s

CTGCCAGCTGATCCCGTG
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Tabla 5. Condiciones 6ptimas de oligonucledétidos y cDNA de cada gen para PCR

en tiempo real.

Gen Concentracion éptima de
oligonucledtido en la reaccion

Cantidad de cDNA por reaccién de

25 L

Gapdh 0.4uM cada uno.

1yl

Sox9 0.4uM cada uno.

1yl

Dmrt1 0.4uM cada uno.

1yl

Cirbp 0.4uM cada uno.

1yl

Cbx2 0.2uM cada uno.

1yl

Tabla 6. Analisis de la traduccion del exén 2 del gen Dmrt1 con BLAST.

Description

Dmrt1 [Podocnemis expansa;

doublesex and mab-3 related franscription factor 1 [Chrysemys pictal

doublesex and mab-3 related transcription factor 1 [Apalone mutica]

doublesex and mab-3 related transcription factor 1 [Staurotypus triporcatus]

RecName: Full=Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1

doublesex and mab-3 related franscription factor 1 [Pelodiscus sinensis]

PREDICTED: doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 [Chrysemys picta bellii

doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 [Pelodiscus sinensis]

PREDICTED: doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 [Pelodiscus sinensis

Doublesex- and mab-3-related franscription factor 1 [Chelonia mydas]

PREDICTED: doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 [Chelonia mydas]

Max | Total
score | score
951 951
959 959
955 955
951 951
944 944
951 95.1
951 95.1
947 947
947 947
93.2 932
940 94.0

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

value
Te-24
4e-23
5e-23
2e-22
3e-22
Te-22
Te-22
9e-22
1e-21
1e-21
2e-21

Ident

100%
100%
100%
98%
98%
100%
100%
100%
100%
98%
98%

Accession

AJCE4536.1
ACY711381
ACY71139.1
BAM99005.1
P57690.1
BADI9160.1

XP 005296819.1
NP _001303876.1
XP 0061379282
EMP30456 1

XP 007065642.1

Tabla 7. Analisis de la secuencia de la region 5°-UTR del gen Dmrt1 con BLAST®.

Description

Trachemvys scripta elegans Dmrt (Dmrid) gene. promoter region and partial cds

PREDICTED: Chelonia mydas doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DMRT1). mRNA

Mauremys reevesii DMRT1 mRNA for doublesex- and mab-3 related transcription factor 1. complete cds

PREDICTED: Chrysemys picta bellii doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DMRT1}). mRNA

Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (L OC102462572). mRMA

Pelodiscus sinensis DMRT1 mRMA for doublesex and mab-3 related transcription factor 1. partial cds

PREDICTED: Pelodiscus sinensis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (LOC102462572), mRNA

PREDICTED: Analis carolinensis doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (dmrt1). mRNA

Rana livida double sex and Mab 3-related transcription factor 1b (DMRT1b) mRNA, partial cds

Max
score

1009
649
606
411
403
403
315
100

89.8

Total
score

1009
649
606
411
403
403
315
100

8908

Query
cover

80%
38%
43%
26%
44%
44%
25%

E
value

0.0
0.0
2e-169
2e-110
3e-108
3e-108
1e-81
5e-17
1e-13

Ident

90%
98%
92%
96%
84%
84%
90%
87%

93%

Accession

KJ583239.1
XM 0070655801
AB365876 1
XM 0052967621
NM 0013170471
AB179697.1
XM 006137866.2
XM 0032165532

EU418494.1
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Tabla 8. Analisis de la secuencia del mRNA parcide Cirbp de L. olivacea con

BLAST®.

Description

PREDICTED: Chelonia mydas cold-inducible RNA-binding protein-like (LOC102943926). mRNA

PREDICTED: Chrysemys picta bellii cold inducible RNA binding protein (CIRBF). transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Chrysemys picta bellii cold inducible RNA binding protein (CIRBP). transcript variant X1. mRNA

PREDICTED: Pelodiscus sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP). transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Pelodiscus sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP). ranscript variant X1, mRNA

PREDICTED: Alligator mississippiensis cold inducible RMA binding protein (CIRBP), transcript variant X4, mRMNA

PREDICTED: Alligator mississippiensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP), franscript variant X3 mRNA

