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RESUMEN

La tortuga marina Lepidochelys olivacea presenta determinacion sexual dependiente
de temperatura (DST). Esto implica que cada individuo posee todos los genes
necesarios para el desarrollo, tanto de un macho como de una hembra y que las
diferencias entre ambos sexos no son resultado de la presencia o ausencia de genes,
sino de cambios en sus niveles de expresion. El objetivo de este proyecto es analizar el
papel de los mecanismos epigenéticos en la regulacion de la expresion génica durante
la DST en L. olivacea. Identificamos un dimorfismo en los patrones de metilacion del
DNA global entre ovarios y testiculos y comprobamos que las diferencias se originan
por eventos de metilacién y desmetilacion. Para determinar si la desmetilacién podia
ocurrir por un proceso activo, decidimos buscar la marca de 5-hidroxi-metil-citosina
(5hmC). Encontramos que la distribucién de 5hmC difiere entre células del estroma y
los cordones medulares, con un patron opuesto entre génadas incubadas a
temperaturas productoras de machos o hembras. Asi mismo, evaluamos la distribucion
de distintas modificaciones post traduccionales de histonas, y encontrando una
acumulacion de trimetilacion de la lisina 27 en la histona H3 en algunas células de
ovario. Para el andlisis sobre secuencias especificas, evaluamos los patrones de
metilacién del DNA sobre promotores de Sox9 y Dmrt1. Nuestros resultados sugieren
que la regulacion de la expresion de Sox9 es independiente de la metilacion del DNA
en su promotor. Por otra parte, el analisis sobre el promotor de Dmrt1 evidencié un
enriquecimiento en metilacion del DNA en ovarios con respecto a testiculos, lo que
sugiere un papel de la metilacidn en la regulacién de la expresién de este gen.
Finalmente, se clon6 un posible homdlogo de la secuencia TES, descrita en mamiferos
como un regulador de la transcripcidn de Sox9. Resultados preliminares sugieren un
efecto represivo de este elemento en la expresion génica. Nuestros resultados sugieren
que los mecanismos de regulacion epigenética, pueden estar involucrados en la

determinacién sexual termosensible de L. olivacea y probablemente de otras especies.
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ABSTRACT

Sex determination in vertebrates depends on the expression of a highly conserved
network of genes. However, the mechanisms that trigger the activation of male or
female producing networks vary among species. Sea turtles as Lepidochelys
olivacea have temperature dependent sex determination (TSD); this means that each
embryo has the complete set of genes necessary to develop either as male or
female. Temperature has an effect on the levels of gene expression that trigger the
activation gene networks for sex determination. The aim of this project was to study
some epigenetic mechanisms that might be involved in TSD. We found dimorphism
in global DNA methylation patterns between embryos incubated at female- or male-
producing temperatures (FPT or MPT) which differentiate ovaries or testis,
respectively. Differences arised from methylation as well as demethylation events,
correlated to incubation temperature. To find if an active demethylation process was
involved, we looked for the presence of 5-hydroxy-methyl-cytosine (5hmC). We found
opposite distribution patterns of 5ShmC between stromal cells and cells of the
medullary cords at FPT or MPT. Furthermore, we compared the distribution of
histone modifications and found that some cells showed an accumulation of
trimethylation of lysine 27 on histone H3 and trimethylation on lysine 9 of histone H3
ovaries and testis, respectively. To make a more specific analysis, we evaluated DNA
methylation over putative promoter sequences of Sox9 and Dmrt1. Our results
suggest that DNA methylation is not directly involved in the regulation of Sox9
expression. In contrast, the analysis of the Dmrt1 promoter showed higher DNA
methylation levels in ovary than in testis, probably related to TSD. Moreover, an
homolog of the TES sequence, described in mammals as a Sox9 transcriptional
regulator, was analysed in L. olivacea. Results suggest that this sequence has a
repressive effect on expression. Current results indicate that epigenetic mechanisms
occurring in developing gonads are involved in TSD of L. olivacea and probably in

other species with TSD.
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INTRODUCCION

1. DETERMINACION SEXUAL.

1.1- Determinacion y Diferenciacion Sexual.
Para hacer posible la reproduccion sexual, es necesario que existan organismos con
sistemas, 6rganos y gametos de tipo femenino o masculino. El proceso para
desarrollarse como macho o hembra incluye dos etapas: determinacion y

diferenciacion sexual (Hughes, 2001).

La determinacion sexual se refiere al evento durante el cual se establece la ruta de
desarrollo para la formacion de una hembra o un macho. La diferenciacion sexual,
por otra parte, se define como el proceso para desarrollar el fenotipo caracteristico
de cada sexo, una vez que éste se ha determinado (Hughes, 2001; Merchant-Larios

y Diaz-Hernandez, 2013).

La diferenciacion sexual de manera general, puede dividirse en primaria y
secundaria. Durante la diferenciacion sexual primaria el primordio gonadal se
desarrolla como un ovario o un testiculo. La diferenciacién sexual secundaria lleva a
la masculinizacion o feminizacion del resto del organismo, incluyendo genitales
externos e internos y es dependiente del establecimiento del eje hipotalamo-hipdfisis
gonada. De manera general la estructura y funcién de las génadas se encuentra
altamente conservada en los vertebrados. Sin embargo, existe una gran diversidad
en los mecanismos involucrados en la determinacion sexual entre grupos e incluso

especies (Merchant-Larios y Diaz-Hernandez, 2013).
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1.2- Tipos de Determinaciéon Sexual.
En general, hay dos modalidades de determinacién sexual en los vertebrados:
determinacién sexual genética (DSG) y determinacion sexual ambiental (DSA)

(Pieau, 1996; Koopman, 2001).

En organismos con DSG, el sexo de cada individuo se define por la carga genética
que aportan los gametos desde el momento de la fecundacion. La DSG se considera
un sistema cerrado, puesto que todos los factores involucrados se encuentran
contenidos en el cigoto (Merchant-Larios et al., 2010). El factor que define si un
individuo serd hembra o macho es la presencia o ausencia de alelos, genes o
incluso cromosomas sexuales. En mamiferos, los individuos con cromosomas
sexuales XX se desarrollan como hembras, mientras que los cromosomas XY
generan machos (Ezaz et al., 2006). Otro ejemplo de DSG es el anfibio Xenopus
laevis, en el cual la presencia del gen feminizante Dm-W es la Unica diferencia
genética entre machos y hembras (Yoshimoto et al., 2007). La DSG se caracteriza
por una descendencia cercana al 50% de individuos de cada sexo, debido a la
naturaleza de la segregacién de cromosomas durante la gametogénesis (Merchant-

Larios et al., 2010).

En el caso de la DSA, el sexo del organismo se define durante su desarrollo por
factores tales como disponibilidad de nutrientes, fotoperiodo o temperatura (Janzen y
Phillips, 2006). La DSA se define como un sistema abierto por ser un proceso
receptivo a factores externos al embridén (Merchant-Larios et al., 2010). En
vertebrados amniotas (reptiles, aves y mamiferos), un buen numero de especies de

reptiles poseen determinacion sexual termosensible (DST), lo que significa que el
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sexo del individuo depende de la temperatura de incubacion del embridon durante un
periodo susceptible en el desarrollo, conocido como periodo termosensible (PTS)
(Bull, 1980). Esta modalidad de determinacion sexual se encuentra en algunas
lagartijas, varias tortugas dulceacuicolas y en todas las tortugas marinas y caimans

(Ferguson y Joanen, 1982; Merchant-Larios et al., 1989).

En la DSA, no hay diferencias genéticas entre organismos de distinto sexo, lo que
implica que cada individuo tiene el potencial de desarrollarse como un macho o
como una hembra. En organismos con este tipo de determinacién sexual es comun
encontrar camadas de un solo sexo en su mayoria, debido a las condiciones
similares en que se desarrollan todos los embriones. Se ha sugerido que este tipo de
determinacién sexual puede resultar benéfico para los organismos de su especie al
evitar la endogamia, asi como ayudar a regular la proporcion de machos y hembras
en épocas del afno especificas, cuando estos requieren distinta afluencia de recursos

o tienen distintos periodos de maduracién sexual (Janzen y Phillips, 2006).

Existen ademas organismos que dependen tanto del factor genético como del
ambiental para determinar su sexo. En estos casos, el programa genético marca una
predisposicion en cada individuo hacia uno de los dos sexos. Sin embargo,
condiciones especificas en el medio pueden sobreponerse vy llevar al embrién a
desarrollarse con un sexo distinto al predeterminado. Esto se ha estudiado
pincipalmente en algunas lagartijas y peces (Janes y Wayne, 2006; Conover y

Kynard, 1981)
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Pese a estas diferencias entre las dos modalidades de determinacion sexual, el
proceso que lleva al establecimiento y diferenciacion morfoldgica de la génada se

encuentra altamente conservado en los vertebrados amniotas.

1.3- Desarrollo de la Géonada.

De manera general, la gonadogénesis en vertebrados comienza con el
establecimiento de la cresta genital para formar primero una génada
morfolégicamente indiferenciada y después la estructura tipica de un ovario o un
testiculo (DeFalco y Capel, 2009). En vertebrados amniotas la cresta gonadal se
forma en la cavidad celémica, a partir de un engrosamiento del mesotelio que
recubre la superficie ventromedial del mesonefros. El mesotelio de la cresta se
expande por division celular asimétrica y por reclutamiento de vasos y células
mesenquimaticas provenientes del mesonefros adyacente (Diaz-Hernandez et al.,

2012)

La principal caracteristica del primordio gonadal es su bipotencialidad para
diferenciarse como un ovario o un testiculo. Pueden distinguirse dos
compartimientos en el primordio gonadal: la corteza y la médula. En la médula se
encuentran varios tipos celulares: los precursores de células de soporte, los
precursores de las células esteroidogénicas y las células del estroma. Las células de
soporte de tipo epitelial, derivadas del mesontelio, dan origen a las células que
rodean y promueven el desarrollo de las células germinales, corresponden a las
células de Sertoli en el testiculo y a las células granulosas en el ovario (DeFalco y

Capel, 2009). En el estroma se diferencian las células esteroidogénicas de Leydig
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en el testiculo y células de la teca en el ovario. Entre las células del estroma, se
encuentran células mesenquimales, fibroblastos y precursoras de células mioides,
ademas de vasos sanguineos, linfaticos y nervios, tanto en ovario como en testiculo

(Loffler y Koopman, 2002).

Después de la determinacion sexual, cada compartimento en la gonada bipotencial
puede generar la arquitectura de un ovario o de un testiculo. En el ratén, la corteza
prolifera y se engrosa para alojar a las células germinales en el ovario. En el
testiculo, la médula prolifera y se condensan las células de Sertoli para formar
cordones seminiferos (DeFalco y Capel, 2009). Las mismas células de Sertoli son
responsables de iniciar el destino de las demas células gonadales hacia el fenotipo

de un testiculo (Koopman et al., 1991).

Dos pares de ductos genitales (Wolff en machos y Muller en hembras) se forman a
partir de la invaginacién del epitelio superficial del mesonefros en ambos sexos. Sin
embargo, solo un par de ellos completara su formacion de acuerdo con el sexo
gonadal. En el macho, los testiculos producen dos reguladores endocrinos: la
testosterona en células de Leydig y la hormona antimulleriana en células de Sertoli,
las cuales inducen la diferenciacién del ducto de Wolff y estructuras genitales
internas del macho, mientras que el ducto Mulleriano sufre un proceso de atrofia
(Wilhem et al., 2007). En embriones hembra, por otra parte, el ducto de Wolff sufre
un proceso de degeneracion y el ducto Mulleriano da origen al oviducto, el utero y la

parte superior de la vagina, (Loffler y Koopman, 2002).

18



1.4- Determinacion y Diferenciacion Sexual en Mamiferos.

Ademas de las génadas, los fetos de mamifero desarrollan genitales masculinos o
femeninos a partir de precursores similares en los dos sexos: los ductos de Muller y
Wolff, precursores de los 6rganos internos de hembras y machos, respectivamente,
asi como el seno urogenital, que constituye el priomordio de los genitales externos.
Décadas atras se demostrd que la presencia del testiculo definia el destino del
desarrollo sexual fenotipico del feto. Alfred Jost (1947) realizé cirugias de extirpacion
de gonadas en fetos de conejo: la extirpacion de los testiculos fetales llevo al
desarrollo de genitales internos y externos con fenotipo femenino. Asimismo, al
implantar un testiculo sustituyendo al ovario, los ductos y el seno urogenital
desarrollan el fenotipo propio de un macho. El mamifero mas y mejor estudiado es el
raton, por lo que la mayor parte del conocimiento que tenemos sobre los procesos
de determinacion y diferenciacion sexual provienen de esta especie. A continuacion

haremos una breve descripcion:

a) Formacion del testiculo

. En organismos XY, la génada bipotencial dara lugar a un testiculo, para ésto, un
grupo de células de la médula provenientes de la primera division del epitelio
celdbmico comienzan a expresar el gen Sry (por las siglas en inglés para “sex-
determining region of the Y choromosome”), que codifica para el factor
transcripcional del mismo nombre (Koopman et al., 1991). Este gen se encuentra en
el brazo corto del cromosoma sexual Y, por lo que no existe en el genoma de

hembras XX (Kent et al., 1996). La expresion de Sry depende del factor
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esteroidogénico 1 (Sf1) que se expresa en la gonada bipotencial, asi como de la
presencia de los factores Wt1 (+KTS), Gata4 y Fog2. Ratones con mutaciones tanto
en Gata4 como en Fog2 no desarrollan cordones medulares ni estructuras

especificas de testiculo (Brennan y Capel, 2004).

Individuos XX con inserciones del gen Sry se desarrollan como machos, mientras
que individuos XY con deleciones o mutaciones de este gen se desarrollan como
hembras, demostrando que Sry es un gen necesario y suficiente para dirigir la
determinacién sexual en mamiferos hacia un destino masculinizante (Koopman et
al., 1991). El tiempo que dura la expresion de Sry varia entre especies. En raton
dura apenas algunas horas, sin embargo, es suficiente para activar, junto con Sf1, la
expresion del gen autosémico Sox9 (Sekido y Lovel Badge, 2008), que también
codifica para un factor transcripcional. En humanos se mantiene la expresion de Sry
en organismos adultos, aunque la localizacion del factor es citoplasmatica después
de la determinacion sexual y se desconocen otras funciones para este factor en

etapas posteriores (Harley et al., 2003)

El inducir de manera artificial la expresiéon de Sox9 en individuos XX lleva a su
masculinizacién, mientras que inhibirla en individuos XY lleva a reversion sexual y
formacion de ovarios, demostrando que la principal funcion de Sry para determinar el
sexo, es la inducir la expresion de Sox9 (Harley et al., 2003). Una vez que se ha
apagado la expresion de Sry, la expresion de Sox9 se mantiene por autorregulacion
del mismo gen, asi como por efecto de los factores Sox8 (con estructura y funciones

redundantes con Sox9, aunque no puede sustituir a Sox9 en su ausencia) y Fgf9
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(Fibroblast growth factor 9) (Chaboissier et al., 2004; Sekido et al., 2004). Sox9, junto

con Fgf9 contienden contra la expresion de genes feminizantes, como Whnt4.

Previo a la expresion de Sry, la gonada bipotencial presenta bajos niveles del factor
Sox9, que se encuentra principalmente en citoplasma, después de la expresiéon de
Sry, los niveles de Sox9 aumentan y se acumula en nucleo (Sekido et al., 2004). Una
vez en el nucleo, Sox9 inicia la cascada de eventos necesarios y suficientes para la
masculinizacién de la génada. Las células que expresan Sox9 pasan por un proceso
de condensacion para formar el epitelio de los cordones seminiferos. Estas células
se convertiran en las células de Sertoli y formaran el nicho para alojar a las células

germinales y permitir la espermatogénesis (Koopman, 2001).

Las células de Sertoli segregan factores, como la prostaglandina D2 que permitiran
reclutar mas células que expresen Sox9. El factor Sox9, en conjunto con Sf1y
GATAA4, activan la expresion de la hormona antimulleriana (Amh), la cual es una de
las principales efectoras para la regresion del conducto de Miller y masculinizacion
del seno urogenital (Josso et al., 2005). De esta forma inicia la vascularizacion del
testiculo a partir de células que migran desde el mesonefros y se diferencian
también las células de Leydig productoras de la testosterona. El factor Sf1 continua
expresandose y se acumula especialmente en células de Sertoli y de Leydig

(Koopman, 2001).

Otro gen importante en el desarrollo de la génada es Dmrt1 (double sex and mab-3
related transcription factor-1) (Sinclair et al., 1990). Es un factor transcripcional

necesario para la gametogénesis tanto en hembras como en machos. Se encuentra
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en mayor dosis en testiculo y se expresa principalmente en las células de Sertoli
(Zarkower, 2001). En ratones XY con mutaciones en Dmrt1, las células Sertoli dejan
de expresar Sox9, comienzan a expresar genes feminizantes como FoxL2 y adoptan
caracteristicas propias de la granulosa en ovarios, llevando a la reversion sexual a
las pocas semanas de nacimiento (Raymond et al., 2000; Matson et al., 2011).
Recientemente se demostrd que inducir la sobre expresion de Dmrt1 en gbnadas de
ratones XX es suficiente para promover la masculinizacion primaria y secundaria,
dirigiendo la diferenciacion de las células de linaje de soporte y esteroidogénico
hacia células de Sertoli y Leydig respectivamente, aunque no ocurre la
condensacion adecuada de los tubulos seminiferos (Zhao et al., 2015). Por lo tanto,
Dmrt1 en mamiferos no es necesario para la diferenciacion inicial del testiculo, sino

para el mantenimiento de su identidad.

b) Formacién del ovario

En mamiferos con cromosomas sexuales XX se desarrolla un ovario a partir de la
gonada bipotencial, para ésto no hay un evento inicial determinante como la
expresion de Sry en testiculo, sino que se continta un lento proceso de
estructuracion de la génada. Durante la diferenciacion del ovario se observa
apoptosis en las células de la médula e incremento en la proliferacion de células en
la corteza. Las células que en macho estarian destinadas a ser las células de Sertoli,
se convierten en células de la granulosa. Estas células no expresan Sox9, pero en
cambio, expresan factores transcripcionales feminizantes como “Forkhead box
protein L2” (FoxL2) (Sinclair y Smith, 2009). Mutaciones en este gen llevan a la

expresion de Sox9 y a la reversion sexual parcial en ratones; en humanos, la pérdida
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de funcion de FoxL2 lleva a la disfuncion prematura del ovario; mientras que en
cabras causa la reversion total del ovario, lo que ha dificultado esclarecer el alcance

de la funcion de este gen en mamiferos (Ulenhaut et al., 2009).

Whnt4, que inicialmente se expresa en ambos sexos, deja de expresarse en machos
mientras que mantiene su expresion en mesonefros, gobnada y el mesénquima que
rodea los conductos de Miller en hembras. Su expresion previene la migraciéon de
células desde el mesonefros y las suprarrenales y evita la formacion de vasos
sanguineos y de las células de Leydig tipicas en testiculo. Ratones XX mutantes en
Whnt4 presentan reversion parcial de la gébnada, que conserva los ductos de Wolff y
pierde los conductos de Mdller; las gobnadas presentan apariencia de testiculos,
aunque no desarrollan tubulos medulares (Vainio et al., 1999). Dobles mutantes en
los genes FoxL2 y Wnt4 logran reversion total de ovario a testiculo en raton (Wilhelm

et al., 2007).

Otro factor que de manera reciente se ha identificado como importante para la
diferenciacion del ovario es la R-spondina1 (Rspo1), un ligando capaz de regular las
vias de sefializacién de Wnt y B-catenina (Parma et al., 2006). La acumulacion de
este factor es necesaria para la determinacion del ovario, se ha propuesto que
Rspo1 y Wnt4 antagonizan la funcion de Sox9 y Fgf9 en la génada bipotencial para
determinar el sexo gonadal (Di Napoli y Capel, 2008). Mutaciones en el gen de
Rspo1 llevan a la masculinizacion total de la gonada. Se sabe que Wnt4 ayuda a
incrementar la expresion de este gen en etapas tempranas de la diferenciacion

(Smith et al., 2008)
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1.5- Determinacion Sexual en otros Vertebrados con DSG

Aunque la presencia de Sry es el factor definitivo para la determinacion sexual del
embrion en mamiferos, no se han encontrado homologos a este gen en otros
vertebrados, sugiriendo que este mecanismo de determinacion sexual evolucion6 de
manera reciente en este grupo, por una duplicacién y modificaciéon del gen Sox3
(Katoh y Miyata, 1999). Otras estrategias para la determinacién sexual se han

encontrado en otros grupos de vertebrados.

En aves, un factor determinante parece ser la dosis del gen Dmrt1 (Smith et al.,
2009). Este gen se encuentra en el cromosoma sexual Z, de modo que los machos
homocigotos en este caso, con cromosomas sexuales ZZ, presentan doble dosis de
este gen, mientras que las hembras heterocigotas ZW, tienen una sola copia. El
numero de copias de este gen tiene un efecto directo sobre los niveles del factor

Dmrt1 en organismos ZZ y ZW (Nanda et al., 2002).

La cascada de diferenciacién sexual posterior a la determinacién por dosis de Dmrt1,
involucra los mismos genes que en mamiferos. Sin embargo, los genes muestran
diferencias espacio-temporales en su expresion. En aves, por ejemplo, el gen Amh
se expresa antes de Sox9, que inicia su expresion en testiculo hasta etapas
posteriores de la diferenciacion sexual (Kent et al., 1996). La expresion de los genes
Sf1y Amh, por otra parte, inicia en etapas previas a la determinacion sexual en la

gonada bipotencial y se mantiene tanto en ovario como en testiculo (Pieau et al.,

1999)
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Un mecanismo distinto de DSG puede observarse en el anfibio Xenopus laevis,
donde la unica diferencia genética entre machos y hembras parece ser la presencia
del gen Dm-W. Este gen surgié como producto de la duplicacion de Dmrt1y compite
con éste de manera dominante sobre genes blanco, sin tener su mismo efecto
regulador sobre éstos, lo que lleva a la expresion de genes feminizantes y represion

de genes masculinizantes (Yoshimoto et al., 2007).

1.6- Determinacion Sexual Termosensible.

Se considera que hay determinacion sexual termosensible (DST) cuando el factor
determinante del sexo es la temperatura de incubacién en la que se desarrolla el
embridn. Se reportd por primera vez en 1966 en la lagartija africana Agama agama
(Charnier, 1966). Dependiendo de los patrones de temperatura que determinan el

sexo, la DST puede clasificarse de la siguiente manera (Bull, 1980; Pieau, 1996):

la. Menores temperaturas determinan a los embriones como machos, mayores como

hembras.

Ib. Menores temperaturas determinan a los embriones como hembras, mayores

como machos.

Il. Menores y mayores temperaturas determinan a los embriones como hembras,

mientras que temperaturas intermedias los determinan como machos.

Existe un periodo especifico del desarrollo durante el cual el embrion es susceptible
a la temperatura para su determinacion sexual. A este periodo se le conoce como

periodo termosensible (PTS) y puede también definirse como el periodo durante el
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cual se establecen los procesos moleculares irreversibles que inducen la
diferenciacion de un organismo como hembra o macho. Este periodo ocurre
generalmente durante el segundo tercio del desarrollo embrionario (Mrosovsky y

Pieau, 1991).

Para identificar el PTS en cada especie se realizan experimentos de intercambio de

temperaturas. Estos consisten en incubar varios embriones a temperatura promotora
de hembras (TPH) o de machos (TPM) y cambiarlos a la temperatura promotora del

sexo contrario en distintos momentos del desarrollo, de esta manera puede dividirse
el desarrollo embrionario en 3 etapas, segun el estado de determinacion sexual de

una poblacién de embriones (Merchant-Larios et al., 1997):

Periodo Indeterminado- Este periodo se define porque los embriones no han
determinado su sexo, la temperatura no ha marcado de manera irreversible el sexo
de los embriones, por lo que en experimentos de intercambio responden a la

segunda temperatura de incubacion.

Periodo Termosensible- Es el periodo durante el cual los embriones son
susceptibles a la temperatura de incubacion para determinar su sexo de manera
irreversibe. En experimentos de intercambio algunos embriones responden al
cambio de temperatura, mientras que otros ya han determinado su sexo al momento

del cambio.

Periodo Determinado- En este periodo los mecanismos moleculares han

establecido de manera irreversible el sexo de los embriones, de manera que no
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responden al intercambio de temperatura y se desarrollan de acuerdo a la

temperatura inicial de incubacion.

Otros parametros importantes en organismos con DTS son el rango transicional y la
temperatura pivote (Fig. 1). Rango transicional se refiere al rango de temperatura
con el cual una poblacion pasa de generar 100% de hembras a generar 100% de
machos, es decir, la diferencia minima en grados entre las temperaturas necesarias
para inducir la masculinizacion o la feminizacion de la totalidad de los embriones en
una poblacién (Merchant-Larios, 1999; Wibbels, 2003). La temperatura pivote, por
otra parte, se define como la temperatura de incubacion con la cual se obtienen
porcentajes iguales de machos y hembras en una poblacion. Se ha reportado que la
temperatura pivote puede variar incluso entre nidos de la misma especie, por lo que
se cree que puede haber influencia de un factor genético en algunas especies

(Mrosovsky y Pieau, 1988).

Fig. 1. Determinacion sexual dependiente de temperatura. Relacion entre temperatura y
porcentaje de hembras. El rango transicional y la temperatura pivote se representan de
manera gréfica.
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1.7- Mecanismos Moleculares de la Determinacion Sexual Termosensible.

Para la mayoria de los genes involucrados en la determinacién y diferenciacién
sexual en mamiferos se han encontrado homologos en vertebrados con DST. Entre
estos genes se encuentran Sf1, Wt1, Sox9, Dmrt1, Mis (Amh en mamiferos), Wnt4 y
FoxL2. Estos genes no solo muestran conservacion a nivel de secuencia, sino
también en los patrones dimoérficos de expresion entre machos y hembras. Sin
embargo, existen algunas heterocronias en el establecimiento de los patrones de

expresion entre distintas especies (Shoemaker y Crews, 2009).

Sf1 se expresa en la gonada bipotencial en reptiles como en mamiferos (Flemming
et al., 1999; Western et al., 2000), sugiriendo un papel conservado en la formacién
de la génada bipotencial de manera independiente a la temperatura de incubacion.
Sin embargo, los niveles de expresion varian después del PTS: En el lagarto
americano Alligator mississipiensis con DTS de tipo Ib, se observa mayor expresion
en ovario que en testiculo (Western et al., 2000). En la tortuga dulceacuicola
Trachemys scripta se detectan mayores niveles de expresion de Sf1 en embriones
incubados a TPM principalmente en cordones medulares, mientras que en
embriones a TPH la expresion se ve disminuida y limitada a células de la corteza de
la génada (Flemming et al., 1999). De manera similar, la expresion de Wt1 se ha
confirmado en la génada bipotencial en varias especies con DST y se corroboré la
existencia de sus dos isoformas. Sin embargo, el analisis de inmunolocalizacién en
T. scripta mostré que Wt1 se detecta principalmente en cordones medulares en la

gonada bipotencial, mientras que su distribucion difiere después del PTS: a TPM, el
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factor conserva su localizacion en cordones medulares, mientras que a TPH, su

presencia es especifica de células de la corteza (Shoemaker et al., 2007).

Después del PTS, Sox9 se ha encontrado expresado a la alta en machos en todas
las especies con DST analizadas, incluyendo 3 especias de tortugas: T. scripta, L.
olivacea y C. picta, el caiman Alligator mississippiensis y el geco Eublepharis
macularius (Spotila et al., 1998; Moreno-Mendoza et al., 1999; Western, et al.1999).
No obstante, en caiman se detectd expresion de Sox9 hasta etapas posteriores al
PTS (Western et al., 1999). En los demas grupos analizados se observo la expresion
de Sox9 en la gbnada bipotencial; los niveles de expresidon aumentan en embriones
determinados como machos y disminuyen en hembras después del PTS. Este es
otro ejemplo de genes que, a pesar de presentar funciones y patrones de

distribucion conservados, muestran heterocronias durante el desarrollo.

Estudios del gen Mis demuestran patrones de expresion y funciones conservadas.
En T. scripta se comprobo6 su acumulacion en cordones medulares en testiculos
desde etapas tempranas de la gonadogénesis, previas al PTS. También se
comprobo que los niveles de expresion bajan rapidamente en respuesta al cambio
de temperatura de incubacién a TPH (Shoemaker y Crews, 2009). Tanto en T.
scripta como en A. mississippiensis, la expresion dimorfica de Mis precede la de
Sox9, de manera similar a lo que ocurre en aves e inversa a lo que ocurre en
mamiferos. En ambas especies se observa mayor expresion de Mis en embriones
incubados a TPM que a TPH desde el periodo sexualmente indeterminado y se

acentua durante el PTS (Shoemaker y Crews, 2009). Esto hace a Mis un posible
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candidato a ser regulado directamente por la temperatura de incubacién y tener un

papel importante para la determinacién sexual en organismos con DST.

En A. mississippiensis, L. olivacea y T. scripta la expresion inicial de Dmrt1 es
monomorfica (se detectan los mismos niveles a TPM y TPH) en la génada
bipotencial; sin embargo, la expresion aumenta drasticamente a TPM y disminuye
hasta niveles indetectables durante el PTS (Smith et al., 1999; Kettlewell et al., 2000,
Shoemaker et al., 2007). La hibridacion in situ en testiculos de T. scripta mostrd que
la expresion de Dmrt1 esta restringida a los cordones medulares (Kettlewell et al.,
2000). Su expresion mostro ser dependiente de temperatura al aumentar
rapidamente en intercambios de TPH a TPM, y disminuir de TPM a TPH (Shoemaker
y Crews, 2009). Por otra parte en las tortugas T. scripta y L. olivacea, la expresion de
FoxL2 aumenta considerablemente en ovario al final del PTS; mientras que Dmrt1
presenta mayor expresion en sistema urogenital de embriones incubados a TPM
desde etapas tempranas del PTS, demostrando un papel conservado de estos
genes en la formacion de ovarios y testiculos, respectivamente (Shoemaker et al.,

2007; Shoemaker y Crews, 2009).

En T. scripta, el gen Rspo1 mostré patrones dimérficos de expresiéon desde etapas
tempranas del PTS, después de lo cual la diferencia en niveles de expresion se
acentua cada vez mas. Rspo1 mostro una regulacion rapida en respuesta a cambios
de temperatura, mientras que Wnt4 no mostroé diferencias en su expresion entre
embriones incubados a TPM o TPH hasta etapas tardias de la diferenciacién

gonadal. Esto sugiere un posible papel de Rspo1 para la determinacién sexual de
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embriones incubados a TPH, asi como un papel de Wnt4 para la posterior

diferenciacion del ovario (Smith et al., 2008).
1.8- El Papel de la Aromatasa en la Determinacién Sexual Termosensible.

Desde hace varias décadas se descubrié que al suministrar estradiol a ranas
Xenopus laevis en estadio larvario podia revertirse su sexo y generar 100% de
individuos hembra (Gallien, 1953), lo que atrajo la atencidén al estudio de hormonas
esteroides. Posteriormente se probd el mismo efecto en organismos con DST: al
suministrar estradiol a embriones de reptiles produce un efecto de feminizacion en
individuos incubados a TPM (Crews et al., 1991). De manera interesante, el
suministrar testosterona también lleva a la feminizacion, mientras que al suministrar
dihidroxitestosterona, un andrégeno no aromatizable, se produce un efecto de
masculinizacion (Johnson, 1995). Esto se debe a la actividad de la aromatasa
CYP19A1, una enzima de la familia de las citocromo p450 que cataliza la

aromatizacion de testosterona en estradiol (Pieau, 1996).

Al demostrar que la actividad de la aromatasa incrementaba a mayor temperatura
(Pieau, 1996), se planteé la posibilidad de que éste fuera el mecanismo de
determinacién sexual para los organismos con DST de tipo la, donde mayor
temperatura lleva a feminizacion de la gébnada. Apoyando a esta hipotesis se
demostré que no solo la actividad, sino también los niveles de la aromatasa
aumentan a TPH en las tortugas T. scripta (Ramsey et al., 2007) y C. serpentina

(Rhen et al., 2007). Aunque en T. scripta el estradiol exdégeno puede inducir la

31



feminizacion de la gonada y abatir la expresion de Sox9, unicamente si se suministra

antes de que termine el PTS (Barske y Capel, 2010).

Evidencia en contra surge del modelo de L. olivacea, donde el estradiol exdgeno
logra también feminizar la génada a TPM. Sin embargo, este efecto no mimetiza
completamente el mecanismo de determinacidn sexual por temperatura. Las
gonadas de embriones tratadas con estradiol muestran un tamano
considerablemente menor a un ovario normal de embriones incubados a TPH.
Ademas de no mostrar una reversion total por continuar expresando el factor
masculinizante Sox9. Esta evidencia sugiere un papel de la aromatasa y los niveles
de estradiol para la diferenciacion del ovario, atribuibles a la perturbacién del
desarrollo gonadal por el estradiol exdgeno suministrado a TPM (Merchant-Larios y

Diaz-Hernandez, 2013).

En resumen, aunque se conocen varios genes que presentan expresion dimoérfica, el
mecanismo responsable de interpretar la temperatura de incubacion y traducirla en
la red de expresion génica involucrada en la determinacidén sexual en organismos
con DST, permanece desconocido y es una de las principales interrogantes para

este estudio.

2- REGULACION DE LA EXPRESION GENICA.

Pese a que todas las células de un individuo poseen la misma informacién genética
(a excepcidn de algunos tipos celulares especificos), existe una gran diversidad en
cuanto a forma, estructura y funcion entre los mas de 200 distintos tipos celulares de

un organismo. Esta diversidad se debe a que existen patrones de expresion génica

32



especificos para cada tipo celular. Las diferencias en la regulacién diferencial linaje-
especifico se explican por cambios moleculares que ocurren a nivel de la cromatina.
Como esos cambios no afectan la secuencia de nucledétidos responsable del cédigo
genético, se abrid una nueva area de investigacion denominada Epigenética (Allis et
al., 2008). De modo que un mismo genoma puede generar miles de epigenomas o

perfiles de expresion génica, dependiendo de su ubicacidn espacio-temporal.

La regulacidon epigenética es posible debido a que el DNA en el nucleo interactua
con gran diversidad de proteinas, formando una estructura altamente organizada: la
cromatina (Fig. 2). En ella se compactan casi dos metros de DNA en un nucleo de 30
a 50 micras de diametro. De acuerdo con con sus niveles de condensacion
intranuclear, la cromatina se organiza de dos formas: su modalidad laxa denominda
eucromatina, favorece la exposicion del DNA para su interaccion con moléculas
involucradas en el proceso de transcripcion. La otra modalidad es la que tiene una
estructura compacta llamada heterocromatina, en este caso la maquinaria
transcripcional es poco o totalmente inaccesible al DNA (Lewin, 2008). Los genes
contenidos en regiones con alto grado de compactacion dificiilmente podran ser

transcritos, por lo que se les considera “silenciados”.

El nivel de organizacion mas simple de la cromatina se conoce como fibra de 10 nm
o “collar de perlas” por su apariencia en el microscopio electronico. Esta estructura
comprende a la molécula de DNA en interaccion con un octamero de proteinas
denominadas histonas, integrando el complejo conocido como nucleosoma. Cada
nucleosoma contiene 2 de cada uno de los 4 tipos de histonas H2A, H2B, H3 y H4

en contacto con 146 pb rodeando al nucleo protéico. Esta estructura se estabiliza
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por la carga positiva de las histonas y la carga negativa del DNA (Felsenfeld y

Groudine, 2003).

La fibra de 10 nm se pliega sobre si misma formando la fibra de 30 nm o solenoide
que es estabilizada por la histona ‘linker” H1 que se posiciona entre los
nucleosomas. La cromatina puede plegarse aun mas, hasta formar la estructura del

cromosoma metafasico, que es su forma mas compacta (Fig. 2).

Fig. 2. Niveles de organizacion de la cromatina al interior del nucleo. EI DNA
interactua con octameros de histonas para generar nucleosomas y estructurar la
cromatina como fibra de 10 nm o collar de perlas. Esta estructura se pliega sobre si
misma para dar lugar al solenoide o fibra de 30 nm. La compactacion continua a
distintos niveles hasta formar la estructura mas compacta en el cromosoma metafasico.
Distintos niveles de compactacion de la cromatina generan regiones con distinta
densidad electronica (heterocromatina y eucromatina). Modificado de Cremer y
Cremer, 2001, Beisel y Paro, 2011 y Lewin, 2008.
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Distintos mecanismos epigenéticos actuan sobre la cromatina para regular la
expresion génica de los genes que contiene. Dichos mecanismos epigenéticos
pueden actuar modificando directamente la molécula de DNA o sobre sus proteinas

asociadas para modular la accesibilidad a la maquinaria de transcripcion.

2.1- Metilacion y Desmetilacion del DNA

Una de las modificaciones epigenéticas que actuan directamente sobre la molécula
de DNA es la metilacién de citosinas en el carbono 5 (5mC), que ocurre cuando un
grupo metilo (CH3) se une de manera covalente al carbono en la posicion 5 de una
citosina (Chen y Riggs, 2011) (Fig. 3). Esta modificacion ocurre principalmente
cuando una citosina es seguida por una guanina hacia el extremo 3’, formando el
dinucledtido CpG. La metilacion de citosinas se asocia de manera general a la
formacion de heterocromatina y silenciamiento génico y presenta un papel
evolutivamente conservado en plantas, hongos y animales, aunque no se encuentra

presente en todas las especies (Lee et al., 2010).

La 5mC se considera una modificacién epigenética por no alterar la secuencia
nucleotidica. Pese a afectar directamente las citosinas en la molécula de DNA, las
citosinas metiladas son transcritas como citosinas normales por la RNApol Il y son
interpretadas como citosinas comunes en reacciones de secuenciacion (Klose y Bird,

2006).

La metilaciéon del DNA es uno de los mecanismos de regulacion epigenética mas
estudiados debido a su gran relevancia para la regulacion de la expresién génica y el

mantenimiento de la estabilidad en genomas de vertebrados. La 5mC en secuencias
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repetidas es necesaria para prevenir eventos de recombinacién, asi como para evitar
la movilidad de retrotransposones y su propagacion por el genoma. La metilaciéon del
DNA es importante también para el silenciamiento de genes durante la diferenciacion
celular y el desarrollo, ademas de ser necesaria para el silenciamiento del
cromosoma sexual X en mamiferos y el Z en aves (Sinclair y Smith, 2009; Simon et
al., 2013). Otro proceso con el cual se ha asociado la metilacion del DNA es la
impronta genética, que se refiere al silenciamiento mono-alélico de un gen para

reducir parcialmente su nivel de expresion (Klose y Bird, 2006).

Las enzimas encargadas de establecer y mantener la marca de 5mC son las metil-
transferasas de DNA (Dnmts). En mamifero, Dnmt1 se ha caracterizado por ser una
metil-transferasa de mantenimiento por su alta afinidad por DNA hemi-metilado, lo
que permite restablecer los patrones de metilacién después de la division celular. De
manera consistente con este rol, se ha encontrado a la Dnmt1 asociada a las
horquillas de replicacion. Dnmt3a y Dnmt3b, por otra parte, se conocen como metil-
transferasa de novo, tienen afinidad por CpGs no metiladas y son las encargadas de
establecer los patrones de metilacion del DNA durante el desarrollo (Singal y Ginder,

1999; Bird, 2002).

Existe una dinamica entre el grado de conservacion y los niveles de metilacion en
dinucledtidos CpG. De manera normal, las citosinas pueden sufrir un proceso de
deaminacion, que las lleva a su conversidn a uracilo, evento que es rapidamente
corregido. Sin embargo, la deaminacion de 5mC lleva a una conversién de citosina a

timina. Esta conversion, de no ser revertida, causa una sustitucién gradual de
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dinocledtidos CpG por TpG, lo que ha llevado a una sub-representacion de CpGs a

lo largo del genoma.

Las islas CpG (regiones especialmente enriquecidas en dinucleotidos CpG), por otra
parte, se encuentran por lo general hipometiladas, lo que ha llevado a su
conservacion a nivel evolutivo y a ser consideradas como un importante criterio para
encontrar posibles promotores utilizando herramientas bioinformaticas (Fig. 3). Estas
regiones se han clasificado segun su abundacia de CpGs en islas de alta, media y
baja densidad. Analisis de metilacién en genomas completos han demostrado que
los promotores asociados a islas CpG de baja densidad, son aquellos susceptibles a

la regulacién por metilaciéon del DNA (Weber, 2007).

Aunque hasta hace algunos afios se creia que el unico mecanismo para remover la
metilacion de las citosinas era la desmetilacion pasiva dependiente del ciclo celular,
recientemente se describi6 un proceso de desmetilacién activa. Esto permitié atribuir

mayor plasticidad a los patrones de 5mC, que antes se consideraban estables.

El proceso de desmetilacion activa involucra la oxidacién irreversible de la 5mC en 5-
hidroxi-metil-citosina (5hmC), catalizado por las enzimas ten-eleven translocator
(TET) (Tahiliani, 2009). Las TET contienen un dominio CXXC de union a CpGs muy
similar al de las Dnmts; sin embargo, las TET presentan afinidad, no solo por
citosinas desmetiladas, sino también por 5mC y 5hmC y se ven enriquecidas
principalmente en regiones de DNA con alto contenido de CpGs, como son las islas

CpG (Ficz, 2011; Williams, 2011).
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Fig. 3. Metilacion del DNA. Las citosinas en contexto CpG (citosina seguida de guanina),
son propensas a sufrir un proceso de metilacion (cuadro naranja) en el carbono en la
posicion 5 de la citosina (numeros rojos). Las CpGs en regiones intergénicas se ven
enriquecidas en metilacion (circulos negros), mientras que las islas CpG suelen
permanecer desmetiladas (circulos blancos). La metilacion de citosinas sobre un el
promotor de un gen se ve asociada con represion de la transcripcion. De manera general,
la metilacion del DNA se asocia a la formacion de heterocromatina.

Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar la conversion de citosinas
no modificadas a partir de 5hmC. El primer mecanismo sugiere la pérdida de 5hmC
durante varios eventos de replicacion celular, al no ser reconocida por Dnmt1, lo que
sugiere un posible papel de la TET durante la desmetilacién pasiva. Otros
mecanismos proponen una desmetilacion activa que involucran a la deaminasa

inducida por activacién (AID), la cual tiene una mayor afinidad por 5ShmC que por
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5mC y lleva a la deaminacion de 5ShmC en 5hmU, el cual es reconocido por el
complejo de reparacion por escision de base (BER), que remueve el nucleétido para
reemplazarlo por una citosina no modificada (Williams et al., 2012; Branco et al.,
2012). Dada la capacidad de las TET para continuar la oxidacion secuencial de
5hmC a 5-formil-citosina y 5 carboxil-citosina (5fC y 5caC), se ha sugerido también
un mecanismo que involucre descarboxilasas y/o desformilasas para convertir
directamente la 5fC y 5caC en citosinas no modificadas, pero se desconoce si
existen enzimas con esa actividad (He, 2011). Un cuarto mecanismo propone que
las mismas Dnmt3a y Dnmt3b podrian directamente convertir la 5hmC en citosina
mediante su actividad como dehidroximetilasas, la cual se ha demostrado in vitro en

condiciones oxidantes (Williams et al., 2012).
2.2- Modificaciones Post-transcripcionales de Histonas

Uno de los mecanismos de regulacion epigenética que actua sobre las proteinas
asociadas al DNA, es la modificacién post-traduccional de histonas. Las histonas son
blanco de modificaciones covalentes que afectan directamente la dinamica y
estructura de la cromatina de manera especifica sobre las secuencias en interaccion

con cada octamero de histonas (Lewin, 2008; Jenuwein y Allis, 2001).