PREDICTED: Alligator mississippiensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP), transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Alligator mississippiensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP). transcript variant X1. mRNA

Alligator mississippiensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP). mRNA

PREDICTED: Alligator sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP). transcript variant X4, mRNA

PREDICTED: Alligator sinensis cold inducible RNA binding protein (CIRBP), ranscript variant X3, mRNA

Max | Total  Query
score score  cover

368
346
346
324
324
272
272
272
272
272
255
255

368
346
346
324
324
272
272
272
272
272
255
255

100%
100%
100%
100%
100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

value
2e-98
1e-91
1e-91
46-85
4e-85
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69
2e-64
2e-64

Ident

99%
98%
98%
96%
96%
91%
91%
91%
91%
91%
90%
90%

Tabla 9. Analisis de la traduccion del mRNA parcial gen Cirbp con BLAST.

Description

Chain A, Solution Structure Of Rrm Domain In A18 Hnrmp

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X3 [Merops nubicus]

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein [Camelus ferus]

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X2 [Ornithorhynchus anatinus

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X1 [Anolis carolinensis]

PREDICTELD cold-inducible RNA-binding protein isoform X1 [Ornitharhynchus anatinus

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein [Camelus bacirianus]

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X3 [Sus scrofal

Cold-inducible RNA-binding protein [Heterocephalus glaber]

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X1 [Odobenus rosmarus divergens]

PREDICTEL: cold-inducible RNA-binding protein [Heterocephalus glaber

PREDICTED: cold-inducible RNA-binding protein isoform X1 [Leptonvchotes weddellii

Max | Total Query
score score  cover

136
137
135
137
138
137
137
137
137
138
137
138

136
137
135
137
138
137
137
137
137
138
137
138

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

E
value

3e-39
4e-39
4e-39
5e-39
5e-39
5e-39
5e-39
5e-39
Ge-39
Ge-39
6e-39

6e-39

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

Accession

AM _007057938.1

=

XM 0053023371

=

AM 005302336.1

=

AM 0145745481

=

AM 006124966.2

=

AM 006272503.2

=

AM 0148047961

=

AM 006272501.2

=

XM 0146047941

=

NM_001287301.1

=

AM 0145280281

=

AM 0145280271

=

Accession

1455 A

XP 0089405541

XP 006195343.2

XP 007657983.1

o

XP 0032300401

o

XP 0076579821

T

XP 010964936 1

il

XP 005661438 1

sl

EHB02467.1
XP 0124160901
XP_004866021.1

XP 0067408401
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Tabla 10. Analisis de la la secuencia del mRNA parcide Cbx2 de L. olivacea con

BLAST®.

Max Total | Query

Description

score score cover
PREDICTED: Chelonia mydas chromobox homolog 2 (CBX2), mRNA 763 763 99%
PREDICTED: Chrysemys picta bellii chromobox homolog 2 (CBX2), mRNA 719 719 99%
PREDICTED: Pelodiscus sinensis chromobox homolog 2 (CBX2). partial mRNA 492 492 99%
PREDICTED: Gavia stellata chromobox protein homolog 2-like (LOC104254060). partial mRNA 331 331 78%
PREDICTED: Fulmarus glacialis chromobox protein homolog 2-like (LOC104077366). partial mRNA 326 326 78%
PREDICTED: Phalacrocorax carbo chromobox homolog 2 (CBX2), mRNA 326 326 78%
PREDICTED: Aptenodytes forsteri chromobax homolog 2 (CBX2) mRNA 320 320 78%
PREDICTED: Manacus vitellinus chromobox homolog 2 (CBX2). mRNA 320 320 78%
PREDICTED: Cariama cristata chromobox homolog 2 (CBX2), partial mRNA 316 316 79%
PREDICTED: Pygoscelis adeliae chromobox homalog 2 (CBX2), mRMA 315 315 75%
PREDICTED: Phaethon lepturus chromobox homolog 2 (CBX2). partial mRNA 309 309 78%
PREDICTED: Columba livia chromobos homolog 2 (CBX2), mRNA 309 309 T75%

value
0.0
0.0
3e-135
Ge-87
3e-85
Je-85
1e-83
1e-83
2e-82
Ge-82
Je-80

3e-80

Ident

99%
97%
87%
84%
84%
84%
84%
84%
84%
84%
83%

84%

Accession

XM 007056062.1

=

XM 0052831371

=

XM 0145720721

=

XM 009807709.1

=

XM 009578569.1

=

XM 009501603.1

=

XM 009276805.1

=

XM 0089218421

=

XM 0096953941

=

XM 0093245371

=

XM 0102834191

=

XM 005508339.1

=

Tabla 11. Analisis con BLAST® de la secuencia traducida a partir del mRNA parcial

del gen Cirbp.