Aunque las modificaciones post-traduccionales pueden afectar residuos distribuidos
a lo largo de toda la estructura de las histonas, los extremos amino son
especialmente ricos en residuos susceptibles a modificaciones covalentes, como son
lisinas, argininas, treoninas y serinas. Los extremos amino protruyen del nucleosoma

y son susceptibles de sufrir modificaciones como acetilacion, metilacion, fosforilacién

39



y ubiquitinacion, entre otras. Las modificaciones de histonas juegan un papel
importante en la regulacion de los procesos celulares asociados a la cromatina,
como la transcripcion, reparacion y replicacion del DNA. Distintas modificaciones de
histonas pueden coexistir en un mismo nucleosoma, creando un codigo complejo de
combinatorias con distintos efectos para la regulacion de los procesos en los que se
ve involucrada la cromatina como replicacion, reparacion y modulaciéon de

accesibilidad a factores transcripcionales (Ajiro y Allis, 2002; Murr, 2010) (Fig. 4).

La fosforilacién de la serina 10 en la histona H3 (H3S10p) esta relacionada con la
condensacion de los cromosomas durante la replicacidn celular. La acetilacién de
histonas, de manera general, promueve una configuracion laxa de la cromatina al
neutralizar parte de la carga positiva de las histonas y disminuir su afinidad por el
DNA (Felsenfeld y Groudine, 2003). La acetilacién de histonas es una de las marcas
epigenéticas que muestra mayor plasticidad, viendose asociada al desarrollo,

metabolismo y ciclo celular.

Las acetil-transferasas y desacetilasas de histonas (HATs y HDACs) se encargan de
establecer y mantener los patrones de acetilacion en las histonas y su actividad es
dependiente de la acetil-coenzima A (Sutendra et al., 2014). Aunque las HATs y
HDACSs no tienen dominios de reconocimiento para secuencias especificas de DNA,
interactuan en complejos con factores transcripcionales y otros remodeladores de la

cromatina (Carroza et al., 2003).

La metilacion de histonas, a diferencia de la acetilaciéon, no induce un cambio en las

propiedades de la cromatina por si misma, sino que tiene que ser reconocida e
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interpretada por proteinas con un cromodominio y su efecto depende del residuo que
afecten: mientras que la metilacién en las lisinas 9 y 27 de la histona H3 (H3K9me y
H3K27me) y la metilacién en la lisina 20 de la histona H4 (H4K20me) se asocian

con heterocromatina y represion de la expresion génica, la metilacion en las lisinas 4
y 36 de la histona H3 (H3K4me y H3K36me) se asocia con genes activos. Jenuwein

y Allis, 2001).

Ac Ac
Ac MeAc

Ac
H3: ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKP

Me Ac Ac Ac Ac
SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKV

Ac PAc
H2B: PEPSKSAPAPKKGSKKAITKA

Ac Ac
H2A: SGRGKQGGKA

Fig. 4. Modificaciones post- traduccionales de histonas. Las histonas son blanco de
distintas modificaciones covalentes y presentan distintos efectos dependiendo de los
residuos que sean afectados, como es el caso de la metilacion de lisinas y argininas (Me),
acetilacion de lisinas (Ac) y, fosforilacion de serinas (P).

La metilacion de histonas ademas, puede darse como mono, di o trimetrilacién (me1,
me2 y me3), agregando o retirando grupos metilo de manera progresiva mediante la
actividad de metil-transferasas de lisinas (KDMs) e hidroxilasas con un dominio
Jumonji C (JmjC), respectivamente. Dependiendo del nimero de grupos metilo, la
distribucion y funcion de cada modificacion puede variar: La H3K4me1 se asocia

principalmente con secuencias de potenciadores, mientras que H3K4me2 se ha

41



relacionado con potenciadores y promotores transcripcionalmente activos y la
H3k4me3 exclusivamente con promotores activos (Natoli y Andrau, 2012). La
H3K9me3, por otra parte, se asocia con heterocromatina constitutiva en regiones
como telémeros y centromeros, mientras que H3K27me3 correlaciona con

heterocromatina facultativa que se establece durante el desarrollo (Cao, 2002).

2.3- Polycomb y Thrithorax

Otro ejemplo de mecanismos de regulacion epigenética son los complejos Polycomb
(PcG) y Trithorax (TrxG), relacionados con la regulacién transcripcional en sistemas
de genes como los Hox o el silenciamiento del cromosoma X, asi como de genes del
ciclo celular como el retinoblastoma. Los PcG y TrxG son complejos multiprotéicos
con actividad para reconocimiento de sitios de unién a DNA, modificacion de la
cromatina y regular la expresion génica. PcG tiene un efecto represor y se centra
principalmente en el establecimiento, reconocimiento y propagacion de la marca
H3K27me3 y la desacetilacion de histonas. Una de los principales componentes del
complejo PcG es la enzima enhancer de zeste (Ezh2) con actividad de metil
transferasa, que es responsable de establecer la marca de H3K27me3 (Cao, 2002).
TrxG, por otra parte, tiene un efecto activador en sus genes blanco, promoviendo la
estructuracidn de una cromatina permisiva mediante la incorporaciéon de la marca
H3K4me3, y la acetilacion de histonas. Uno de los principales componentes del
complejo TrxG, son las metil transferasas con dominio MLL (MLL1-4, SET1Ay
SET1B en humano), que se encargan de establecer la marca de H3K4me3

(Bogdanovic y Veenstta, 2009; Ong y Corces, 2012).
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2.4- Cromatina Bivalente

Algunas regiones se ven enriquecidas tanto en marcas permisivas como represivas
de la transcripcién, por lo que se denominaron bivalentes.Se caracterizaron
inicialmente por la presencia de la marca de TrxG H3K4me3, asi como la marca de
PcG H3K27me3 y corresponden principalmente a regiones conservadas, cercanas al
sitio de inicio de la transcripcion (TSS por sus siglas en inglés) y secuencias

reguladoras de la expresion génica (Fig. 5).

Andlisis mas profundos han demostrado que en general la cromatina bivalente
colocaliza con islas CpG no metiladas. Se demostré incluso que al introducir islas
CpG artificiales en células troncales embrionarias, éstas tienden a cubrirse de
marcas de cromatina bivalente (Mendenhall et al., 2010). Los TSS cercanos a islas
CpG se asocian generalmente con dos tipos de genes: genes de expresion
constitutiva y genes involucrados en el establecimiento del tipo celular durante el

desarrollo (Voigt et al., 2013).

Durante la diferenciacion celular se observa una pérdida general de sitios con
marcas bivalentes (Vastenhouw y Schier, 2012). Algunos TSS se vuelven activos y
pierden la marca de H3K27me3, mientras que otros son reprimidos de manera
definitiva y pierden la marca de H3K4me3. Sin embargo, durante el proceso de
diferenciacion aparecen algunas regiones bivalentes en células pluripotentes que no

se encontraban en células troncales embrionarias (Mohn et al., 2008).

Se ha encontrado que las proteinas TET colocalizan también con regiones de

cromatina bivalente. Se ha demostrado interaccion de las TET con la proteina OGT
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(Fig. 5), que a su vez puede reclutar al factor HCF1 del complejo TrxG, relacionando
asi la desmetilacion de DNA con la incorporacién de la marca de H3K4me3 (Voigt et

al., 2013).

Fig. 5. Cromatina bivalente. La cromatina bivalente presenta marcas de apertura, asi
como de compactacion, como la H3K4me3 (triangulos amarillos) y la H3K27me3 (circulos
rojos), que son establecidos y mantenidos por los complejos trithorax (TrxG) y polycomb
(PcG), respectivamente. Se ha comprobado también la presencia de las proteinas ten-
eleven-translocator (TET) en la cromatina bivalente, interactuando con el complejo TrxG a
través de la proteina OGT. Después de la diferenciacion se estabiliza un estado abierto o
cerrado de la cromatina.

2.5- Red de Regulacion Génica en la Determinacién y Diferenciacion Sexual.

Los genes involucrados en la determinacidén sexual estan conservados entre los
vertebrados, sin embargo, los mecanismos que regulan su expresion varian incluso
entre especies. Esto se debe a que la red de regulacion génica para la

determinacién y diferenciacion sexual ha evolucionado, generando patrones distintos

44



de expresion génica y heterocronias entre diversas especies. Muchos de los genes
analizados codifican para factores trascripcionales que regulan la expresion de
varios genes en las diversas redes de regulacién génica, de manera que existen
multiples circuitos de regulacion entre ellos (Shoemaker y Crews, 2009). Un ejemplo
de circuito de retroalimentacion positiva se encuentra entre los genes FoxL2 'y
CYP19A1 (aromatasa): El factor transcripcional FoxL2 interactua directamente con el
promotor de la aromatasa (enzima que cataliza la conversién de testosterona a
estradiol), promoviendo asi su expresion, mientras que el estradiol activa la
expresion de FoxL2, cerrando asi el circuito y asegurando el mantenimiento del
estado activo de ambos genes. Un ejemplo de circuito negativo se encuentra entre el
gen masculinizante Sox9 y el gen feminizante FoxL2: los factores transcripcionales
codificados por ambos genes reprimen su expresion reciprocamente, asegurando
asi su expresion excluyente. Mutaciones en alguno de estos genes lleva a la
expresion del gen contrario y reversion parcial de la gbnada (Shoemaker y Crews,

2009).

Una caracteristica de esta clase de circuitos es que sin importar el gen que regule su
expresion inicial, el efecto sobre los demas genes sera el mismo. Asi, el gen FoxL2
permanecera “apagado” mientras que Sox9 esté “encendido”, sin importar si el

evento inicial fue la regulacidn positiva de Sox9 o la regulacion negativa de FoxL2.

Esto explicaria que, aunque las redes de expresion génicas involucradas en la
diferenciacion sexual estén altamente conservadas en vertebrados, el factor
determinante inicial podria diferir. De tal manera que, aunque el factor determinante

sea la expresion de Sox9 por efecto de Sry en mamiferos o la sobreexpresion de
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Dmrt1 por su expresion bialélica en pollo, el efecto sobre la red de regulacion génica
sera el mismo, es decir, la activacion de la expresion de los genes masculinizantes,
asi como la represion de los genes feminizantes, sin importar la relacién temporal de

cada evento ni la pérdida de algunas de las interacciones en la red.

3- REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DURANTE LA
DETERMINACION SEXUAL.

3.1- Regulacioén de la expresion de Sox9 en Mamiferos.

Los factores transcripcionales de tipo Sox (SRY_BOX) comparten el dominio HMG
(high movility group) caracterizado originalmente en el gen Sry. Se han identificado
mas de 20 factores Sox en mamiferos, la mayoria de los cuales reconocen motivos
muy similares para unirse al surco menor del DNA. Sin embargo, distintos factores
Sox presentan una alta variabilidad fuera del dominio HMG, lo que les permite
asociarse a una gran diversidad de cofactores para reconocer sitios especificos y

ejercer efectos distintos dependiendo del tipo celular (Jiang et al., 2013).

El factor transcripcional Sox9 regula procesos en el desarrollo tan variados como la
formacion de células progenitoras de la cresta neural; diferenciacion de
melanoblastos; especificacion de glia en sistema nervioso central; especificacion y
maduracién de oligodendrocitos y astrocitos en sistema nervioso periférico; asi como
especificaciéon de progenitores de cartilago, entre otros (Jo et al., 2014). Ademas, la

expresion del gel Sox9 juega un papel importanteen la diferenciaciéon de las células
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de Sertoli en testiculos de todos los grupos de vertebradosestudiados hasta ahora
(Gordon et al., 2009).

La regulacion de la expresion del gen Sox9 se da en mamiferos por una serie de
potenciadores especificos de cada tejido concentrados entre 350 kb rio arriba y 250
kb rio abajo del gen Sox9. Sin embargo, elementos con actividad reguladora se han
encontrado hasta una Megabase (Mb) rio arriba del TSS de este gen (Gordon et al.,

2009).

Un potenciador especifico de testiculo (TES, por sus siglas en inglés) fue
caracterizado en ratén, entre -13 y -10 kb con respecto al TSS. La secuencia “core” de
este elemento regulador fue después acotada a un fragmento de DNA de 1.4 kb,
denominada TESCO (Sekido y Lovell-Badge, 2008). La regulacién de la expresion de
Sox9 en testiculo puede dividirse en 3 etapas durante la diferenciacién sexual en
mamiferos: iniciacion, sobreexpresién y mantenimiento, dependiendo de los factores
unidos al elemento TESCO en cada etapa. La iniciacion ocurre en la cresta gonadal
indiferenciada en ambos sexos, en esta etapa SF1 se encuentra unido en varios
motivos de TESCO y promueve un nivel moderado de expresion del gen Sox9.
Posteriormente se da la sobreexpresion, exclusivamente en individuos con carga
cromosomica XY. Durante esta etapa se activa la expresion de Sry y su producto
protéico puede ser detectado en la génada de raton por un periodo menor a 6 horas,
durante el cual interactua con SF1 en el elemento TESCO para incrementar la
expresion de Sox9. El factor transcripcional Sox9 regula negativamente la expresion
de Sry, marcando el inicio de la etapa de mantenimiento. Durante esta etapa, Sox9 se

autoregula ocupando el lugar de Sry en la secuencia TESCO, para para promover su
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propia expresion en testiculos diferenciados. Ni Sry ni Sox9 por si solos pueden
activar la expresion del gen Sox9 hasta los niveles observados en testiculo, para ello
se requiere su interaccion con SF1 sobre la secuencia TESCO (Sekido y Lovell-
Badge, 2008).
En ausencia de Sry en ovario, aumenta la expresion de los genes feminizantes. Se
ha comprobado mediante inmuno-precipitacion de la cromatina (ChlP), que tanto
W11 como FoxL2 pueden unirse al elemento TESCO. Estos factores reprimen de
manera activa la expresion de Sox9, evitando asi la activacion de la via
masculinizante en ovario. La expresion de FoxL2 es necesaria incluso en ratones
adultos para reprimir la expresién de Sox9 y evitar la masculinizacién de la génada

(Bagheri-Fam et al., 2010).

Andlisis de genomas demostraron que existe una region del elemento TESCO de
ratén evolutivamente conservada en todos los grupos de tetrapodos. Esta regién de
180 pb contiene motivos de union predichos para factores Forkhead, DMRT, SOX'y
GATA, por lo que la regulacion de la expresiéon del gen Sox9 podria darse mediente
un elemento TES similar al descrito en mamiferos, aun en ausencia del gen Sry

(Bagheri-Fam et al., 2010).

3.2- Epigenética en la determinacién sexual.

Especies con determinacién sexual genética (DSG)

Un estudio en raton, demostré que la metilacion del DNA es necesaria para la

formacion de los tubulos seminiferos (Mizukami et al., 2008). Las génadas en cultivo
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fueron tratadas con 5-azacitidina, un analogo no metilable de la citosina que inhibe la
metilacion. Los resultados mostraron la reduccion del tamano de ovarios y testiculos,
sin embargo, los testiculos no desarrollaron tubulos seminiferos. Sox9 y Mis
mostraron niveles normales de expresion en células de Sertoli, aunque la
distribucion es dispersa en la gbnada y no delimitada a cordones. Los marcadores
de células de Leydig, como son Lhx9, Mfge8 y 33-Hsd, mostraron también niveles
normales de expresion. Encontraron, sin embargo, que la expresion de los genes
Sox8y colageno Col9a3 se veia abatida en testiculos tratados con la 5-azacitidina.
Es interesante notar que ambos genes son regulados directamente por el gen Sox9;
sin embargo, su activacion no es posible en ausencia de metilacién del DNA,
sugiriendo que la represion de factores que actuan en el silenciamiento de estos
genes, es necesaria para permitir su activacion por Sox9 en testiculo (Mizukami et

al., 2008).

Se ha demostrado también un papel importante de las modificaciones post-
traduccionales de histonas para la determinacion sexual, especificamente de la
proteina M33, componente del complejo PcG en ratén. Mas de la mitad de los
ratones nulos para esta proteina mueren durante el desarrollo o durante los primeros
30 dias después del nacimiento, lo que coincide con una funcién importante del
complejo PcG en distintos procesos durante el desarrollo. De manera interesante,
todos los ratones XY sobrevivientes mostraron reversion sexual parcial o total
ademas de ser estériles. Por otra parte, todos los individuos XX mostraban fenotipo
femenino, de los cuales 92% resultaron fértiles, pese a presentar defectos de

desarrollo y ovarios reducidos. Estos resultados evidencian la importancia del
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complejo PcG para establecer el programa determinacion sexual masculinizante en

mamiferos (Katoh-Fukui et al., 1998).

Estudios realizados sobre promotores de genes especificos demostraron un papel
de la metilacion del DNA y la metilacion de histonas en la diferenciacion sexual. Al
caracterizar el promotor de la aromatasa CYP719A1 en pollo, se encontré que no
habia sitios CpG 500pb hacia la regiéon 5’ ni 3’ del TSS. Sin embargo, analisis de
metilacién del DNA sobre 3 dinucleétidos CpG situados en las posiciones -955, -869
y -789 con respecto al sitio de inicio de transcripcion, demostraron dimorfismo entre
ovarios y testiculos, principalmente en la posicion -869, donde se reportd 51.3% de
metilacidon en testiculo, contra 21.3% de metilacion en ovarios (Ellis et al., 2012). De
manera interesante, al inducir feminizacion de los embriones por tratamiento con
estradiol, el porcentaje de metilacion fue de 34.0%, pese a que los niveles de
expresion del gen alcanzaron los normales observados en ovarios. De modo que los
niveles de expresidon no correlacionan directamente con el porcentaje de metilacion
del DNA. Analisis de ChIP sobre la secuencia del 5’ de la aromatasa CYP19A1,
demostraron un enriquecimiento en la marca H3K27me3 con respecto a H3K4me3
en testiculo, ademas de que no se detecto presencia de la RNA Pol II; mientras que
en ovario se encontro el patron inverso, con enriquecimiento de H3K4me3 sobre
H3K27me3 y posicionamiento de la RNA Pol Il. En gonadas feminizadas mediante
estradiol, el perfil de modificaciones de histonas mostr6é un enriquecimiento tanto en
H3K27me3, como en H3K4me3, acompanado de posicionamiento de la RNA Pol I,
coincidiendo con la reversién parcial en patrones de modificaciones epigenéticas

observadas en la metilacion del DNA (Ellis et al., 2012).
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Especies con determinacién sexual dependiente de temperatura (DST)

Los primeros estudios en organismos con DST mostraron que, en el pez
Dicentrarchus labrax (lubina europea), el promotor del gen CYP19A1, que codifica
para la aromatasa, se encuentra hipermetilado en machos, en comparacién con las
hembras. Este efecto mostrd ser directamente dependiente de la temperatura del

agua (Navarro-Martin et al., 2011).

En la tortuga Trachemys scripta y el caiman Alligator mississippiensis, se encontraron
resultados dimorficos similares, sugiriendo que la regulacién epigenética de la
aromatasa representa un mecanismo conservado en reptiles con DST (Matsumoto et
al., 2013; Parrot et al., 2014). En T. scripta se consiguioé secuenciar
aproximadamente 4000 pb de la regién 5’ del sitio de inicio de transcripcidon del gen
que codifica para la aromatasa CYP19A1, donde se identificd una secuencia de 800
pb con elementos conservados en genomas de aves y algunos peces. La secuencia
mostrd bajo contenido de CpGs, ademas de posibles sitios de unién a factores Sf1,
DM, FOX 'y SOX, por lo que fue considerada como el promotor putativo de la
aromatasa. Analisis de metilacién por tratamiento del DNA con bisulfito de sodio,
demostraron que antes del PTS, los patrones de metilacion eran iguales entre
embriones incubados a TPH y TPM. Sin embargo, después del PTS, se observaron

niveles de metilacion significativamente menores en TPH que en TPM.

Analisis de metilacion el pez japonés Paralichthys olivaceus sobre el promotor de
Dmrt1, mostraron 0% de CpGs metiladas en testiculo contra 57% de CpGs metiladas

en ovario, evidenciando por primera vez un claro dimorfismo sexual en los patrones
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de metilacion del promotor de Dmrt1. Por otra parte, mostraron también el
dimorfismo en el promotor de la aromatasa: 97% de CpGs metiladas en testiculo

contra 73% en ovario (Wen et al., 2013).

Aunque los resultados mencionados sugieren que la metilacién del DNA esta
involucrada en la regulacién de la expresion de algunos de los genes estudiados
durante la determinacion sexual, los mecanismos de regulacién global y los tipos

celulares en que ocurren son aun desconocidos.

ANTECEDENTES

1- TORTUGAS MARINAS

Los registros fosiles de las tortugas se extienden hasta 200 millones de afios atras.
Las tortugas marinas presentan una distribucién global, principalmente tropical y
subtropical y dependen de ambientes terrestres unicamente durante el periodo de
reproduccion. Dentro de las principales caracteristicas que las distinguen de otros
reptiles estan que presentan un caparazoén éseo y las costillas fuera del cuerpo, no

tienen dientes y exhiben un pico de queratina (Marquez, 2002).

1.1- Taxonomia

Todas las especies de tortuga marina pertenecen al reino Animalia; phylum
Chordata; sub-phylum Vertebrata; clase Reptilia; orden Testudines, y suborden
Cryptodira, dentro del cual existen dos familias: Cheloniidae, o tortugas de concha
dura y Dermochelyidae, o tortugas de concha blanda con textura de cuero. De esta

ultima existe unicamente una especie, la tortuga laud Dermochelys coriacea. Dentro
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de la familia Cheloniidae pueden encontrarse 7 especies: golfina (Lepidochelys
olivacea), lora (Lepidochelys kempii), carey (Eretmochelys imbricata), kikila o
aplanada (Natator depressus), amarilla o caguama (Caretta caretta), tortuga verde

(Chelonia mydas) y tortuga prieta (Chelonia mydas agassizii) (Marquez, 2002).

2- LATORTUGA MARINA LEPIDOCHELYS OLIVACEA

2.1- Generalidades de la Especie.

La tortuga golfina es la tortuga marina mas pequefia, alcanza a medir 70 cm y pesar
45 kg. Es también la especie mas abundante actualmente y su distribucion abarca
los océanos Pacifico, indico y Atlantico. En México se observan areas de
concentracion en las costas del Pacifico en el suroeste de Baja California, Sinaloa,
Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Su principal zona de nidacién se encuentra en la
playa de La Escobilla, Oaxaca, donde cientos de miles de tortugas depositan sus
huevos cada afio entre julio y febrero, con el mayor niumero de eventos registrado en

septiembre y octubre (Marquez, 2002).

Los juveniles permanecen normalmente ocultos hasta alcanzar la edad reproductiva
entre 10 y 18 anos, tras lo cual se reunen en temporada reproductiva frente a las
zonas de nidacién durante lo cual tienen varios eventos de apareamiento con
distintos individuos. Durante la nidacién, las hembras salen a la playa para depositar
sus huevos en nidos de entre 30 y 55 cm de profundidad. Cada hembra coloca
alrededor de 5 nidos con un promedio de 107 huevos cada uno. El periodo de
incubacién de los huevos varia entre 45 y 65 dias, dependiendo de las condiciones

de temperatura y humedad en la playa (Marquez, 2002).
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Por su anatomia, la tortuga golfina se distingue de otras especies por la forma de su
craneo, mas o menos triangular, ancha en su parte posterior con cortes parietales
profundos. Las mandibulas tienen forma de V ancha y no tiene crestas alveolares en
el paladar. Presenta mas de un par de escamas prefrontales, asi como 6 o mas
escudos laterales y vertebrales en el caparazon y 4 escudos inframarginales con
poros en el plastron (Fig. 6). Su alimentacion es variada e incluye diversas especies

de crustaceos, moluscos, peces, medusas y algas (Marquez, 2002).

Fig. 6. Clave de identificacion para organismos adultos de Lepidochelys olivacea. Modificada
de Marquez, 2002.

2.2- Estado poblacional

La tortuga golfina esta enlistada como especie vulnerable por la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) y como especie amenazada por el
Acta de Especies Amenazadas de los Estados Unidos (USESA) y la Convencion
Internacional para el Comercio de Especies de Flora y Fauna Silvestre Amenazada
(CITES). La poblacion anidante de L. olivacea a lo largo de las costas mexicanas del
pacifico estuvo cerca de desaparecer tras la recolecta de huevos y comercializacion
de carne y piel de adultos durante las décadas de 1960 a 1980. Tras la veda

absoluta establecida en México en 1990, esta poblacién se ha recuperado de
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manera exitosa. En la playa de “La Escobilla” las nidaciones se recuperaron desde
su conteo mas bajo con 55,000 nidos en 1988 a mas de un millén en el 2000. Sin
embargo, las poblaciones de tortuga golfina no se han recuperado en su totalidad y
permanecen disminuidas en un 30-37% con respecto a los conteos previos a su
sobreexplotacion, por lo que la veda total continua, asi como diversos programas de
proteccion en las principales zonas de nidacion (Marquez et al., 1996; Abreu y

Plotkin, 2008).

2.3- Determinacion sexual.

L. olivacea, presenta DST de tipo la, donde la incubacién a TPH de 33°C £ 0.1 °C
resulta por lo general en un 100% de individuos que se desarrollan como hembras,
mientras que a TPM de 26 £ 0.5 °C se desarrollan como machos. Temperaturas por
arriba de la TPH o por debajo de la TPM reducen la viabilidad del embrion

(Merchant-Larios et al., 1997).

La tasa de desarrollo de los embriones es afectada de manera directamente
proporcional a la temperatura de incubacion, de modo que en condiciones
controladas de incubacién a TPH y TPM el desarrollo embrionario tarda 45y 75 dias
en completarse, respectivamente. Por lo tanto, la relacion entre tiempo de incubacién
y etapa de desarrollo varia entre embriones incubados a TPH y TPM, asi como el
tiempo necesario para pasar de una etapa a otra, lo que dificulta el definir el PTS. De
manera general el PTS en L. olivacea dura alrededor de 7 dias, tiene lugar durante
el segundo tercio del desarrollo embrionario y abarca 4 estadios de desarrollo 23-26,

aunque existen diferencias importantes al definir este parametro a TPH y TPM
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(Merchant-Larios et al., 2010) (Fig. 7). Los experimentos de intercambio de
temperaturas demuestran que el 100% de los embriones incubados inicialmente a
TPH responden al cambio de temperatura hasta el estadio 24, mientras que en
estadio 25 lo hace unicamente el 30% y para la etapa 26 se han determinado ya el
sexo de los embriones, por lo que 0% responden al cambio. Por otra parte, cuando
los huevos son incubados inicialmente a TPM, 100% de los embriones responden al
cambio de temperatura hasta el estadio 23, mientras que para la etapa 24
unicamente responde el 35% y 0% en la etapa 25. De modo que el 100% de los
embriones incubados a TPM se determinan de manera irreversible como machos
para la etapa 25, mientras que cuando son incubados a TPH la determinacion sexual
ocurre hasta la etapa 26. Diferencias histoldgicas entre gonadas incubadas a TPH y
TPM pueden observarse desde la etapa 26 y es hasta la etapa 27 que puede

distinguirse la estructura clasica de ovarios y testiculos (Merchant-Larios et al., 2010)

(Fig. 7).

Estudios previos en el laboratorio demostraron que la gonada por si misma puede
determinar su sexo de manera dependiente de la temperatura sin necesidad de
ningun otro tejido. Esto se demostro separando las gonadas de un mismo embrién y
colocandolas aisladas en cultivo a TPH Y TPM. Las gonadas desarrollaron la
estructura histologica y patrones de expresion génica esperados por la temperatura
de incubacion en cada caso (Moreno-Mendoza et al., 2001). Estos resultados
centraron el estudio de determinacidn sexual en organismos con DST directamente

en las gonadas, quitando la atencién sobre otros tejidos que se pensaba podrian
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tener alguna funcion en la traduccion de la temperatura en sefales fisiologicas,

como otras estructuras del sistema urogenital o el sistema nervioso central.

I Periodo determinado

709 B Periodo termosensible
685 . . .
. —3° tercio B Periodo indeterminado
55
c
O 50+
® 45 -
o
g 401 .
£ 35 [ 2° tercio ~ 3° tercio
o
© 30
a — 2° tercio
20—
15 .
104 —1° tercio
— 1° tercio
5 —
0 T
TPM (26°C) TPH (33°C)
Temperatura
E. 22
E. 23 E. 24
— E. 25
1cm E. 26 E. 27

Fig. 7. Identificacion del periodo termosensible por experimentos de intercambio de
temperatura. Embriones de L. olivacea incubados inicialmente a TPH o TPM fueron
intercambiados en distintos tiempos de incubacion para evaluar su respuesta
termosensible dependiendo de la etapa de desarrollo. Se identificaron 3 periodos en la
determinacion sexual. Durante el periodo indeterminado (verde), los embriones no han
determinado su sexo, por lo que el 100% responde a la temperatura de intercambio.
Durante el periodo determinado (azul) los embriones han establecido su sexo de manera
irreversible, por lo que se desarrollan de acuerdo a la temperatura inicial de incubacion.
Durante el periodo termosensible (rojo), algunos embriones han determinado su sexo,
mientras que otros responden aun a la temperatura de intercambio. (Modificado de
Merchant-Larios et al., 2010). Se muestran ademas, las etapas (E) relacionadas con cada
periodo (Miller, 1985).
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2.4 Formacion de la gonada bipotencial

En L. olivacea, las crestas gonadales se originan a partir de las células epiteliales de
la parte superior del mesenterio dorsal que se extiende hacia la zona ventromedial,
que bordea a los mesonefros a ambos lados, formando un dominio con formade T.
Este dominio es evidente desde la etapa 20 de desarrollo embrionario y se puede
identificar con anticuerpos contra citoqueratina (CK: AE1/AE3+8), N-caderina y Sox9
(Diaz-Hernandez et al., 2011). Durante el estadio 21-22, se da un engrosamiento del
mesenterio que forma este dominio y pueden identificarse las células que daran
origen a la cresta gonadal como CK+, Sox9+. Para la etapa 24 puede apreciarse la
estructura de la gébnada bipotencial establecida con un compartimiento cortical y uno
medular. El compartimiento cortical pierde la expresion de Sox9, la cual se limita al
compartimiento medular. Se ha sugerido que para esta segregacion de tipos
celulares, el mesenterio engrosado en estadio 21 sufre divisiones celulares
asimétricas, generando células CK+ Sox9- que permanece en la corteza y células
CK+ Sox9+ que se posicionan en la médula y formaran posteriormente los cordones
medulares. A partir de la etapa 23, la proliferacion celular se da de manera
autonoma en los compartimientos cortical y medular (Fig. 11) (Diaz-Hernandez et

al., 2011).

2.4- Diferenciacion sexual

Las diferencias histolégicas entre ovarios y testiculos pueden apreciarse hasta la
etapa 26, cuando la acumulacion gradual de lamina basal ayuda a condensar las

células epiteliales en cordones medulares y aislarlas del estroma, constituido
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principalmente por células endoteliales en los vasos sanguineos y tejido conectivo.
En embriones incubados a TPM, los cordones se consolidan como tubulos
seminiferos claramente definidos en la etapa 27, mientras que a TPH, los cordones
comienzan a fragmentarse y la corteza se engrosa por proliferacion celular,

formando un epitelio de varias capas celulares.

Algunos cambios a nivel molecular pueden identificarse también en estas etapas,
generando los dimorfismos de expresion génica que definen ovarios y testiculos.
Sox9, cuya expresion era evidente en gonadas bipotenciales hasta etapa 23,
continua expresandose en cordones medulares y posteriormente en tubulos
seminiferos en embriones incubados a TPM. La expresion de este gen define a
identidad de las células pre-Sertoli y posteriormente las células de Sertoli en
testiculo. En génadas incubadas a TPH, por otra parte, la expresion de Sox9 se
abate en los cordones medulares cuando comienzan a fragmentarse; pocas células
son Sox9+ en etapa 25 y practicamente ninguna en etapa 26. Analisis de expresion
del mMRNA de Sox9 demuestran que entre etapa 25 y 26 ocurre una rapida
disminucién en gonadas de embriones incubadas a TPH, desde niveles comparables
a los observados a TPM en etapa 25, hasta llegar a una expresion practicamente

nula en etapa 26 (Moreno-Mendoza et al., 2001).

Experimentos de intercambio de temperaturas demostraron que después de 12 dias
de cambiar la temperatura de incubacion de TPM a TPH, los embriones reducen la
expresion de Sox9, ajustandola a la nueva temperatura de incubacién. Este efecto
se mantiene en gonadas aisladas incubadas a TPM o TPH: experimentos de cambio

de temperatura tanto de TPM a TPH, como de TPH a TPM tienen un efecto en la

59



modificacion de niveles de Sox9 en reduccion e incremento respectivamente

(Moreno Mendoza et al., 2001; Montiel-Manriquez, no publicado) (Fig. 9).

Se demostré recientemente que Dmrt1 establece también su dimorfismo durante el
PTS. Mientras en etapa 23 y 24 no existen diferencias significativas entre embriones
incubados a TPH y TPM, en etapa 25 disminuye la expresion en gonadas de
embriones incubados a TPH y sus niveles se vuelven casi indetectables desde la
etapa 26 Mientras que a TPM, los niveles del mMRNA de Dmrt1 incrementan
gradualmente entre las etapas 25 y 28 (Montiel-Manriquez, no publicado) (Fig. 10).
Por otra parte, la Amh, cuya expresion es especifica de las células de Sertoli,
presenta patrones que sugieren que su expresion es dependiente de los niveles de

Sox9 (Torres-Maldonado et al., 2002).

TPM

TPH

Pl PS PD

Fig. 9. Analisis de expresion de Sox9 por PCR en tiempo real.Cuanificacion de mRNA
de Sox9 por PCR en tiempo real. Comparacion entre gonadas de embriones incubados a
temperatura masculinizante (linea azul) y feminizante (linea roja) en distintas etapas de la
diferenciacion sexual: periodo indeterminado (Pl), periodo termosensible (PS) y peridodo
determinado (PD). Los asteriscos marcan las etapas que muestran diferencias
significativas (Montiel-Manriquez, no publicado)
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TPM
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Fig. 10. Analisis de expresion de Dmrt1 por PCR en tiempo real. Cuantificacion de
mRNA de Dmrt1 por PCR en tiempo real. Comparacion entre goénadas de embriones
incubados a temperatura masculinizante (linea azul) y feminizante (linea roja) en distintas
etapas de la diferenciacion sexual: periodo indeterminado (Pl) ,periodo termosensible (PS)
y peridodo determinado (PD) Los asteriscos marcan las etapas donde se encontraron
diferencias significativas (Montiel-Manriquez, no publicado).
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CRESTA GONADAL

Mesonefros

GONADA BIPOTENCIAL E. 24

/

B soxo T Médula
Citoqueratina \
', Mesonefros Corteza
TESTICULO E. 27 OVARIO E. 27
Mesonefros Mesonefros
Fig. 11. Desarrollo gonadal en L. olivacea. La formacion de la cresta gonadal se da

el L. olivacea a partir de un engrosamiento del mesenterio en la zona ventromedial del
mesonefros (células Sox9+). A través de un proceso de division asimétrica y segregacion
de células Sox9+ (cordones medulares) y Sox9- (corteza), asi como de la migracion de
células desde el mesonefros y tejidos aledafios (estroma), se comienza a formar la
estructura de la gbnada bipotencia: corteza (CK+), médula y cordones medulares (Sox9+,
CK+). Después del PTS inicia la diferenciacion sexual para la formacion de un ovario o
testiculo. (Modificado de Diaz-Hernandez et al., 2011)
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JUSTIFICACION:
Las singularidades en la determinacion sexual de la tortuga L. olivacea brindan una
oportunidad invaluable para el estudio de los mecanismos epigenéticos por varios
motivos: en primera instancia, se trata de una tortuga marina que anida
abundantemente en las playas del estado de Oaxaca, por lo que es facilmente
accesible y el pequeio numero de nidos necesarios para este estudio impacta
minimamente en la supervivencia de la especie. Por otra parte, las heterocronias
particulares de la especie ofrecen un lapso mas amplio para el estudio de eventos
en el desarrollo gonadal, que en mamiferos pueden llevarse a cabo en periodos de
tan solo unas cuantas horas. El modelo de L. olivacea permite, por lo tanto, un
analisis mas profundo de los eventos que tienen lugar durante cada proceso desde
la formacion de la gonada bipotencial, hasta el establecimiento de la estructura y
funcion propias de un ovario o testiculo; por otra parte, el estudio de organismos con
DST, nos permite estudiar la regulacion de dos vias epigenéticas opuestas mediante
la manipulacién de una sola variable como es la temperatura. L. olivacea constituye
por lo tanto un excelente modelo para el estudio de los procesos epigenéticos que

tienen lugar durante la determinacion y diferenciacion sexual en vertebrados.
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HIPOTESIS:
La determinacion sexual por temperatura involucra la regulacién diferencial de
procesos epigenéticos que llevan al establecimiento de patrones dimoérficos de
metilacion del DNA de manera global y sobre los promotores de los genes

Sox9 y Dmrt1 durante la diferenciaciéon de la génada bipotencial.

OBJETIVO GENERAL:
Analizar los cambios diferenciales en la metilacion del DNA que ocurren de
manera global y sobre los promotores de los genes Sox9 y Dmrt1 durante la
determinacién sexual por temperatura en la tortuga marina Lepidochelys

olivacea.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Analisis global de marcas de regulaciéon epigenética:

Comparar los niveles y patrones de distribucion globales de metilacion del DNA 'y
modificaciones post traduccionales de histonas entre gdnadas de embriones de L.

olivacea incubados a TPH y TPM en distintas etapas del desarrollo gonadal.

2.- Analisis de metilacion del DNA sobre el promotor del gen Sox9:

Caracterizar de manera funcional el promotor del gen Sox9 y comparar sus niveles

de metilacion del DNA entre embriones de L. olivacea incubados a TPH y TPM.

3.- Analisis de metilacion del DNA sobre el promotor del gen Dmrt1:

Caracterizar el promotor del gen Dmrt1 y comparar sus niveles de metilacién del

DNA entre embriones de L. olivacea incubados a TPH y TPM.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:
La estrategia experimental se centra en buscar evidencia de procesos epigenéticos
que actuan de manera dimérfica a temperatura promotora de machos (26°C) y
temperatura promotora de hembras (33°C). Para ello, se compararon primero las
modificaciones de DNA e histonas entre ovarios y testiculos en etapa 27 de
desarrollo. Como en esta etapa el 100% de los embriones muestran ya ovarios y
testiculo histolégicamente diferenciados, supusimos que las posibles modificaciones
epigenéticas, necesarias para la determinacion sexual, estan ya establecidas. Los
dimorfismos encontrados, se compararon con los patrones mostrados por las

gonadas bipotenciales (etapas 23 y 24) y en transicion (etapas 25).

RESULTADOS

1- ANALISIS GLOBAL DE MARCAS DE REGULACION EPIGENETICA:

Entre los mecanismos de regulacion epigenética, los procesos de metilacion y
desmetilacién del DNA han mostrado ser de gran importancia para el establecimiento
de patrones de expresion génica durante el desarrollo en vertebrados. Por esta razén
se consider6é comparar inicialmente los niveles globales de metilacion del DNA entre
gonadas de embriones incubados a TPH o TPM, en distintas etapas del desarrollo

gonadal.

1.1- Analisis global de metilacion del DNA por tratamiento con endonucleasas

metilosensibles.

Para comparar los niveles globales de metilacién del DNA se realizaron tratamientos

con la endonucleasa metilo-sensible Hpall. Para este analisis, el DNA es sometido a un
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tratamiento exhaustivo con la endonucleasa Hpall, que hidroliza el DNA entre las 2
citosinas de la secuencia CCGG en contexto no metilado o con la endonucleasa Mspl,
qgue reconoce la misma secuencia e hidroliza el DNA de manera independiente de
metilacidon. Los patrones de digestiéon generados se analizan en geles de agarosa.
Aunque ésta es una técnica de baja resolucidn, permite evidenciar diferencias en los

niveles de metilaciéon del DNA cuando son significativas.

Para medir los alcances de esta técnica, asi como la eficienciade las enzimas
utilizadas, se utilizd DNA de células HeLa (una linea celular epitelial de cancer cérvico
uterino que presenta hipometilaciéon global del DNA). Una muestra del DNA obtenido
fue metilada in vitro mediante la metil-transferasa Sssl. Posteriormente, el DNA con y

sin tratamiento de metilacion fue sometido a hidrdlisis con endonucleasa Hpall o Mspl.

Después de los tratamientos enzimaticos, el DNA fue corrido por electroforesis en geles
de agarosa al 0.8%y tefiido con Bromuro de Etidio para revelar los patrones generados

en un transiluminador de luz UV. (Fig. 12)

Q\Q@':‘\ Fig. 12. Control de tratamiento con
%e,,%‘ \Z\Q&%@g@é@\ ob endonucleasas en DNA de células Hela.
Sssl: DNA metilado in vitro; Hpall: DNA
|-' b 10,000 tratado con endonucleasa metilo-sensible;
3000 Sssl+Hpall: DNA metilado in vitro, tratado
* B con endonucleasa metilosensible; Mspl: DNA
tratado con endonucleasa no-sensible a
metilaciéon, sin metilacion previa con Sssl.
500
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Los resultados mostraron que el tratamiento con la endonucleasa metilosensible
(Hpall) genera un patrén de barrido al hidrolizar el DNA de células HeLa en fragmentos
de distintos tamanos. Por otra parte, al ser metilado in vitro, el DNA se mantiene como
una banda de alto peso molecular (Sssl), incluso después de un tratamiento con la
endonucleasa metilosensible (Sssl+Hpall), demostrando que la actividad enzimatica de
Hpall es dependiente del estado de metilacion del DNA vy es inhibida por la metilacion

in vitro.

El tratamiento con la endonucleasa no sensible a metilacion (Mspl) hidrolizé el DNA
en un mayor numero de sitios, de manera que se genera un barrido y se pierde la
banda de alto peso molecular que se mantenia en el tratamiento con Hpall. Esto
demuestra la eficiencia del tratamiento con las endonucleasas Hpall y Mspl, ademas de
comprobar que esta técnica permite identificar diferencias entre muestras con distintos

niveles de metilacion cuando son significativas.