Max | Total | Query

Description

SCore score | cover
PREDICTED: chromobox protein homolog 2 [Chelonia mydas] 275 275 99%
PREDICTED: chromobosx protein homolog 2 [Chrysemys picta bellii] 269 260 99%
Ectonucleotide pyrophosphataseiphosphodiesterase family member 7 [Chelonia mydas 278 278 99%
Chromobox protein 2 [Phoenicopterus ruber ruber] 181 181 82%
PREDICTED: chromobox protein homoloa 2. partial [Balearica requiorum aibbericeps] 184 184 82%
Chromobox protein 2. partial [Balearica requlorum gibbericeps] 184 184 82%
Chromobos protein 2 [Cariama cristata 184 184 82%
PREDICTED: chromobox protein homolog 2 [Cariama cristatal 184 184 82%
Chromobox protein 2 [Cathartes aura] 181 181 82%
Chromobox protein 2 [Charadrius vociferus] 179 179 83%
Chromobox protein 2 [Podiceps cristatus] 181 181 82%
Chromobox protein 2 [Fulmarus glacialis] 180 180 82%
PREDICTED: chromobox protein hamolog 2 [Charadrius vociferus] 181 181 83%
Chromobox protein 2 [Tauraco erythrolophus] 177 177 82%
PREDICTED: chromobox protein homolog 2-like [Haliaeetus albicilla 177 177 82%
Chromobox protein 2 [Haliaeetus albicilla] 177 177 82%
PREDICTED: chromobox protein homolog 2-like [Fulmarus glacialis] 179 179 82%

E
value

4e-87
2e-84
4e-84
9e-55
1e-54
1e-54
1e-54
1e-54
3e-54
Se-54
5e-54
Te-54
1e-53
1e-53
3e-53
3e-53
2e-52

Ident

100%
98%
100%
79%
79%
79%
79%
79%
78%
1%
79%
78%
1%
78%
78%
78%
78%

XP 007056124 1
XP 0052831941
EMP30286.1
KFQ78499.1
XP 0103017481
KF0113551
KFP56759.1
XP 009693696 1
KFP46835.1
KGL89830.1
KFZ65906 1
KPW05579.1
XP 0098791121
KFV03329.1
XP_009920463.1
KFP92755.1

XP_009576864.1

Accession
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Alineamientos

- Gapdh.

Alineamiento de las secuencias reportadas del mRNA del gen Gapdh en las
tortugas Chelonia mydas, Trachemys scripta y Chrisemys picta. Las regiones
sombreadas representan las regiones de donde se obtuvieron los primers.

C.mydas. AGAGCTGCCTTCATCTCTGGCAAAATCCAGATTGTAGCAATCAATGACCCGTTCATTGAC
T.scripta AGAGCTGCCTTCACCTCTGGCAAAGTCCAGATTGTAGCAATCAATGACCCGTTCATTGAC
C.picta AGAGCTGCCTTCACCTCTGGCAAAGTCCAGATTGTAGCAATCAATGACCCGTTCATTGAC
AEAEAAAEAEAAAEAEAAKX AAEAEAAAXAEAAA AAAAAAAAAAAXAAAAXAAAAAAAAXAAAA XA AAXAAX

C.mydas. CTCAACTACATGGCTTACATGTTCAAATACGACTCCACTCATGGTCGTTTTCATGGCACT
T.scripta CTCAACTACATGGTTTACATGTTCAAATATGACTCCACTCACGGTCGTTTTCATGGCACT
C.picta CTCAACTACATGGTTTACATGTTCAAATATGACTCCACTCACGGTCGTTTTCATGGTACT
E o =

C.mydas. GTCAAGGCTGAAAATGGAAAACTTGTGATAAATGGAAACCAAATTACCATTTTCCAGGAG
T.scripta GTCAAGGCTGAAAATGGAAAACTTGTGATTAATGGAAATCAAATTACCATTTTCCAGGAG
C.picta GTCAAGGCTGAAAATGGAAAACTTGTGATTAATGGAAATCAAATTACCATTTTCCAGGAA
C.mydas. CGTGATCCTGCTAACATCAAGTGGGGAGATGCTGGAGCAGAGTATGTTGTAGAATCCACT
T.scripta CGTGATCCCGCTAACATCAAGTGGGGAGATGCTGGAGCAGAGTATGTTGTAGAGTCCACT
C.picta CGTGATCCCGCCAACATCAAGTGGGGAGATGCTGGAGCAGAGTATGTTGTAGAGTCCACT

o
- Dmrtf.

Alineamiento de las secuencias reportadas del mRNA del gen Dmrt1 en las
tortugas Chelonia mydas, Pelodiscus sinensis y Chrisemys picta. Las regiones
sombreadas representan las regiones de donde se obtuvieron los primers.

C.mydas = = = —————————————— ATGCAGCCTGATCGCAGAGCGGCAGCGGGTGATGGCAGCCC
P.sinensis GGGACTGCCAGTGTAAAAAATGCAGCCTGATCGCCGAGAGGCAGCGGGTGATGGCAGCCC
C.picta =  -————-————————- AAGAAGTGCAGCCTGATCGCAGAGCGGCAGCGGGTGATGGCAGCGC
*x*k *

C.mydas AGGTTGCATTGAGAAGGCAGCAGGCCCAAGAAGAAGAGCTGGGGATCAGCCATCCCATCC
P._sinensis AGGTTGCATTGAGAAGGCAGCAGGCCCAAGAAGAAGAGCTGGGGATCAGCCATCCCATCC
C.picta AGGTTGCATTGAGAAGGCAGCAGGCCCAAGAAGAAGAGCTGGGGATCAGCCATCCCATCC
C.mydas CTCTGCCAAGTGCCCCGGAGCTCTTCGTTAAGAAGGAAAACAATGGTGGCAGCTCCTGTT
P.sinensis CTCTCCCCAGTGCCCCAGAGCTCTTTGTAAAGAAGGAAAACAATGGTGGCAGCTCCTGTT
C.picta CTCTGCCCAGTGCCCCAGAGCTCTTTGTTAAGAAGGAAAACAATGGTGGCAGCTCCTGTT
FEEkA KA AEXEAIAXAAXAA XEAXEAAXA AKX dhx FEAAXTXAXATXAXXAAXAXAXAAXAAIAXAALAXAALAAAXAhx*X

C.mydas TATTGTTGGAAAACAGCAGCCCGACACATTCAACAAACACAGCAACTACAGCATCCACCA
P.sinensis TATTGTTGGAAAGCAGCAGCCCGACACATTCAACAAACACGGCAACTACGGCATCCAGCA
C.picta TATTGTTGGAAAGCAGCAGCCCAACACATTCAACAAACACAGCAACTACAGCATCCACCA

*x
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- Cirbp.

Alineamiento de las secuencias reportadas del mRNA del gen Cirbp en las
tortugas Chelonia mydas, Pelodiscus sinensis y Chrisemys picta. Las regiones
sombreadas representan las regiones de donde se obtuvieron los primers.

P.sinensis TTTTGATACCAATGAACAGTCACTGGAGCAAGTTTTTTCTAAATATGGACAGATATCAGA
C.picta TTTTGATACCAATGAACAGTCACTGGAGCAAGTCTTTTCTAAATACGGACAGATATCTGA
C.mydas TTTTGATACCAATGAACAGTCACTGGAGCAAGTTTTTTCTAAATACGGACAGATATCTGA

AEA A A A A A A A A A A A AAAEAEAAATEAAAXATAXAAXXAXAAXAKA AEAxEAAAXAAAAAKXA KAxXAXxdkhihdidkhk *%
P.sinensis AGTTGTGGTGGTGAAAGACAGGGAGACCCAGAGATCCAGAGGCTTTGGATTTGTCACGTT
C.picta AGTGGTTGTGGTGAAAGACAGAGAGACCCAGAGGTCCAGAGGCTTTGGGTTTGTCACTTT
C.mydas AGTTGTCGTGGTGAAAGACCGAGAGACCCAGAGGTCCAGAGGCTTTGGGTTTGTCACTTT