Una vez comprobada la eficiencia de la técnica, se realizé el analisis de metilacion en
muestras de DNA obtenido de gonadas de L. olivacea. Se compararon muestras de
embriones incubados a TPH y TPM en etapas 23-24, 25 y 27 de desarrollo. Se
analizaron también muestras de DNA del mesonefros, por ser un érgano sometido a las
mismas temperaturas que las gdénadas, pero no involucrado en la determinacion sexual

primaria del embrion (Fig. 13).

Los resultados demostraron que tanto el DNA de génada como el de mesonefros

presentan poca accesibilidad al corte por la enzima metilosensible Hpall. El patron de
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bandeo es similar al de las muestras que no fueron sometidas a la reaccion de

digestion, indicando altos niveles de metilacion.

No se detectaron cambios en los niveles de metilacion durante el desarrollo de la

gonada. Por otra parte, tampoco se encontraron diferencias entre muestras de

embriones incubados a TPM y TPH en DNA de gonadas ni mesonefros. Las posibles

diferencias en niveles de metilacion entre las dos temperaturas de incubacién o en

diferentes etapas del desarrollo gonadal no son detectables mediante esta técnica.

S/DIGERIR Mspl Hpall S/DIGERIR Mspl Hpall
33°C 26°C 33°C 26°C 33°C 26°C 33°C 26°C 33°C 26°C 33°C 26°C
DESARROLLO il ol l il il el el el il il
pb pb
10,000
- 10,000
3,000 —
3,000
500
- 500
GONADA MESONEFROS
Fig. 13. Analisis de metilacion por tratamiento con

endonucleasas en DNA de gonada y mesonefros. DNA de gdénadas
y mesonefros de L. olivacea de distintas etapas de desarrollo: Etapa
23/24,25 y 27, incubadas a TPH (33°C) o TPM (26°C), con distintos

tratamientos:

(s/digerir)

DNA purificado,

sin tratamiento con

endonucleasas; (Mspl) DNA tratado con endonucleasa no sensible a

metilacion;

(Hpall) DNA

tratado con endonucleasa

metilosensible.2ug de DNA por muestra.
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1.2- Analisis global de patrones de metilacion del DNA mediante AIMS.

Para continuar con el analisis global de metilacion, se utilizé la técnica de
Amplificacién de Sitios Intermetilados (AIMS), que permite generar patrones especificos
de bandeo en geles de secuenciacion, a partir de patrones de metilacion del DNA. La
técnica de AIMS consiste en una digestion con endonucleasa metilo-sensible Hpall,
seguida de un tratamiento con la enzima Klenow para dejar extremo rasos. A
continuacion se realiza una digestion con endonucleasa Mspl con actividad
independiente de metilacidn, por lo que reconoce los sitios metilados inaccesibles para
Hpall. Posteriormente se lleva a cabo una ligacion de adaptadores de secuecia
conocida sobre los extremos cohesivos generados por la digestiéon con Mspl. Mediante
PCR sobre la secuencia de los adaptadores permite amplificar fragmentos de DNA que
se encontraban entre sitios metilados. Los patrones de metilacion se revelan mediante

autorradiografias de los productos de PCR en geles de secuenciacion.

Para estandarizar y validar la técnica, se realizaron controles para verificar la
eficiencia de cada paso en el procedimiento. Ademas de los controles previos sobre las
enzimas Hpall y Mspl, se estandarizo la reaccion de la enzima Klenow para dejar
extremos rasos de manera eficiente y evitar la union de los adaptadores en sitios de
corte de la enzima Hpall. Se estandarizaron también las condiciones para ligacion de
los adaptadores de secuencia especifica en los extremos cohesivos. Finalmente, se
verifico que la reaccion de amplificacion por PCR fuera especifica y se llevara a cabo

unicamente sobre los adaptadores de secuencia especifica (Fig. 14).
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Se realizaron, ademas, pruebas de amplificacion para determinar el nimero de
nucleotidos aleatorios mas conveniente para los oligonucledtidos utilizados durante la
PCR, que permitieran obtener el mayor numero posible de bandas independientes en la
autorradiografia. Un mayor numero de nucleétidos hace que la amplificacion sea mas
especifica, reduciendo el numero de bandas obtenidas, con lo que disminuye el numero
de posibles sitios analizados. Por otra parte, un menor numero de nucleétidos reduce la
especificidad, de modo que la reaccion puede amplificar un mayor numero de sitios en
el genoma, con lo que se corre el riesgo de perder la resolucion de bandas en el gel de
secuenciacion y generar un barrido. Las pruebas con 4 nucleotidos aleatorios
generaron un numero excesivo de bandas, lo que hizo dificil identificarlas de manera
independiente. Al utilizar 5 nucleétidos aleatorios disminuyo el numero de bandas,
permitiendo hacer analisis comparativos especificos. Se comprobd que los patrones de
bandeo generados son dependientes de los nucledtidos aleatorios afiadidos en lo
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion por PCR. Después de estas pruebas se
decidié utilizar una mezcla de 2 oligonucleétidos con 5 nucledtidos aleatorios cada uno.

(B1 +B2). (Fig. 14)

Una vez estandarizada la técnica, se realiz6 el analisis de AIMS utilizando DNA de
gonadas de embriones incubados a TPH o TPM en etapa 27 de desarrollo. Los
resultados demostraron que la mayoria de las bandas amplificadas se mantienen
constantes en muestras de ovario y testiculo; sin embargo, algunas bandas mostraron

intensidad dimorfica entre ovarios y testiculos.
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Fig. 14. Técnica y controles de amplificacion de sitios
intermetilados. A) Técnica de AIMS. Se representa un fragmento de
DNA gendémico en azul. Los circulos verdes representan sitios CpG
metilados (circulos Ilenos) o desmetilados (circulos vacios). Los
adaptadores de se muestran en rojo. B) Controles para la
estandarizacion de la técnica de AIMS, utilizando oligonucledtidos
con 4 (izquierda) o 5 (derecha) nucledtidos aleatorios. Cada carril
representa distintos tratamientos, cantidades de DNA utilizado en la
PCR u olignucledétidos empleado: m=Mspl; k=Polimerasa Klenow;
I=Ligacion de Adaptadores, h= Tratamiento completo con enzimas
Hpall, Klenow, Mspl y Ligacion de adaptadores. Se usaron 2
oligosnucleotidos disntintos de 5 nucledtidos aleatorios para la PCR
(B1 y B2) de manera independiente o en conjunto. Se utiliz6 DNA de
mesonefros de embriones incubados a TPH, de periodo PD.

72



Se identificaron algunas bandas con mayor intensidad en ovarios, mientras que otras
se veian incrementadas en testiculos, indicando que el efecto no se debe a errores de

cargado ni manipulacion de las muestras.

El incremento en la intensidad de una banda es interpretado como un mayor
porcentaje de metilacién en el fragmento de DNA representado. Asi, la técnica
evidencio patrones diferenciales de metilacion global del DNA entre ovarios y testiculos
(Fig. 15). Los patrones de bandeo generados mostraron ser reproducibles tanto entre
distintas reacciones de PCR del mismo DNA tratado, como entre DNA de distintas 2
distintas muestras biologicas (gonadas de 10 embriones de etapa 27 en cada muestra).
Estos resultados sugieren que la metilacion diferencial del DNA esta involucrada en los

procesos de determinacion y/o diferenciacion sexual en L. olivacea.

Para continuar con el analisis, se busco identificar la secuencia de los fragmentos de
DNA que mostraron variaciones en la metilacion dependientes del sexo gonadal. Se
cortaron las bandas 2, 3,4y 5 (Fig. 16 A) y el DNA fue eluido y purificado. Fue
necesario hacer una segunda reacciéon de amplificacién por PCR, utilizando los mismos
oligonucledtidos usados en la amplificacion inicial de AIMS (B1+B2) para enriquecer el
DNA de cada una de las bandas (Fig. 16 B-C). Se comprobd por electroforesis en gel
de agarosa que los tamarfios de las bandas corresponden con lo esperado por su

migracion en el gel de AIMS y que van de 250 a 850 pb.
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Fig. 15. Amplificacion de Sitios Intermetilados. Gel comparativo
de AIMS entre gonadas de embriones de etapa 27 incubados a TPH
(33°C) y TPM (26°C), utilizando oligos B1 + B2. La imagen muestra 4
carriles de cada temperatura, con reacciones de PCR independientes
utilizando distintas cantidades de DNA, para descartar cambios
debidos a diferencias de concentracion de DNA en las reacciones de
PCR. Los histogramas muestran variaciones dependientes del sexo
gonadal de acuerdo con la temperatura de incubaciéon. Se muestran
2 de los 4 histogramas generados para cada temperatura. Las cajas
rojas enmarcan bandas que muestran variaciones dependientes de
temperatura.
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Las bandas fueron clonadas y secuenciadas. Sin embargo, los analisis revelaron la
presencia de varias secuencias distintas en cada banda aislada. Las secuencias
identificadas en cada banda eran del mismo tamario, por lo que migraron juntas en el
gel y fueron aisladas y re-amplificadas en conjunto, dificultando identificar las

secuencias que presentan metilacion diferencial mediante este analisis.

A Ovario  Testiculo B
J B1 B2 B3 B4 pb
= B1
% B2
ﬁg B3
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4
g B4 » o
] 5 &
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Toe T
< b
c &I P
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Fig. 16. Re-amplificacion de bandas de AIMS. A) Gel comparativo
de AIMS entre embriones de etapa 27 incubados a TPH (33°C) o
TPM (26°C) sexualmente determinados. Los cuadros rojos enmarcan
4 bandas que muestran variaciones dependientes del sexo gonadal
de acuerdo con la temperatura de incubacién. B) Gel de agarosa,
mostrando las bandas 1-4 cortadas y reamplificadas por PCR, junto
al marcador de peso molecular 100pb. C) Gel de agarosa mostrando
la especificidad de la reamplificacion por PCR de la Banda 3 (PCR
Banda 3) a partir de DNA eluido del gel de acrilamida de AIMS
(Banda 3). No hubo producto de amplificacion al utilizar DNA
genémico de tortuga como molde (PCR Tortuga), ni al realizar la
PCR sin DNA molde, unicamente con los oligonucledtidos (PCR
H20).
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Para determinar si las diferencias en los patrones de metilacion del DNA surgen como
un proceso de metilacion o desmetilacion, se extendio el analisis de AIMS sobre
muestras de gonadas de embriones incubados a TPH y TPM extraidas durante el
periodo sexualmente indeterminado (Etapas 23-24). Las muestras fueron procesadas
como se describio previamente y el producto final de amplificacion por PCR fue corrido

en geles de secuenciacion (Fig. 17).

Los geles demuestran que, antes de la determinacion sexual, los patrones de bandeo
resultaron muy similares entre embriones incubados a TPH y TPM, en contraste con las
diferencias en los patrones de metilaciéon del DNA observadas en ovarios y testiculos
diferenciados. Esto sugiere que las diferencias en los patrones de metilacién surgen en
el periodo sensible a la temperatura (PTS) durante el proceso de determinacion y/o al

inicio de la diferenciacion sexual.

De manera interesante, se encontré que algunas de las diferencias surgen por un
proceso de metilacién en alguno de los dos sexos, partiendo de un estado previamente
desmetilado en la gbdnada bipotencial, mientras que otras regiones mostraron
desmetilacion diferencial a partir de un estado previamente metilado. Estos resultados
evidencian no solo un proceso de metilacion diferencial, sino también de desmetilacion
en algunas secuencias, a partir de un patron de metilacién independiente de la

temperatura de incubacion en génadas bipotenciales (Fig. 17).
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Fig. 17. Analisis de AIMS durante la determinacién sexual.

El analisis de AIMS demostr6 que los patrones de metilacion en gdbnadas
indeterminadas son muy similares entre embriones incubados a TPH y TPM (carriles 1-
4 y 5-8, respectivamente). Sin embargo, los patrones de metilacion cambian después
del PTS, dependiendo si la gbnada se determina como un ovario o testiculo (carriles 9-
12 y 13-16, respectivamente). Algunas secuencias mostraron una ganancia en
metilacion del DNA durante la determinacion sexual (A) mientras que otras muestran
desmetilacion (B). Algunas secuencias adquirieron patrones dimorficos de metilacion
dependiendo de la temperatura de incubacion (C).
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1.3- Analisis global de distribucién de 5mC mediante inmunofluorescencias.

Una vez determinado el perfil temporal de metilacion del DNA a nivel molecular,
decidimos analizar su patron espacial a nivel celular y tisular en ovarios y testiculos
diferenciados bajo el efecto de la temperatura de incubacién en L. olivacea. Se
extrajeron complejos gonada-mesonefros de embriones incubados a TPH o TPM; el
tejido fue fijado con paraformaldehido y congelado a -80°C. Los cortes obtenidos en un
criostato fueron procesados para inmunoflurescencia con microscopia confocal (Fig.
18). Se utilizaron embriones en etapa 27 de desarrollo, donde previamente se
encontraron diferencias en los patrones de metilacion mediante la técnica de AIMS

(Fig. 15).

Para identificar los tipos celulares en los cortes se utilizaron anticuerpos contra
marcadores especificos. En cortes de testiculo se utilizé un anticuerpo contra la
proteina Sox9, que es especifica de las células de Sertoli en los cordones medulares.
En muestras de ovario no pudo utilizarse Sox9 como marcador, debido a que en Etapa
27 la expresion de Sox9 ha sido silenciada en embriones incubados a TPH, por lo
tanto, se utilizé un anticuerpo contra laminina, componente de lamina basal que rodea

las células epiteliales tanto de los cordones medulares como del epitelio cortical.

Las inmunofluorescencias mostraron una mayor intensidad de la marca de 5mC en
células de la corteza, a comparacion de las células ubicadas en la médula. Esta
diferencia pudo observarse tanto en ovarios como testiculos, sugiriendo que se
establece por el proceso de formacion gonadal y no por la diferenciacion de la gbnada

en ovario o testiculo.
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No se encontré diferencia en la intensidad de la sefial de la 5mC entre células
mesenquimales y epiteliales en la médula (tubulos seminiferos en testiculo y vestigios

de cordones medulares en ovario) (Fig. 18).
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Fig. 18. Anadlisis de distribucion de 5mC por inmunofluorescencias.
Las inmunofluorescencias utilizando un anticuerpo contra 5mC no mostraron diferencias en
los niveles de esta modificacion del DNA entre células de cordones medulares y células
mesenquimales del estroma en testiculos ni ovarios (verde). Un anticuerpo contra Sox9 se
utilizé para identificar las células en los cordones medulares en testiculo (rojo). Un
anticuerpo contra laminina se utilizé para identificar células epiteliales en ovario (rojo). Las
graficas muestran el promedio normalizado de intensidad en nucleos de células de estroma
o cordones en varias micrografias y muestras biolégicas n=3. No se encontraron
diferencias significativas entre cordones y estroma en ovarios ni testiculos mediante una
prueba t de Student p<0.05 (La cuantificacion de inmunofluorescencias se explica en la
Fig. 43). Las micrografias muestran imagenes representativas. Barra de escala = 20 um.
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Los resultados muestran que los cambios en los patrones de metilacion que definen el
destino de los diversos tipos celulares en la génada bipotencial, no pueden ser
detectados mediante la técnica de inmunofluorescencia contra la marca de 5mC. El
actual resultado podria explicarse por el alto porcentaje de metilacion en las gbnadas
de L. olivacea detectado mediante el corte con endonucleasas metilosensibles: los
altos niveles de metilacion del DNA pueden enmascarar los cambios finos en

secuencias especificas identificados mediante la técnica de AIMS.

1.4- Analisis de presencia de 5hmC mediante Dot Blot

La marca de 5hmC se ha visto asociada recientemente al proceso de desmetilacion
activa del DNA, principalmente en células troncales embrionarias y en cerebro de
mamiferos. Por ello, para continuar con el analisis se planted evaluar la posible
participacion del proceso de desmetilacion via 5ShmC en la determinacion sexual de L.

olivacea.

Inicialmente se determiné analizar la presencia de 5hmC en DNA de L. olivacea,
utilizando un anticuerpo especifico para detectar esta marca mediante la técnica de Dot
Blot. Como control positivo se utilizd DNA de cerebro de raton macho recien nacido de

la cepa CD-1, donde se ha reportado abundancia de esta marca.

El analisis por Dot blot evidencio altos niveles de 5hmC en todas las muestras de
cerebro y gbnada de L. olivacea, incluyendo todas las etapas de desarrollo. Los niveles

fueron similares a los encontrados en el control positivo de cerebro de raton (Fig. 19).
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La presencia de altos niveles de 5hmC en génadas de L. olivacea, sugiere el papel de
esta marca como intermediario en un proceso activo de desmetilacion durante la

determinacion y/o la diferenciacion sexual de las gonadas en L. olivacea.

Dot Blot 5hmC 50 ng Bromuro de etidio 50 ng

Cerebro Cerebro
2ug  1ug 500ng 30ng . rat6 2ug  1ug 500ng 30ng: raton

X X

Cerebro de raton
Et. 27 Cerebro TPM
E. 27 Cerebro TPH

E. 24 Gonada TPM

L. olivacea

E. 24 Goénada TPH

E. 27 Testiculo

E. 27 Ovario

pDrive

Fig. 19. Evaluacién de presencia de 5hmC en DNA de L. olivacea
mediante Dot Blot. A) Dot Blot utilizando un anticuerpo contra la marca
de 5hmC en DNA de distintos tejidos. Se evidencia la presencia de la
marca en DNA de cerebro y géonada de L. olivacea. Como control positivo
se utiliz6 DNA de cerebro de raton, como control negativo se utilizo el
plasmido pDrive. B) Tincion de la membrana con bromuro de etidio
muestra que las diferencias observadas en la senal del Dot Blot no son
atribuibles a diferencias en el cargado de DNA.
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1.5- Analisis global de distribucion de 5hmC mediante inmunofluorescencias.

Una vez determinada la presencia de altos niveles de 5hmC en gdnadas, se decidio
evaluar su distribucién en los distintos tipos celulares de ovarios y testiculos. Se utilizd
inmunofluorescencia confocal con un anticuerpo contra 5ShmC. Las muestras fueron
procesadas como se describid anteriormente y para identificar los distintos tipos
celulares se utilizé un anticuerpo contra varias formas de citoqueratina (CK), un
filamento intermedio importante en la formacién de uniones intercelulares en tejido
epitelial. De modo que las células de la corteza y los cordones medulares de la gdnada

fueron identificadas por la presencia de CK (Fig. 20).

De manera interesante, las imagenes mostraron diferencias en la distribucién de la
marca de 5hmC entre ovario y testiculo: en ovario, los remanentes de los cordones
medulares mostraron una mayor intensidad de la sefial de 5hmC que las células en el
estroma. Por otra parte, en testiculo las células de los cordones medulares, ahora
llamados cordones testiculares, mostraron menor sefial de 5hmC en comparacioén con
las células del estroma. Esta distribucion tisular inversa de la marca de 5hmC sugiere la
existencia de un proceso epigenético dimorfico involucrado en la morfogénesis de

ovarios Yy testiculos por efecto de la temperatura (Fig. 20).

82



A 5hmC CK DAPI Empalme

o
=}
2 Estroma
(0]
()
|_
Cordones
K]
o
o Estroma
Cordones
B C
2 - Testiculo (Et. 27) 2 - Ovario (Et. 27)
m  Estroma Estroma
1.5 - 1.5 -
@)
% 1 - ®  Cordones 1 - I B Cordones
0.5 - 0.5 I
0 - 0 -
Muesta1 2 3 4 5 6 7 8 Muesta 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 20. Analisis de distribucion de 5hmC por inmunofluorescencias.
Se encontraron diferencias en la distribucion de la modificacion del DNA
5hmC entre ovarios y testiculos de L. olivacea (rojo). En testiculos las
células mesenquimales del estroma mostraron mayor intensidad en la
sefial de 5hmC que las células de los cordones medulares, mientras que
una distribuciéon opuesta se observd en ovarios.Se muestra la division
entre células del estroma y los cordones (linea punteada). Se utilizé6 un
anticuerpo contra CK para identificar las células epiteliales (verde). DAPI
identifica los nucleos (azul). Las graficas muestran intensidad promedio
de 5hmC en los ntcleos cuantificados (n>50) en las células de estroma y
cordones medulares, normalizados con la media de intensidad de nucleos
en la micrografia. Se utilizaron muestras de 8 organismos distintos para
cada temperatura de incubacion (Promediox D.E.). El analisis estadistico
de estos resultados se incluye en la Figura 23. Barra de escala = 20 um.
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Para comprobar si estas diferencias vienen de un enriquecimiento o pérdida en los
niveles de 5hmC, realizamos inmunofluorescencias en cortes de distintas etapas
durante el desarrollo gonadal, abarcando los 3 periodos de la determinacion sexual, Pl,
PTS y PD, muestreando gonadas de embriones incubados a TPH o TPM en etapas 24,

25y 26 del desarrollo embrionario.