*k*k Kk * *xk
P.sinensis TGAGAACATAGATGATGCTAAAGATGCAATGATGGCTATGAATGGAAAGTCTGTTGATGG
C.picta TGAGAACATAGATGATGCTAAAGATGCAATGATGGCTATGAATGGAAAGTCTGTTGATGG
C.mydas TGAGAACATAGATGATGCTAAAGATGCAATGATGGCTATGAATGGAAAGTCTGTTGATGG
P.sinensis GCGTCAGATTAGAGTTGACCAGGCAGGTAAATCATCTGAAAACCGATCCCGTGGATACAG
C.picta GCGTCAGATTAGAGTTGACCAGGCAGGTAAATCATCCGAAAACAGATCCCGTGGATACAG
C.mydas GCGTCAGATTAGAGTTGACCAGGCAGGTAAATCATCCGAAAACAGATCCCGTGGATACAG

- Cbx2.

Alineamiento de las secuencias reportadas del mRNA del gen Cbx2 en las
tortugas Chelonia mydas, Pelodiscus sinensis y Chrisemys picta. Las regiones
sombreadas representan las regiones de donde se obtuvieron los primers.

P.sinensis AGGCGCCTCCAAAAATCAAGTCAAGTAGCTCCTCCTCCTCCAGCTCCTCTTCCTCCTCCT
C.mydas AGGTGCCTCCAAAAATCAAGTCAAGTAGCTCCTCATCCTCTACCTCTTCATCTTCCTCCT
C.picta AGGTGCCTCCAAAAATCAAGTCAAGTAGCTCCTCATCCTCCACCTCTTCATCTTCCTCCT

kxS * Khkk Kk Kk KkAAAAKk
P._sinensis CCTCTGATGAAGAGGATGAGAGCGACCTGGAGGCAAAGCGAGGTCCCCGGAGTCGAGAGA
C.mydas CCTCTGATGAAGAGGATGAGAGTGACCTGGAGGCAAAGAGAGGTCCCCGGAGCAGAGAGA
C.picta CCTCTGATGAAGAGGATGAGAGTGACCTGGAGGCAAAGAGAGGTCCCCGGAGCAGAGAGA
P.sinensis CCCACCCTGTGCCACAGAAGAAAGCTCAGATTCTGGTGGCGAAGCCGGACCTGAAAGACC
C.mydas CTCACCCAGTGCCGCAGAAGAAAGCTCAGATTCTGGTTGCGAAGCCGGAAATAAAAGACC
C.picta CTCACCCAGTGCCACAGAAGAAAGCTCAGATTCTGGTTGCGAAGCCAGAAATAAAAGACC

* *x * FhdAkAhkkk
P.sinensis CTGTCAGGAAGAAGCGGGGGCGGAAACCGCTGCCTCCGGAGCAGAAGGCCGCCCGCAGGA
C.mydas CCGTCAGGAAGAAGCGTGGGCGGAAACCTCTGCCTCCGGAGCAGAAGGCAGCCAGAAGGA
C.picta CTGTCAGGAAGAAGCGTGGGCGGAAACCTCTGCCTCCGGAGCAGAAGGCAGCCAGAAGGA

* EKEAEXEAEEAAXAAXAXAAXAA AAXAAXAXAXAAKXA FAAXAXAXAXAXAXAAXAAAXAAAXA X dhxkh K dhkk
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Imagenes.

Imagen 1. Geles de RNA de distintas etapas (23 a 28) temperatura Feminizante.
RNA proveniente de goénadas de embriones de L. olivacea. Se presentan distintas

fotos ya que cada RNA se extrajo el dia de la diseccién del embridn y cada RNA se
corrié en un gel distinto.

Melt Curve
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Imagen 2. Curva de disociacién de PCR en tiempo real. La linea azul representa al
control sin templado.
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Amplification Plot
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Imagen 3. Curva de amplificacién de PCR en tiempo real.

Secuencias.

Las secuencias se encuentran en direccion 5°-3".

>Dmrtl exon 2, L. olivacea.

GTTGCATTGAGAAGGCAGCAGGCCCAAGAAGAAGAGCTGGGGATCAGCCAT
CCCATCCCTCTGCCAAGTGCCCCGGAGCTCTTCGTTAAGAAGGAAAACAATG
GTGGCAGCTCCTGTTTATTGTTGGAAAGCAGCAGCCC
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>Dmrtl 5°-UTR, L. olivacea.

TCAGGCAGCTGGTGTACGTGTAAATCCTGTCAATGAGCAGGTTCAGCTGAGT
CCCTGAGACATAATAAACATGGCACCCCCAAATGGTATTTTTATTGTGGGACT
CTTAAAAAAGAGCTGAAATGCAGTTTAAAATGCAACTCTCTCTCCATCCCCAA
GGGACCTGCTACCCGAGATTTGTAAATCAACTTCCTCTTGGATTTTTGTGTAAT
ATCTTATTTAGATTGTCTCACTTCTTCCCAGCCCTGGAGCCAAGGCGGCATGG
ACCTGGTCTGCTCAGCGCCCTGGGCCCTGCAGCAGCAGCTGGCCGGGLGG
GAAGAAGGGGGAGGAGCTGGCAGGGAGAGGCCGGGGTTTGCTACGCTTTCT
CTCTCCTCCCGGGGAACGTTCCAAAAAGTATCCAGCGTTCTGAAAAAAGTAGC
GAATGTTCCAAACCTGCAGCAGCCCGCCCGCCAAAACTCAGCCAACACAGGG
GGCAGGAGCTGGTGTGGCCAGTGTTACTCCCGCTGCTGCTGCGGCAACCGC
AGCTTCCAACTGGGCAAAAGGTGGGGGCAGCTGTCTTGTTTGGGCCGCATCG
CAGCGACTCCTTCTGATGCAGCAGGAATTGGCTAATACGTGTTAGCCGAACC
TCTCTTCTCCCAGCCACACCCCAGCCCCTGAAACATTAACTCCTTCCCCCGTC
CCTAACTGTGCGGGCGAGCCAACCGGTCCGGGACGATGCCCAATGACTCATT
CAACAAGCCCTCGGCTTCTTCGGACCATCATGCCCAGGGGGGTAAGATGAGC
AGCTTCGGGAAAGCCGCCGTTCTGATGGCTGCTACTACTCCTGCCGGAGGTG
GAGGGGGTGCCGGGGTCTTGGCTCAAGCCGCCGCCACCGCCGCCTCGGGA
AAGAAGTCTCCCCGTCTCCCCAAGTGTGCCCGGTGCAGGAACCACGGCTACT
CCTCGCCACTGAAAGGGCACAAGAGGTTCTGCATG

>Cirbp, mRNA parcial, L. olivacea.

TGATACCAATGAACAGTCACTGGAGCAAGTTTTTTCTAAATACGGCCAGATAT
CTGAAGTTGTCGTGGTGAAAGACCGAGAGACCCAGAGGTCCAGAGGCTTTGG
GTTTGTCACTTTTGAGAACATAGATGATGCTAAAGATGCAATGATGGCTATGA
ATGGAAAGTCTGTTGATGGGCGTCAGATTAGAGTTGACCAGGCA
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>Cbx2, mRNA parcial, L. olivacea.

TAATCAAGTCAAGTAGCTCCTCATCCTCTACCTCTTCATCTTCCTCCTCCTCTG
ATGAAGAGGATGAGAGTGACCTGGAGGCAAAGAGAGGTCCCCGGAGCAGAG
AGACTCACCCAGTGCCACAGAAGAAAGCTCAGATTCTGGTTGCGAAGCCGGA
AATAAAAGACCCTGTCAGGAAGAAGCGTGGGCGGAAACCTCTGCCTCCGGAG
CAGAAGGCAGCCAGAAGGACCATGAATGTGGCCAAGGTGCTGAAAACCACC
CGAAAGGAGACGGGGGGAGGTTCTAAACTAATGGGGAAATTACAGCCCCAAC
ACAATGCTCAGGGCTCAGGTATTGCTGTGCTTAAATCTAATGTGAAAGAGCCC
CAAAGTGCACTGAGTGGGCTTGGTCCAGGGGGCTTATCTGCTGAGAACCTGC
CCAATATACGAA
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