Las imagenes mostraron que en la etapa 24 la intensidad de la 5hmC es similar en
todas las células de la médula gonadal. En esta etapa la mayoria de las células de la
médula constituyen los cordones medulares y fue dificil identificar células del estroma.
Las imagenes de etapas 25 y 26 (Figs. 21 y 22, respectivamente) mostraron diferencias
en la distribucion de 5hmC similares a las encontradas en ovarios y testiculos
claramente diferenciados. Esto resulta evidente, principalmente en los cordones
testiculares de embriones incubados a TPM, donde la marca de 5hmC disminuye
gradualmente de la etapa 25 en adelante (Fig. 23). De manera interesante, se
encontraron algunos cumulos de células epiteliales que aun mostraban altos niveles de
5hmC en testiculos en etapa 26, confirmando que las diferencias entre distintos tipos
celulares observadas en etapas posteriores, son debidas a la disminucion de 5hmC en

el DNA de las células que forman los cordones testiculares.
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Fig. 21. Analisis de distribucion de 5hmC por inmunofluorescencias
en Etapa 25. Dijstribucién de la modificacion del DNA 5hmC (rojo) entre
gonadas incubadas a TPH y TPM en etapa 25 de desarrollo. Un anticuerpo
contra citoqueratina CK se utilizé6 para identificar los cordones medulares
(verde). La linea punteada marca la division entre los cordones medulares
y el estroma. Las flechas serfialan cumulos de células epiteliales en
goénadas incubadas a TPM que aun muestran una sefal alta de5hmC, lo
que no ocurre en etapas posteriores; ésto demuestra que ocurre una
pérdida de 5hmC en estas células durante el desarrollo. Las graficas
muestran intensidad de 5hmC en los ntcleos cuantificados (n>10) en las
células de estroma y cordones medulares, normalizados con la media de
intensidad de nucleos en la micrografia que les corresponde. Se utilizaron
muestras de 3 organismos distintos para cada temperatura de incubacion
(Promediox D.E.). EIl analisis estadistico de estos resultados se incluye en
la Figura 22. Barra de escala = 20 um.
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Fig. 22. Analisis de distribucion de 5hmC por inmunofluorescencias en
Etapa 26. Distribucion de la modificacion del DNA 5hmC (rojo) entre génadas
incubadas a TPH y TPM en etapa 25 de desarrollo. Un anticuerpo contra
citoqueratina CK se utilizé para identificar los cordones medulares (verde). La
linea punteada marca la division entre los cordones medulares y el estroma.
Las graficas muestran intensidad promedio de 5hmC en Ilos nucleos
cuantificados (n>10) en las células de estroma y cordones medulares,
normalizados con la media de intensidad de nucleos en la micrografia que les
corresponde. Se utilizaron muestras de 3 organismos distintos para cada
temperatura de incubaciéon (Promediox D.E.). El anélisis estadistico de estos
resultados se incluye en la Figura 22. Barra de escala = 20 um
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Fig. 23. Analisis de distribucion de 5hmC por inmunofluorescencias
durante el desarrollo. Las graficas muestran el promedio de intensidad
de la marca de 5hmC en células de estroma y cordones de goénadas
incubadas a TPH o TPM. (Promediot D.E.). Para etapas 25 y 26, n=3.
Para etapa 27 n=8. La diferencia en la intensidad de la marca de 5hmC
entre cordones y estroma se incrementa durante el desarrollo entre etapas
25 y 27 en testiculo; mientras que en ovario no se aprecian diferencias en
los niveles de intensidad de 5hmC entre cordones medulares y estroma,
hasta la etapa 26, a partir de la cual se observa mayor intensidad en
cordones que en estroma.Un analisis de varianza con agrupacion RGEWQ
(a-d) muestra diferencia significativa entre grupos identificados por
distintas letras (P<0.05).

1.6- Analisis de distribucion de acetilacion de histonas mediante

inmunofluorescencias.

Para este estudio utilizamos génadas de embriones incubados a TPH o TPM en etapa
27 del desarrollo. Para la inmunolocalizacion se utilizaron tres anticuerpos para marcas
de acetilacién: i. contra diversos residuos acetilados de la histona H4 (panH4), ii. contra

diversos residuos acetilados de la histona H3 (panH3) y iii. un anticuerpo que reconoce
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la acetilacion de la lisina 18 de la histona H3 (H3K18ac), que se ha visto asociada con
la activacion de la expresion génica, de manera dependiente de receptores nucleares

de hormonas (Jin et al., 2011) (Fig. 24).

Las micrografias obtenidas utilizando los tres anticuerpos generaron valores y
resultados muy similares entre si, probando la reproducibilidad de la técnica. Como se
esperaba, la senal fue especifica de nucleos celulares utilizando cualquiera de los tres
anticuerpos. Las imagenes mostraron una gran variacion en la intensidad de la sefial
producida por la inmunolocalizacion. Sin embargo, los distintos niveles en la intensidad
no correlacionan con los diversos tipos celulares, se encontraron nucleos mostrando
una fuerte acumulacion de la marca tanto en células epiteliales como del estroma.
Estos resultados se ven reflejados en la graficas de intensidad de fluorescencia, donde
no solo no se encuentran diferencias significativas entre células del estroma y los
cordones medulares en ninguno de los casos, sino que los promedios de intensidad en
uno u otro tipo celular son muy similares y las barras de error muestran una gran

variacion entre los valores de cada muestra (Fig. 24).

Resultados similares se observaron tanto génadas incubadas a TPH como TPM. No
encontramos diferencias significativas entre la concentracion de marcas de acetilacion
en los distintos tipos celulares de ovarios ni testiculos. Por lo tanto, el proceso de
diferenciacion sexual no se ve asociado a cambios globales en los niveles de
acetilacion de histonas que puedan ser detectados mediante analisis de

inmunofluorescencias.
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Fig. 24. Analisis de distribuciéon de acetilacion de histonas por
inmunofluorescencias. Las inmunofluorescencias utilizando un anticuerpo
contra H3Ac, H4Ac y H3K18Ac, no mostraron diferencias en los niveles de esta
modificacion de la cromatina entre células de cordones medulares y células
mesenquimales del estroma en testiculos ni en ovarios (rojo). Un anticuerpo contra CK
se utilizé para identificar las células epiteliales en los cordones (verde). Las graficas
muestran el promedio normalizado de intensidad en nucleos de células de estroma o
cordones en varias micrografias y muestras biolégicas n=3. No se encontraron
diferencias significativas entre cordones y estroma en ovarios ni testiculos mediante
una prueba de Student p<0.05 (La cuantificacion de inmunofluorescencias se explica
en la Fig. 43). Las micrografias muestran imagenes representativas. Barra de escala =
20 um.
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1.7- Analisis de distribucion de metilacion de histonas mediante

inmunofluorescencia.

De manera inicial se analizé la marca de H3K27me3, que es establecida por el
complejo PcG durante el desarrollo y se asocia con silenciamiento de los genes. Se
realizé un analisis de inmunofluorescencia utilizando géonadas de embriones incubados
a TPH o TPM de embriones en etapa 27. La detecciéon de H3K27me3 resultd nuclear,
como se esperaba de un anticuerpo especifico contra modificaciones post-

traduccionales de histonas.

A TPM, la mayor concentracion de H3K27me3 se encontro en las células de la
corteza. Sin embargo, se encontraron algunas células en las gonadas incubadas a TPH
gue mostraban mayor intensidad fluorescente que el resto de las células en la génada.
El histograma muestra los picos de intensidad en ovarios y testiculos, haciendo mas
claras las diferencias (Fig. 25). Las células que mostraron mayor intensidad en ovarios
coinciden con la marca de CK (Fig. 26), indicando que corresponden a los remanentes
de cordones medulares que han dejado de expresar Sox9. Sin embargo, esta
acumulacion de marca de H3K27me3 no se encontrd en todas las células de los
cordones medulares remanentes en ovario, por lo que el analisis estadistico de la
intensidad fluorescente entre células epiteliales y mesenquimales no mostré diferencias
significativas. Por otra parte, las graficas muestran la barra de error de los cordones
medulares en ovarios, alcanzando niveles mas altos que los observados en las células
mesenquimales, ésto se debe a los valores de fluorescencia de las células epiteliales
qgue mostraron mayor intensidad y estan incluidas en la cuantificacion general de las

células de los cordones medulares (Fig. 26).
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TESTICULO OVARIO

Fig. 25. Histogramas 3D de distibucion de la marca de H3k27me3.

Histogramas 3D de la marca de H3K27me3 registrada en inmunofluorescencias en
etapa 27. Se evidencia la poblacién de células en ovario que muestran mayor
acumulacion de esta modificacion de histona que las células de la corteza. EIl
histograma en testiculo muestra la mayor intensidad de fluorescencia en las células del
epitelio celémico. En ovario, por otra parte, las células con mayor intensidad (blanco) se
encuentran dispersas en la medula.

Posteriormente analizamos la modificacion de H3K9me2 asociada a la compactacion
de cromatina y silenciamiento génico. Algunas de las células del estroma de gonadas
de embriones incubados a TPM mostraron mayor intensidad de fluorescencia que el
resto de células en la gonada, en contraste con la baja intensidad del estroma en

embriones incubados a TPH (Fig. 25).
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Los resultados muestran mayor sefial de la modificacién post-traduccional de histonas
asociada a silenciamiento H3K27me3 en algunas células epiteliales en los vestigios de
cordones medulares en ovario (Fig. 25-26), asi como una mayor concentracion de la
marca asociada a silenciamiento H3K9me2 (en algunas células mesenquimales del
estroma en testiculo; Fig. 26). Esto sugiere distintos mecanismos epigenéticos
actuando en el silenciamiento génico en distintos tipos celulares de la gbnada en

desarrollo, de manera dimorfica dependiendo de la temperatura de incubacion.

Para continuar con el estudio de marcas post traduccionales de histonas se analiz6 la
distribucion de la H3K4me3. Esta marca es establecida por el complejo TrxG y se
asocia a promotores de genes transcripcionalmete activos. No se encontraron
diferencias significativas en la intensidad de la marca entre células epiteliales ni
mesenquimales en la médula gonadal de embriones incubados a TPH ni a TPM. Mas
aun, la intensidad en la sefal de H3K4me3 también mostro poca variacion entre células
de un mismo compartimento dentro de la génada (Fig. 26). Este resultado sugiere que
no hay diferencias globales significativas en los niveles de H3H4me3 establecidas

durante el proceso de determinacion y/o diferenciacion sexual en L. olivacea.
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Fig. 26. Analisis de distribucién de metilacion de histonas por
inmunofluorescencias. Inmunofluorescencias utilizando un anticuerpo contra
H3K4me3, H3K9me3 y H3K27me3 (rojo). Un anticuerpo contra CK se utilizd para
identificar las células epiteliales en los cordones (verde). Las graficas muestran el
promedio normalizado de intensidad en nucleos de células de estroma o cordones en
varias micrografias y muestras biologicas n=3. No se encontraron diferencias
significativas entre cordones y estroma en ovarios ni testiculos mediante una prueba de
Student p<0.05 (La cuantificacion de inmunofluorescencias se explica en la Fig. 43).

Las micrografias muestran imagenes representativas. Barra de escala = 50 um.
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2- ANALISIS DE METILACION DEL DNA SOBRE EL PROMOTOR DEL GEN

SOXO9:

Se planteo realizar la caracterizacion de las secuencias promotoras de genes
involucrados en el proceso de determinacion sexual en L. olivacea, para posteriormente
poder evaluar los mecanismos epigenéticos involucrados en la regulacion de su
expresion. Se decidi6 caracterizar, en primer lugar, al promotor del gen Sox9, que
codifica para el factor transcripcional del mismo nombre. La expresion de este gen es
necesaria para la determinacion sexual de machos en los vertebrados; sin embargo, el

mecanismo de regulacion de su expresion no esta conservado entre especies.

2.1- Clonacién del primer exén y de la region 5’ de Sox9

Se inicio la clonacién y secuenciacion del gen Sox9 a partir de una region del primer
exon altamente conservada entre mamiferos y aves. Se disefiaron oligonucleétidos a
partir de alineamientos de la secuencia génica entre Mus musculus (raton), Gallus
gallus (pollo) y Homo sapiens sapiens (humano) y se utilizaron en una reaccion de PCR
con DNA purificado de sangre de L. olivacea como molde. Se amplificé un fragmento
de 354 pb que posteriormente fue insertado en el vector pGEM-T Easy, transformado y
amplificado en bacterias E. coli y secuenciado. La secuencia obtenida presenta 21

sitios CpG, lo que la califica como una isla CpG.

Para clonar la region 5’ del gen Sox9 de L. olivacea, se utilizé PCR inversa a partir
del fragmento previamente secuenciado del primer exén. Se obtuvo una secuencia de

2284 pb de la regidon 5 del TSS predicho por alineamientos con la tortuga T. scripta.
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Un analisis de tipo Blast en la base de datos de GeneBank mostré que la region de
Sox9 correspondiente al primer exdn mantiene un alto porcentaje de similitud (97-80%)
con respecto a los genes homodlogos en diversos grupos de vertebrados, en particular
reptiles y aves. Esta regién incluye un sitio ATG de inicio de traduccion conservado en

varias especies (Fig. 27).

Se encontré ademas una region que presenta 93% de similitud con la secuencia
reportada del RNAm completo de Sox9 en la tortuga Trachemis scripta, lo que marca
un posible sitio de inicio de transcripcién para L. olivacea. El analisis reveld que la
similitud del gen de L. olivacea con el de Anolis carolinensis (el unico reptil
completamente secuenciado) es menor que con G.gallus y otras aves, lo cual resultd

evidente desde los alineamientos para disefio de oligonucleétidos (Fig. 27).

En la secuencia obtenida se encontraron 3 elementos conservados entre los
promotores caracterizados de pollo ratén y humano. Estos elementos corresponden a 2
sitios CAAT y una caja TATA-like. Ademas, 750 pb rio arriba de estos elementos, se

encontraron 2 cajas TATA, distanciadas entre si por 30 pb.

Un analisis in silico de sitios de union a factores transcripcionales mediante el
programa Genomatix v2.3, mostré 2 posibles sitios de unién a factores DMRT: el
primero en la regidon de elementos conservados y el segundo en la regién de las cajas
TATA. Asi mismo, se encontrd un posible sitio de union a la proteina CTCF
(organizador de cromatina) y a factores transcripcionales NF-Y (de unién a cajas

CAAT), en la regién correspondiente a los elementos conservados (Figs. 28 y 29).
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Fig. 27. Analisis tipo BLAST de la secuencia clonada del gen
Sox9. Resultado del analisis tipo BLAST en la base de datos de
GeneBank. La region que corresponde al primer exon presenta un
alto porcentaje de similitud con el gen homoélogo en varias especies
de reptiles y aves, especialmente con la secuencia reportada del
mRNA completo dela tortuga T. scripta (MRNA c¢).Se muestra la
posicion de la secuencia que presenta similitud con respecto al
fragmento analizado de L. olivacea (Query), asi como el numero de
pares de bases que coinciden en el alineamiento (cédigo de
colores). Las imagenes en la parte inferior muestran algunos de los
organismos que mostraron similitud en el analisis: L. olivacea, C.
picta, T. scripta, A. platyrhyncos, G. gallus, A. mississippiensis y A.
crolinensis.

El analisis de contenido de sitios CpG demostro la presencia de dos islas CpG en la
secuencia analizada. La primera, como se habia descrito, inicia cerca del sitio 350 con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion. La otra isla CpG se encontrd de la posicion

-1500 hasta -500 aproximadamente, en la regién 5’ del gen (Fig. 28).
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Sox9 promotor

Exon 1

Fig. 28. Analisis de la secuencia 5’

del cual se realizé6 la PCR

ACTGGACCCTGGTGLCCATGLLGE TCCG TG TGAACGGATCT TGGATGLCLTATACCAG TTATC

GEOCCCTAAAGAACAGOALA TAAAGAGUALAL T GAAAATGAG T TAAACTTTTACTAGLAAGS
ACCTAAAAGATATTCAAAACATG TAATGAAAACG TAAACAT T TACAGLAGGGAAAALAGTCTI

TCTECAAATATAGAD GLAAAGATTTGUATTCTATATCCTGEAAGTAAATCTACGLGAAGAGAG
TTGQCAACTATTTTAGATATGGTCTITGEATATT TTGAGACTGTTCTCOC T TAGCAG T TAACAG]
TAGTTAGTTAGTTAGT TAGUTAAT TAACT TGAGUCTGTATATCGUTCATG TCT TCATASTTTCA]

COTGAAAACAAATC TG TGTAAAGAACTATCACTCTTTCTAGTACATCT TAACT T TACGAAGCTIC
AOAAATOCAAATATACCGTTTATATTGIAAGATT GOAGAAALT TCAGT GUCG TCEGTTAGC T

B ccsnarTacaccantGaacGAGAACG TAIlG AT CccaTGTATCARAATG
CAGAAAGTAGACACACTTITTACTTAGIGTGTT TCAGACCalGGAATAAT TAAGGTTTAATIT TA

AGACGACTAGCCCAAT TGLACCACACTGACACAG TG TCAATGAC TAGAGTCTTCAGACTACAG
[CCAAACCAGAAGACCAGLCTCT GAACAAGG TAGC TCAGCAATAAATTGICGLAGAALT TG
ACAGTTAAGCGCAGC TCTACATCIGTGAGTACAGAACT TAAALDCACTGAAT TATCAAATAAGCT
[GCGCGTEOOTT TAAACCATGOT GGETTTTAAT TAAAGAATAGCAGCAGALCCAGL TGAGCGTAML
ATCATCTTGATGACAAATGTATTTTAAAAACAGC TCGAGD TG TATAATGAASALS CAAALAG

AGLUGTATCACATCATCIT TTACT TCACAGAAAAAGL TCGAAGT TCT T TGUCACGD CCAAAGT AL
AACAGLAGACTOICCATAG T AL TGEAAATCAA T CAAAAA T T GUCGAG ALAANT ATAASATA
AAGACLAGTTTACTTTTAAGGUACCACAAAAGT T TGAAL TACAAAGAGTAAACTCAGATAC]

TCTACTTTTCTGTATTTITGTOT TCCCC T TC T TGAGACTTGUGETCOT T TC T OO T OO T AL A AL
AACTTGTAGEERRIEATCTGTGTGOCAGCCCCCCAGGG GLAGGG CTG TEMPIGBEE | G AAAGT
[CTAAGGTGAAATAGAAGAGGAG RGN A CAGAGACG CGGAGAGAG AGT TGGAGAG
CTGEAGUTTGAAAT TOACTAGGTGAAAT TGGLGAGLCT TAAALT T TCCAAASACCAAGGANTTT

LAl AT TTCCCACCCCCTTTTGACTATCC TCAGAGEAGGGTCCATGCACG TCTCTGAGA
GCAGATCGCTGCAGCTGCAGCTTTGCAGTGGGCTGTGAACAAACTTTTTTTTTCCCTCCTGCAA
GCTGCTGTTCACCAGCCAAAACT TTGTTTCTTTTGCAAACTTTTTGCTGCCT TCCTTCCCACCOOA
CTCCCGCCTCCATCTCTTCOT TGO TTCCT CCACCACAAACCCAGCTGGTTT TAAAGAGGCGTTGL
CACTTTATAATTATTATTTTTAATCCCTCCCCCCCT COTCTCCCCCACCCCT TGATTTTCATCCCAT
TGITTTCCCCCICTIGOEGCTTTCICGCATGAATCTCCTAGACCCT T TCATG AAAATGACAGAAG

AGCAGGACAAATGCATCTCTGGCGCCCCTAG CCCCACCATG TG GACGAC TCCG GG GG TCCC
CCTGCOCTTCTGG TTCCG GCTCG GACACTG AGAACACCAGACCCCAAG AAAACACTTTCCCCA

AGGGCGATCCGGATCTGAAGAAMGAGAGCGACG AGGACAAATTCCCGGTGTGCATCCGAGA
GGLGGTCAGCCAAGTCCTGAAGGG CTACGACTGGACCCIGGTGCCCATGLCGGICCGTGTGA
ACGGATCCAG CAAAAACAAG CCCCACGTGAAGAGACCCATGAACGCCTTCATGGTGTGG

derecha se muestra gréficamente la distribucién de sitios CpG.
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Fig. 29. Regiéon 5’ del gen Sox9. (pagina anterior, arriba).

Representacion gréfica de la secuencia clonada de la region 5’ del
gen Sox9. Se muestra el fragmento que contiene los elementos
conservados con los promotores de Sox9 en ratén, pollo y humano
(verde) y las cajas TATA rio arriba (amarillo). Se muestran también
los posibles sitios de uniéon a factores Dmrt (rosa), NF-Y (naranja) y
CTCF (azul). Se muestra también la localizacion del TSS (flecha
negra) y el sitio ATG de inicio de traduccion predichos por
alineamientos entre vertebrados (flecha roja). Un sitio ATG fuera de
fase en la posicion 33 se muestra con una flecha punteada.

2.2- Validacién funcional del promotor del gen Sox9

La estrategia para la validacion funcional de una secuencia promotora consiste en
demostrar capacidad para inducir la expresion de un transgen. Para identificar al
promotor del gen Sox9, se realizaron construcciones que contienen distintos
fragmentos de la secuencia clonada de la regién 5’ del gen Sox9, ademas del gen

reportero GFP que codifica para la proteina verde fluorescente. Las construcciones

fueron disefiadas para contener o no a las cajas TATA y para incluir o no un fragmento

del primer exon del gen. De manera que se planearon 4 distintas construcciones:
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pS9-T1-GFP: Abarca las cajas TATA en el extremo 5’ . Incluye el ATG de inicio de

traduccioén en el extremo 3’ .

pS9-T2-GFP: Abarca las cajas TATA en el extremo 5’ . Incluye las primeras pares de

bases del probable mensajero, sin llegar hasta el primer ATG que esta fuera de fase.

pS9-1-GFP: No abarca las cajas TATA en el extremo 5’ . Incluye el ATG de inicio de

traduccioén en el extremo 3’ .

pS9-2-GFP: No abarca las cajas TATA en el extremo 5’ . Incluye las primeras pares
de bases del probable mensajero, sin llegar hasta el primer ATG que esta fuera de

fase.

Cada una de estas construcciones se generdé en orientacion Forward (Fw) y Reverse
(Rv), dependiendo si contienen el fragmento de Sox9 en direccidén sentido o antisentido
en relacion a la orientacion del gen reportero GFP. Por lo tanto se generaron en total 8

construcciones independientes.

Una vez estandarizado el protocolo de disgregacién y cultivo celular, se evalud la
actividad promotora de las construcciones de Sox9 mediante transfecciones con
Lipofectamina en células disgregadas de testiculos de L.olivacea. El resultado fue que
las 2 construcciones Cortas lograron inducir la expresion del gen reportero, mientras
que las construcciones largas fallaron al inducir su expresion. Atribuimos este
resultado a que las construcciones largas, al contener un fragmento de la secuencia del
MRNA, pueden cambiar el marco de lectura de gen reportero y fallar con esto a

generar la proteina GFP detectable por su fluorescencia, pese a que el unico sitio ATG
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de inicio de traduccidn reportado para este gen, no esta incluido en estas

construcciones.

Mediante esta técnica pudo comprobarse que la secuencia de 450 pb que abarca los
sitios conservados con otros promotores de Sox9, ademas de los sitios de union a
factores Dmrt y CTCF poseén actividad promotora independiente de las cajas TATA
situada rio arriba, comprobando que esta regién contiene al promotor del gen Sox9

(Fig. 30)

| I ||
100pb

pS9-T1-GFP

pS9-T2-GFP

pS9-1-GFP

pS9-2-GFP —

Fig. 30. Validacién funcional del promotor del gen Sox9.

Se tomaron distintos fragmentos de la region 5'del gen Sox9 y se probé su actividad
promotora sobre el gen reportero GFP. Se encontré el fragmento minimo necesario
para inducir expresion del gen (pS9-2-GFP). Las construcciones se transfectaron en
cultivos de células disgregadas de testiculo de L. olivacea utilizando vesiculas
liposolubles de Lipofectamina. La actividad del promotor fue evaluada 24h después de
realizar la transfeccion.Como control negativo se muestran transfecciones de las
secuencias analizados en orientacion reversa (Rv) con respecto al gen reportero.
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Una vez identificada la secuencia promotora del gen Sox9, tratamos de definir si la
expresion inducida por esta secuencia era dependiente de tipo celular, por lo que se
decidi6 estandarizar la transfeccion por electroporacion en cultivo de génada completa.
Para ello, fue necesario primero identificar las condiciones éptimas para la
microinyeccidn, electroporacion y cultivo de las gonadas. Se realiz6 entonces la
transfeccion de la construccion pS9-T2-GFP en testiculo de L. olivacea. Se encontro
que el plasmido es capaz de inducir la expresion de GFP en el tejido (Fig. 31), aunque
también genera una lesidén en la gbnada en la zona perforada por la micropipeta, lo que
altera la estructura de la gonada vy dificulta la identificacion de los cordones medulares
en el tejido.

Electroporacién Transfeccion
sin plasmido

Fig. 31. Estandarizacién de protocolo para transfeccion de
goénadas por electroporacioén. Las micrografias muestran génadas en cultivo
después de 24 horas de haber sido aisladas. Las gbénadas de la derecha fueron
transfectadas mediante electroporacion, utilizando 7 pulsos de 50 mseg a 50 mV. Las
gonadas de la izquierda fueron electroporadas, aunque no se realizé en ellas ninguna
microinyeccion. Podemos observar que aunque las gonadas control muestran cierta
fluorescencia, las gbnadas transfectadas presentan una clara expresion de GFP en la
region inyectada con el plasmido pS9-T2-GFP. La region de las gonadas opuesta al
sitio de la microinyeccion no presenta expresion de GFP.

101



Por la cantidad de organismos necesarios para realizar todas las pruebas y controles
necesarios en cultivos de gbnada completa, asi como por la alteracion del tejido dentro
de la gbnada después de la microinyeccion, se decidié continuar los analisis del

promotor en cultivos de células disgregadas de gdnada.

Posteriormente, se decidi6 evaluar si la secuencia promotora encontrada modificaba
su actividad en presencia de la region que contiene las cajas TATA y si la actividad del
promotor era dependiente del sexo gonadal. Para ello se realizaron nuevamente
transfecciones en cultivo de gbnadas disgregadas, utilizando ovarios o testiculos de L.
olivacea post eclosion. Los plasmidos utilizados fueron pS9-T2-GFP y pS9-2 -GFP, las
cuales presentaron actividad promotora en células disgregadas de testiculo, ademas de
la version Rv de pS9-T2-GFP, para probar la actividad unidireccional de este promotor

(Fig. 32).

Como control negativo se utilizé el vector vacio de pEGFP-1, que contiene al gen

reportero GFP sin un promotor.

Para poder hacer un analisis cuantitativo, se incluyd un plasmido control de expresion
constitutiva en cada transfeccion. Se utilizé con este propésito el plasmido comercial
pRFP-N1, que contiene al gen reportero RFP que codifica para la proteina roja brillante,
bajo control del promotor viral de expresién constitutiva SV40. EI DNA del plasmido de
cada muestra se mezclo en vesiculas liposolubles de lipofectamina junto con el
plasmido control en proporciéon 1:1 (500 ng de cada plasmido), de modo que todas las

células transfectadas presentaras expresion de la proteina roja brillante, mientras que

102



la expresidn de la proteina verde brillante en las mismas células estaria condicionada a

la actividad promotora de la secuencia analizada.

Mediante este analisis se encontré que la actividad del promotor de Sox9 induce
niveles elevados de expresion, similares a los observados en el promotor viral SV40.
Se encontré ademas que estos niveles de expresion no varian entre cultivos de ovario
y testiculo, demostrando que este promotor tiene actividad basal independiente del

sexo gonadal del organismo.

Se encontrd que la regidn que contiene las cajas TATA no parece tener un efecto
sobre los niveles de expresién del transgen. La version con orientacion Rv de este
plasmido, por otra parte, no induce la expresion del gen reportero, tanto en cultivos de
ovario como de testiculo, comprobando la actividad unidireccional esperada de un
promotor. Los niveles de expresion observados a partir de este plasmido fueron incluso

menores a las reportadas en transfecciones del vector vacio sin promotor (Fig. 32).

Como analisis adicional, se realizo la transfeccidon de las construcciones pS9-T2-GFP
y pS9-2 -GFP en células en cultivo de la linea HD3, correspondiente a células
eritroides de pollo que no expresan Sox9. Se comprobd que en estas células el
promotor de Sox9 es también capaz de inducir expresion del gen reportero,
demostrando que este promotor tampoco tiene actividad dependiente de tipo celular

(imagenes no mostradas).
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Fig. 32. Evaluacién de la actividad del promotor de Sox9 en
transfecciones transitorias. Analisis de actividad promotora de distintos
fragmentos de la secuencia 5’ del gen Sox9 que abarcan al fragmanto que contiene
elementos conservados con promotores de Sox9 en vertebrados (verde) e incluyen o no
a las cajas TATA (cuadro amarillo). La actividad promotora se calcula como el
porcentaje de células transfectadas: positivas a RFP bajo regulacion del promotor de
expresion constitutiva SV40 (SV40-RFP), que presentan también expresion de GFP.
Los resultados de expresion en cultivos de testiculo se muestran en azul, mientras que
los resultados obtenidos en ovario se muestran en rosa. El vector vacio sin promotor
para GFP y la secuencia 5 con las cajas TATA en orientacion invertida (Rv) se

utilizaron como controles negativos. Promedio = D.E. (n=4).
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2.3- Analisis de metilacion de DNA sobre el promotor del gen Sox9

Una vez identificada la secuencia correspondiente al promotor basal del gen Sox9,
realizamos un analisis de metilacion del DNA, para determinar su silenciamiento esta
relacionado a un proceso de metilacidn diferencial. Se utilizé la técnica de conversion
del DNA por tratamiento con bisulfito de sodio y se dividio la regidén a analizar en 5
fragmentos, que abarcaran de manera continua: la isla CpG del primer exon, las 500 pb
del promotor basal y hasta 500 pb rio arriba de éste. El analisis se realizo en DNA de
gonadas de embriones incubados a TPH y TPM en etapa 27. Se decidio utilizar esta
etapa debido a que en este momento del desarrollo se ha apagado completamente la
expresion de Sox9 en ovarios, mientras que la mayoria de las células en la médula del
testiculo constituyen los cordones seminiferos y mantienen una alta expresion de este
gen. Otro motivo es que en muestras de etapa 27 encontramos diferencias claras en
los patrones de metilacion del DNA por analisis de AIMS vy en la distribucion de la

marca de 5hmC por inmunofluorescencia.

El analisis de metilacion sobre el promotor del gen Sox9 evidencié una hipometilacion
general, incluyendo el primer exdn y la region correspondiente al promotor basal. El
porcentaje de metilacién en cada sitio CpG fue cercano a 0%, tanto en génadas de
embriones incubados a TPH como a TPM (Fig. 33). Nuestros resultados sugieren que
aunque Sox9 apaga su expresion en ovarios, su promotor se mantiene desmetilado.
Por lo que podemos concluir que la metilacion del DNA no juega un papel importante

para el silenciamiento del Sox9.
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Fig. 33. Analisis de metilacion del DNA sobre el promotor del gen
Sox9 por tratamiento con bisulfito de sodio. El diagrama muestra el
area que fue incluida en el analisis de metilacion del DNA (caja punteada), abarcando el
promotor de Sox9 (barra verde) y el TSS (flecha negra). La distribucion de sitios CpG se
muestra en lineas azules debajo del diagrama.Cada columna muestra el estado de
metilacion en un sitio CpG especifico. Las hileras corresponden a distintas clonas
evaluadas para ovario o testiculo, respectivamente. Los circulos blancos representan
CpGs no metiladas, mientras que los circulos negros representan CpGs metiladas. Los
resultados muestran un estado general de hipometilacion sobre esta region tanto en
DNA de ovarios como de testiculos.

2.4-

Clonacion y analisis de secuencia de un posible potenciador TES

Después de que se descubriera la importancia del potenciador TES (Testis-Specific

Enhancer) como sitio de unién al factor Sry para activar la expresion de Sox9 en

testiculo (Sekido y Lovell-Badge, 2008), se encontré una secuencia evolutivamente
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conservada (ECR, Evolutionary Conserved Region) de 180 pb en la regién 5 del gen
Sox9 (Bagheri-Fam, 2010). Esta secuencia ECR contiene modulos conservados
predichos para la union de factores Dmrt, Sox, GATA y FRKH (grupo de factores al que
pertenece FoxL2). La distancia entre el sitio de inicio de transcripcion del gen Sox9y la

secuencia ECR varia entre los vertebrados y va de 8 a 13 Kb (Bagheri-Fam, 2010).

A partir de la secuencia ECR reportada en vertebrados y de alineamientos tomando
como base el genoma de pollo (por ser el genoma secuenciado y ensamblado mas
cercano al de la tortuga marina), disefiamos oligonucleotidos degenerados sobre sitios
conservados para intentar amplificar la secuencia ECR en L. olivacea, para localizar
una region homoéloga al TES. Se obtuvo un fragmento de 1805 pb, que coincide con el

tamano esperado. Este fragmento amplificado fue clonado y secuenciado (Fig. 34).

Dentro de las 1805 pb secuenciadas, se identificé un fragmento de 300 pb que
contiene la mayoria de los médulos conservados en la ECR reportada por Bagheri-Fam
et al., 2010. Se encontraron posibles sitios de union a factores Sox, FRKH y GATA. Los
fragmentos mostraron ademas sintenia, es decir, que se encontraban en el mismo
orden en la secuencia analizada a la distribucion en otros vertebrados (Fig. 34). Por lo
que el fragmento de DNA obtenido podria ser el equivalente a la secuencia ECR en L.
olivacea. No obstante, su ubicacién con respecto al gen Sox9 no pudo determinarse
debido a que las secuencias reportadas de genomas de tortugas no han sido

completamente ensambladas en estas regiones.
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GTCACCTTTCCTGCCAGGACAAC “GGCAAAAGTCCAGCCAATACCCAAACCCTGCTGTGC “CTACC
ATTTCTCAGACCTTCTCCCAAACTTCCTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTAATCCCATCACATA
TCTGCAGGACTCCTGCACAGAAAGTCCAAACCCTCCTAGTAACCCTGGCAAGCTGATCCCCTTGG
GAAGAGAGGCCAGCTCAG L CCTTGGGTCATTTTACAGGATAGTTTATCAGTAATATTATGGCAATGCCT
CAGGACCCCACCATGGACCAGGGCCCCATTGTGCGGGTGCTGTGCACACACATGGGAAGACATGCC
TGGGGGCCAGGGACC - GCCACACTGCAGCTGGCAGTG . - CCCCCCAGCCLCGGCAGACAGAC
TTACACCAGTGAGGCTCAAGCCAGCACCCTAAAAATAGCAGCCTGGGCCT. CCAGCTCCAGAAGAG
ACTCCAG . CAGCCACCTGGGCTCAGACCCAGGGGTCAGGTGGGCTGGAGGACCCAAATTATGGTC
AGCCACAACAGCTACATGGCTACTGGTAGCATGCTAGCT. CAGCCCTGTGAGCATGATTCTGTCTAC
CCAGGCC - GGAGGCTGCTGCCAGCTGCTGTGTAGACATAGCCAAAGAGTTCACAGTTTAAGTATGAG
AGAAGAGACCATGTCCTGCATTTTGTGTAGTCACCAGCAAAGGAGAAAGTTCAAATTAGAATAGCAG
AGATTTTCACTCCCTGTGCATTGGTGTTACTGACCATGCAAGTGCAGGGCACTGGTGATGTCAL =GC
AGAGTTAGGAAGGCAGGTGCAGCCTTACACCATATAATGGCAGACAGCTAAAAC CTGACACATTTTAT
AAGTGGCAGTATACAAATGCTAGAL CTATAAATAATAAGATGGGTGAAAAGGACTGTATGGTATTAAAT
GAGGATAGTGATATAACAGGCATCACAGATGTGACCAGCCCCTATCATGAC CACCAACAGAGTTTTGT
CCCTTTCCTTGTGTTCCTACL CGCTGGGTCTCATTGTCTCTTICTCTCATACTTAAACTGTGAACTCTTTG
GCTATGTCTACACAGCAGCTGGCAGCAGCCTCC. CGCCTGGGTAGACAGAATCATGCTCACAGGGC
TCCAGCTAGCATGCTACCAGTAGCCATGTAGCTGTTGTGGCTC - GACCATAATTTGGGTCCTCCAGCC
CACCTGACCCCTGGGTCTGAGCCCAGGTGGCT CCTGGAGTCTCTTCTGGAGCTG. “AGGCCCA
CTGCTATTTTTAGC CTGCTGGCTTGAGCCTCACTGGTGTAAGTCTGTCTGCCL CGGCTGGGEGG -C
ACTGCCAGCTGCAGTGTGGC. CGTCCCTGGCCCCCACCGGCATGTCTTCCCATGTGTGTGCACAGC
ACCCCCACAATGGGGCCCTGGTCCATGETGGGGTCCTGAGGCATTIGCCATAATATTACTGATAAACTA
TCCTGTAAAATGACCCAAGL CCTGAGCTGGCCTCTCTTCCCAAGT CGATCAGCTGCCTAGGGTTACT
AGGAC CGTTTGGACTTTCTGTGCAGGAGTCCTGCAGAC - TATGTGATGGGATTACTTTTTTITTTITITTT
TTTTTTAACAGGAAGTTTGGGAGAAGGTCTGAGAAATGGTAGC - CACAGCAGCCTTTGGGTATTGGC
TGGACTTTTGCCLCTTGTCCTGGCAGGAAAGGTGAC

Fig. 34. Analisis de secuencia del posible elemento TES en L.
olivacea. Secuencia del posible elemento regulador TES en L. olivacea (arriba). Los
sitios CpG se marcan en naranja. Las secuencias correspondientes a elementos
conservados en posibles elementos TES en vertebrados se marcan en rojo.
Alineamiento de posibles elementos TES en vertebrados (modificado de Bagheri-Fam
et al., 2010) (abajo). Los elementos evolutivamente conservados (ECR) estan
indicados. Los modulos conservados en L. olivacea se marcaron en cajas rojas.
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Posteriormente, se decidio evaluar si la secuencia del posible regulador TES
encontrado podia modificar la actividad del promotor de Sox9 de manera dependiente
del sexo gonadal promovido por la temperatura. Para ello se generé un nuevo plasmido
pTES-S9-GFP, insertando la posible secuencia TES rio arriba del promotor de Sox9 y

el gen reportero GFP.

El plasmido fue transfectado en cultivos de ovarios o testiculos disgregados para
evaluar su actividad reguladora de la expresion (Fig. 35). Para poder hacer un analisis
cuantitativo, se incluyé un plasmido control pRFP-N1 con el promotor SV40 de

expresion constitutiva en cada transfeccion.

La expresion observada al transfectar los plasmidos control, recapitulé los resultados
obtenidos previamente, lo que prob6é nuevamente la reproducibilidad de esta técnica.
Por otra parte, al incluir la posible secuencia TES en el plasmido, se observé una
disminucién en los niveles de expresion del gen reportero GFP tanto en cultivos de
células de ovarios como de testiculos, disminuyendo de un 80% de expresidn
aproximadamente, a un 60% y 40% de expresion en testiculo y ovarios
respectivamente. Estos resultados sugieren un efecto de la posible secuencia TES
obtenida en L. olivacea, sobre la regulacion de la actividad del promotor de Sox9 para
regular la expresién. Sin embargo, este resultado no es concluyente al haber

disminuido la expresion tanto en ovarios como en testiculos (Fig. 35).
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Fig. 35. Evaluacién del efecto regulador del posible elemento
TES en transfecciones transitorias. Analisis de actividad reguladora del
posible elemento TES sobre la secuencia promotora del gen Sox9. La actividad
promotora se calcula como el porcentaje de células transfectadas (positivas a RFP) que
presentan también expresion de GFP. Los resultados de expresion en cultivos de
testiculo se muestran en azul, mientras que los resultados obtenidos en ovario se
muestran en rosa. El vector vacio sin promotor para GFP (Vector GFP) y la secuencia
5’ con las cajas TATA en orientacion invertida (Rv) se utilizaron como controles
negativos. Se evaluaron los cambios en niveles de expresion al incluir al posible
elemento TES (amarillo) en construcciones con el promotor de Sox9. Promedio = D.E.
(n=4 para las construcciones sin TES).

Para estudiar mejor el efecto regulador de la expresion del posible elemento TES,
evaluamos su efecto sobre un promotor mas débil que el del gen Sox9. Utilizamos el

plasmido el promotor de la Tirosin Cinasa (TK). Nuevamente realizamos
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transfecciones en cultivos de ovarios y testiculos disgregados con el plasmido TK-GFP
y TES-TK-GFP (Fig. 36), para probar el efecto del posible elemento TES sobre el
promotor de la TK. Como control positivo, se transfectdé en conjunto el plasmido de

expresion constitutiva pRFP-N1.

Después de 15 dias de incubacion de la transfeccidn, se detecto la sefal de la GFP
en células transfectadas con el vector del promotor de TK. Por otra parte, los niveles de
GFP detectados en transfecciones realizadas con el vector que incluye al posible

elemento TES fueron mucho menores que sin este elemento (Fig. 36).

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 36. Evaluacién del efecto regulador del posible elemento
TES sobre el promotor de TK. Anélisis de actividad reguladora del posible
elemento TES sobre el promotor débil de TK en transfecciones transitorias de cultivos
de gbnadas disgregadas mediante vesiculas liposolubles de lipofectamina. La actividad
promotora se evalubé después de 72h de transfeccion y se calcula como el porcentaje
de células transfectadas (positivas a RFP) que presentan también expresion de GFP.
Los resultados de expresion en cultivos de testiculo se muestran en azul, mientras que
los resultados obtenidos en ovario se muestran en rosa. El vector sin el elemento TES
se probé para evaluar la actividad del promotor de TK por si mismo (n=1).
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Tratando de aclarar el efecto de la posible secuencia TES, realizamos analisis de
inmunofluorescencia en ovarios y testiculos disgregados, para definir si presentaban
expresion de Sox9 enddgeno. El porcentaje de células de testiculo con expresién de
Sox9 fue menor al 5%, lo cual puede atribuirse a la pérdida de expresién en las

condiciones de cultivo o a que el protocolo de disgregacion utilizado enriquece el cultivo

en células Sox9 negativas (Fig. 37).

Sox9 DAPI

TESTICULO

OVARIO

Fig. 37. Anadlisis de expresion de Sox9 por inmunofluorescencias
en cultivos de gonadas disgregadas. Los andlisis de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos contra el factor transcripcional Sox9 mostraron
menos del 5% de células Sox9+ en cultivos de testiculos disgregados (rojo) después
de una semana de incubacion. Los nucleos son identificados mediante DAPI (azul).
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3- ANALISIS DE METILACION DEL DNA SOBRE EL PROMOTOR DEL GEN
DMRT1

3.1- Clonacion del primer exén y la regiéon 5’ del gen Dmrt1.

Antes de clonar el promotor de Dmrt1, fue necesario conocer la secuencia de un
fragmento del primer exén del mismo gen. Se realizaron alineamientos entre las
secuencias del genoma de las tortugas C. picta'y Ch. mydas utilizando el programa
Clustal W2, a partir de las cuales se amplificé por PCR, cloné y secuencié un

fragmento de 95 pb del exon 1 de Dmrt1 en L. olivacea.

El analisis de BLAST encontré una alta similitud del fragmento de 95 pb secuenciado
con la secuencia mRNAs del gen Dmrt1 en varias especies de tortugas, que van de

un 100% de similitud con C. picta a un 95% con T. scripta.
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Fig. 38. Analisis tipo BLAST de la secuencia obtenida de la
region 5°del gen Dmrt1. Un analisis tipo BLAST en la base de datos de NCBI
mostré secuencias con alta similitud a la secuencia obtenida de la region 5'del gen
Dmrt1. El numero de nucledtidos que mostraron similitud se encuentra indicado en pb
segun el cdodigo de colores mostrado. La posicion indica el segmento que mostro
similitud en relacion al fragmento clonado de L.olivacea. a) T.scripta promotor de Dmrt1
y cds parciales, identidad 89% KJ583239.1 b) C.mydas mRNA parcial de Dmrt1, 96%
de identidad XM007065580.1 c) C. picta mRNA completo de Dmrt1, 93% de
identidad. XM005296762.1 d) P. sinensis mRNA completo de Dmrt1, 85% de identidad.
NMO001317047.1
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A partir de la secuencia obtenida del primer exon del gen, se disefiaron
oligonucledtidos degenerados sobre fragmentos de genomas de C. picta 'y Ch.
mydas, con los que se logré amplificar por PCR, clonar y secuenciar un fragmento

de 1610 pb rio arriba del primer exén en L. olivacea.

TTCCTATGACATGCACAC TACCATTG.CAAGAGATTCTATAT GGTACCACTTTATAAATAATC
TCTGAATTTAAGCCATGTCCTGACTCCAAGGACCTTACTTTAATTTGGAAGGCTTGAATGCAGA
AAGATAAGAAGGAGCTGTGTTACAAGTGGATAGAATTCCAGTCAACCAGTGATGAAAGACTGAC
TGAAAGAAATATGCTTTAAGGGGAGACTTCAAGGAAGAGATGGAGGGTGCTTACAGCACAGGAG
AAGCAAGGCTGTATTTTATGCCCCAGATCCACAAAGATATGTAGGCTTCTAATTTACATTTAAA
ATCAGTGCACTTCTTTGGTAAGAATCATATCTGTCCCAGAGGATGGGATTCTTACAAGTGGAGT
CTTAGTATAGGAATTATTTTTGTCCCAGACCACTCTATGCAGTTGATTCTTATAAATGGAGTGC

ACTGTACCTTTGGAT@BGGGCCTGCATATTTTATTTATTTATTTTTCAGTGTGAATEETGGACA
TACCTCTTAACTTATCAAATEECCAGTGAGGTGGATCCTTAGCAGGGAGATGCACTTGTTTAGG
ATGEBTTTTAGGATGAGTGEBTCAGGCAGCTGGTGTABTGTAAATCCTGTCAATGAGCAGGTT
CAGCTGAGTCCCTGAGACATAATAAACATGGCACCCCCAAATGGTATTTTTATTGTGGGACTCT
TAAAAAAGAGCTGAAATGCAGTTTAAAATGCAACTCTCTCTCCATCCCCAAGGGACCTGCTACC
BEAGATTTGTAAATCAACTTCCTCTTGGATTTTTGTGTAATATCTTATTTAGATTGTCTCACTT
CTTCCCAGCCCTGGAGCCAAGGEBGCATGGACCTGGTCTGCTCAGHBCCCTGGGCCCTGCAGCA
GCAGCTGGCBGCEBGGAAGAAGGGGGAGGAGCTGGCAGGGAGAGGCHBGGGTTTGCTABBCTT
TcTCTCTCCTCCEBGGGAABBTTCCARAAAGTATCCAGEBTTCTGARAAAAAGTAGEBAATGTTC
CAAACCTGCAGCAGCCHBcCBBcCAAAACTCAGCCAACACAGGGGGCAGGAGCTGGTGTGGCCA
GreTTACTCCllicTecTecTGliGeAACllicAGC TTClACTGGGCARAAGGTGGGGGCAGCTG
TCTTGTTTGGGCIBCATIBcAGEBACTCCTTCTGATGCAGCAGGAATTGGCTAATABTGTTAG
CBBAACCTCTCTTCTCCCAGCCACACCCCAGCCCCTGAAACATTAACTCCTTCCCCE@TCCCTA
acTeTGEBGCEBAGCcCcAACHBGT CBBGGABBATGCCCAATGACTCATTCAACAAGCCCTBGCT
TCTTlGACCATCATGCCCAGGGGGGTAAGATGAGCAGCTTlGGAAAGClCIlTTCTGATGG
CcTGCTACTACTCCTGCBCAGGTGGAGGGGGTGCMMGGGTCTTGGCTCAAGCBCEEccACElC
BEccT@lccrracaacrerccciliTcTccccaacTGTGCClicTGeAGGAACCAllGCTACTCC
THlCCACTGAAAGGGCACAAGAGGTTCTGCATGTGGAGGGACTGTCAGTGTAAAAAGTGCAGCC

TGATEBCAGA
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Fig.

39. Analisis de distribucion de CpGs de la secuencia

obtenida de la region 5’ del gen Dmrt1. Se encontré una isla CpG (caja
roja) conteniendo 50 sitios CpG (rosa), que abarca el inicio de mRNA de Dmrt1
(amarillo) y parte de la region identificada como el promotor del gen Dmrt1 en T. scripta
(linea negra).
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Un analisis de Blast del fragmento de 1610 pb obtenido de L. olivacea, mostro
similitud con un fragmento de 454 pb de las secuencias reportadas de mRNA
completo de varias especies de tortuga, como son Chelonia mydas, (96%),
Mauremys reevesii (93%), Chrysemys picta (96%) y Pelodiscus sinensis (85%). En
base a los MRNAs conservados puede predecirse un sitio de inicio de la

transcripcion del gen Dmrt1 también para L. olivacea (Fig. 38).

Rio arriba del sitio de inicio de transcripcidn putativo se encontré una secuencia de
858 pb que muestra un 89% de similitud con el promotor predicho para el mismo gen
en T. scripta. Se encontré una isla CpG que abarca segmento la region 5’UTR y del
primer exon del gen Dmrt1 (31 CpGs en 454 pb), asi como un fragmento del
promotor putativo (19 CpGs en 602 pb), conteniendo en total 50 sitios CpG en 1610
pbs. Rio arriba de la isla CpG hay un fragmento de 470 pb antes del préximo sitio

CpG (Fig. 39).
3.2- Anadlisis de metilacion de DNA sobre el promotor del gen Dmrt1.

Una vez identificada la secuencia correspondiente al promotor putativo del gen Dmrt1,

se decidio realizar un analisis de metilaciéon del DNA, para determinar si el

silenciamiento de este gen en ovarios después del PTS esta relacionado a un proceso

de metilacion diferencial. El analisis por tratamiento con bisulfito de sodio evidencio una

hipometilacion general sobre toda la secuencia analizada tanto en DNA de ovario como

de testiculo. Sin embargo, se encontré un dimorfismo sexual en los niveles de

metilacion en las 5 CpGs correspondientes al inicio de la isla CpG hacia el extremo 5.

Mientras que el porcentaje de metilacion en promedio es de 22% en testiculos, es del
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51% en ovarios. En especial la citosina en la posicion -533 con respecto al sitio de
inicio de la transcripcion mostré un 100% de metilacion en ovarios y solamente un 40%
de metilacion en testiculo. Estos resultados pueden correlacionarse con las diferencias

en los niveles de expresion de Dmrt1 en gonadas entre embriones incubados a

temperatura feminizante y masculinizante (Fig. 40).
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Fig. 40. Analisis metilacion del DNA sobre la regién 5°del gen
Dmrt1. Andlisis de metilacion sobre la region 5'del gen Dmrt1. Se indica el sitio de
inicio de transcripcion al inicio del gen (rojo) Dmrt1. Cada columna corresponde a un
sitio CpG distinto. Cada hilera corresponde a una clona analizada. Los circulos blancos
representan CpGs no-metiladas. Los circulos negros marcan los sitios CpG que
muestran metilacion. Se encontré diferencia en los porcentajes de metilacion éntre
ovario (linea roja) y testiculo (linea azul) (51% y 22%, respectivamente) en las CpGs
comprendidas entre los nucledtidos -602 y -470 (caja roja).
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3.3-

periodo sexualmente indeterminado.

Analisis de metilaciéon de DNA sobre el promotor del gen Dmrt1 durante el

Para determinar si las diferencias en los niveles de metilacién entre ovarios y

testiculos se establecen como parte del proceso de determinacién sexual, o si son

resultado de la cascada de eventos durante la diferenciacion sexual; evaluamos los

niveles de 5mC en gonadas bipotenciales de embriones incubados a TPH o TPM en

etapas 23-24 (Fig. 39). Se encontré una diferencia del 21% de metilacion a TPM

contra un 44% a TPH en los 5 sitios CpG donde se identificé previamente un

dimorfismo entre ovario y testiculo. En especial la citosina en posicion -533 mostré

33% y 80% de metilacion a TPM y TPH respectivamente (Fig. 41).
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Fig. 41. Analisis de metilacion del DNA sobre la regién 5 del gen

Dmrt1

en goénadas bipotenciales de etapa

24. Cada columna

corresponde a un sitio CpG distinto. Cada hilera corresponde a una clona analizada.
Los circulos blancos representan CpGs no-metiladas. Los circulos negros marcan los
sitios CpG que muestran metilacion. Se encontraron diferencias dependientes de la
temperatura de incubacion en los porcentajes de metilacion del DNA en las CpGs entre
los nucledtidos -602 y -470 (caja roja): a TPH se encontro 44% de metilacion (linea
roja), mientras que 21% se encontré a TPM (linea azul).
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Los analisis demostraron que los patrones de metilacién diferencial sobre el
promotor del gen Dmrt1 se establecen de manera dependiente de temperatura
desde la formacién de la goénada bipotencial, antes del PTS y del establecimiento
irreversible del sexo del embrion. Los actuales resultados sugieren un papel de la
metilacion del DNA durante el proceso de determinacion sexual termosensible en L.

olivacea.

DISCUSION

El analisis global de metilacién del DNA por accesibilidad al corte con enzimas
metilosensibles y deteccién con inmunofluorescencia, mostré que no hay diferencias
significativas en los niveles de 5mC entre ovarios y testiculos. Sin embargo; al
comparar el barrido generado por DNA tratado con la enzima Hpall y DNA sin
tratamiento en geles agarosa, fue posible discernir que el DNA de las gonadas y el
mesonefros adyacente de L. olivacea poseen un alto grado de metilacion. En los
controles utilizando DNA de células HelLa, la enzima Hpall generd un barrido, producto
del corte de DNA gendmico en fragmentos de distintos tamaros, pero sobre el DNA de

L. olivacea hubo poca accesibilidad, evidenciando un alto nivel de metilacion del DNA.

Nuestros resultados son consistentes con reportes previos sobre las caracteristicas y
composicidén del genoma de las tortugas. Los primeros analisis de metilacion del DNA
en vertebrados evidenciaron una relacion inversa entre la temperatura corporal y los
niveles de 5mC, de modo que los reptiles de sangre fria en general, mostraron mayores
niveles de metilacion que aves y mamiferos (Varriale y Bernardi, 2006). Estudios

filogenéticos describieron el genoma de pollo como una version “minimalista” de los
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genomas de caiman y tortuga, por el alto contenido de secuencias repetidas que
presentan estos ultimos (Chapus y Edwards, 2009). Por lo que no fue sorprendente
encontrar un alto grado de metilacion del DNA en el genoma de L. olivacea, que hizo
imposible la deteccion de cambios sutiles que ocurren en las gonadas por efecto de la

temperatura.

Por lo anterior, decidimos utilzar la técnica de AIMS, como una alternativa para el
analisis de metilacién global en organismos para los que todavia no se cuenta con
genoma secuenciado. Con esta técnica ademas de analizar los niveles, es posible
comparar los patrones de metilacion entre distintas muestras. Se hicieron algunas
modificaciones al protocolo original de AIMS para este proyecto. En el protocolo
descrito por Frigola et al., 2010, se utilizé la enzima metilosensible Smal que reconoce
un sitio de corte de 6 nucledtidos. En el presente estudio se utilizé la enzima Hpall, con
un sitio de corte de 4 nucledtidos, lo que genera mas sitios de corte que con Smal. Por
otra parte, esta modificacion permite dar mas variabilidad a los sitios analizados. En
ambos protocolos la especificidad de sitios de reconocimiento para la reaccion de
amplificacion fue de 9 nucleétidos; sin embargo, en el protocolo anterior, dichos
nucledtidos corresponden a 6 nucledtidos del sitio de reconocimiento de la enzima y 3
nucledtidos aleatorios. Con las adaptaciones realizadas, la especificidad esta marcada
por 4 nucledtidos del sitio de reconocimiento de Hpall y 5 nucledétidos aleatorios. De
esta manera, puede estudiarse una mayor variedad de sitios dada por la combinatoria
de 5 nucledtidos, en contraste con la menor variabilidad de 3 del protocolo de Frigola et
al., 2010. Encontramos un claro dimorfismo en los patrones de metilacion del DNA

entre ovarios y testiculos en etapa 27. Algunas regiones se encontraron hipermetiladas
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en ovarios, y otras en testiculos, lo que indicé que las diferencias no fueron producto de

errores de pipeteo en la reacciéon de PCR.

El analisis de AIMS de génadas morfolégicamente indiferenciadas (Etapa 24), no
detect6 diferencias en los patrones de metilacion entre embriones incubadas a TPH o
TPM. Las diferencias surgen entre las etapas 25 y 27, coincidiendo con el probable
establecimiento de una red de expresidn génica estable en las goénadas de cada sexo.
Encontramos también, que el dimorfismo en los patrones de metilacién se debe tanto a
eventos de metilacion como de desmetilacion, a partir de un estado inicial en la gbnada

bipotencial.

Para conocer si un proceso activo de desmetilacion podia estar involucrado en el
establecimiento de los patrones dimérficos, decidimos buscar la marca de 5hmC
mediante Dot Blot. Detectamos altos niveles de esta modificacién en cerebro y gbnadas
de L. olivacea, comparable a los niveles encontrados en cerebro de ratén. Esto es
importante debido a que en analisis previos se determiné que el cerebro era el tejido
mas enriquecido en la marca de 5hmC en ratones (Kinney et al., 2011), por lo que su
presencia en gonadas puede sugerir también plasticidad en este tejido. La 5hmC se
detectd en gonadas bipotenciales y diferenciadas tanto en embriones incubados a TPH
como a TPM. La distribucion espacial de la 5hmC en los tejidos de la gonada reveld un
patrén opuesto de distribucién de la marca entre las gonadas incubadas a TPH o TPM:
en los ovarios, los vestigios de cordones medulares se ven enriquecidos en 5hmC en
comparacion con las células del estroma. En cambio, en los testiculos, los cordones
seminiferos mostraron bajos niveles de esta marca, en comparacién con las células

estromales. Es importante notar, que las diferencias encontradas entre los dos sexos
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correlacionan en tiempo y espacio con los cambios morfolégicos propios de la
diferenciacion de un ovario o un testiculo y, con la regulacién dimarfica de la expresion
de Sox9. Las células que muestran un dimorfismo en la marca de 5ShmC entre ovario y
testiculo, son las células de los cordones medulares. En ovario, estas células
permanecen unicamente como remanentes de los cordones, pierden la expresion de
Sox9. En testiculo, por otra parte, las células de los cordones medulares disminuyen la
marca de 5hmC, mantienen la expresion de Sox9 y se diferencian en células de Sertoli
que constituyen el componente somatico de los tubulos seminiferos. Diversos estudios
en vertebrados han demostrado la importancia del factor Sox9 y las células de Sertoli
en la formacién de un testiculo en vertebrados. En mamiferos, inducir la expresion de
Sox9 en estas células es necesario y suficiente para dirigir el desarrollo de la gbnada
hacia la formacion de un testiculo (Harley et al., 2003). De igual modo en peces, aves y
reptiles, la importancia de las células de Sertoli se mantiene como una constante para
diferenciacion del testiculo (De Falco y Capel, 2009), pese a las heterocronias en la
expresion de Sox9 encontradas entre los distintos grupos de vertebrados (Kent et al.,

1998; Diaz-Hernandez et al., 2012)

En las gbnadas bipotenciales de L. olivacea, las células en la médula presentaron
altos niveles de 5hmC y es hasta después de la diferenciacion sexual que el dimorfismo
se hizo evidente. Estudios recientes encontraron una posible relacion de la 5hmC vy las
proteinas TET (necesarias para el establecimento de esta marca), con la cromatina de
tipo bivalente. Se ha sugerido que en células pluripotentes los patrones de metilacion
del DNA no son mantenidos por Dnmt1, sino por un equilibrio entre la accion de las

metilasas de novo y la actividad de las proteinas TET (lto et al., 2010; Sun et al., 2014).
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Esto permite especular que en los cordones medulares de las gonadas de L. olivacea
ocurre una acumulaciéon de 5hmC en promotores bivalentes. Aunque se desconoce
todavia el mecanismo que controla la conversion de la 5hmC en 5mC, que explicaria
los cambios en la intensidad detectada por inmunofluorescencia. Nuestros resultados
pueden explicarse en términos de un proceso de desmetilacion activa de DNA. Asi, la
cromatina de las células medulares de la gbnada bipotencial, precursoras de las células
de Sertoli pasarian de un estado bivalente a uno activo a TPM, en tanto que a TPH

permanecerian en un estado bivalente en los ovarios.

Las proteinas TET se han visto posicionadas sobre los promotores bivalentes,
promoviendo la hidroxilacion y desmetilacion de citosinas sobre estas regiones. Este
proceso de desmetilacion activo podria ocurrir en genes como Sox9 y Dmrt1 que
presentan una expresiéon moderada en gonadas bivalentes, incrementan sus niveles de
expresion en embriones incubados a TPM, mientras que apagan definitivamente su

expresion en embriones incubados a TPH.

Para probar esta hipotesis, buscamos correlacionar los niveles de 5hmC con otros
marcadores de cromatina bivalente, como la marca establecida por el complejo Tritorax

H3K4me3 y por el complejo Polycomb H3k27me3 (Vastenhouw y Schier, 2012).

La marca de cromatina abierta H3K4me3, se encontré distribuida de manera casi
uniforme sobre los distintos tipos celulares en ovarios como en testiculos. Esto puede
deberse a que la marca de H3K4me3 se encuentrd no solo en cromatina bivalente,
sino en promotores activos de expresion constitutiva, de modo que, aunque esta

modificacion se perdiera en algunos sitios, su distribucidén global haria dificil identificar
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diferencias en la senal inmunofluorescente. La marca de H3K27me3, por otra parte,
mostré un enriquecimiento notorio en algunas células de los vestigios de cordones
medulares, lo que corresponde con el posible silenciamiento definitivo de genes que
permanecian bivalentes al extender la incorporacion de esta marca. Este tipo de
promotores son usualmente regulados por medio del complejo PcG, por lo que
creemos que la regulacion de la marca H3K27me3 podria estar involucrada en la

expresion diferencial en L. olivacea.

Por otra parte, de manera inversa a la marca de H3K27me3, en testiculo se
encontraron algunas células dispersas en el estroma con una mayor acumulacion de
H3K9me3, lo que sugiere mecanismos distintos de silenciamiento entre las células de

cordones medulares y estroma en embriones incubados a TPH y TPM.

Al extender el analisis a otras modificaciones post traduccionales de histonas por
inmunofluorescencia confocal, encontramos que las marcas de acetilacion tanto en las
histonas H3 como H4 mostraron una gran variacion entre distintas células. Sin
embargo, las diferencias no pudieron ser correlacionadas con tipos celulares
especificos, ni entre las temperaturas masculinizante o feminizante. La acetilacién de
histonas es uno de los mecanismos de regulacién epigenetica mas dinamicas que
muestra mayor plasticidad en diferentes condiciones fisiolégicas de la celula. Se ha
visto que cambia durante el ciclo celular y acompafia también a cambios en el
metabolismo. Es posible especular que en la génada de L. olivacea, la diferencia en la
intensidad pueda deberse a la falta de sincronizacion del ciclo celular entre los

diferentes linajes.
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Para analizar los eventos de metilacion y desmetilacion sobre promotores de genes
especificos, decidimos enfocarnos en la regulacién del gen Sox9, por tener un papel
masculinizante en todos los grupos de vertebrados amniota hasta ahora estudiados. En
L. olivacea, Sox9 presenta niveles de expresion similares en las etapas de gbénada
bipotencial y posteriormente reprime su expresion en ovario, mientras que lo
incrementa en testiculo. Estos cambios en los niveles de expresion coinciden con la
temperatura de incubacion: SOX9 permanece a TPM y se reprime a TPH. Asi mismo,
la expresidn de este gen es exclusiva de las células de los cordones medulares
(Moreno-Mendoza et al., 1999). Encontramos un fragmento de 450pb en la regién 5’ del
gen Sox9 de L. olivacea con mddulos conservados en las secuencias promotoras de
Sox9 reportadas en ratén, pollo y humano, (Kannay y Koopman,1999; Colter et al.,
2005) ademas de posibles motivos de unién a factores Dmrt, GATA, NF-Y y CTCF, por
lo que tenia altas posibilidades de ser la secuencia promotora de Sox9 en L. olivacea.
Midiendo su efecto en transfecciones transitorias, logramos identificar el promotor
minimo del gen Sox9 de L. olivacea con una alta actividad promotora inespecifica,

independiente del tipo celular o el sexo.

Es importante notar que dos técnicas de transfeccion fueron estandarizadas para
gonadas de L. olivacea: transfeccion por vesiculas liposolubles en cultivos de células
disgregadas y gonadas completas transfectadas por electroporacion en cultivo de
organos. Con ambas técnicas se lograron buenos indices de supervivencia y
transfeccion. Sin embargo, como la transfeccion en gbénadas aisladas requeria un
mayor numero de organismos para analizar estadisticamente los resultados, decidimos

continuar con el estudio en células disgregadas. Aunque con criterios morfologicos los
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cultivos mostraron células estromales y epiteliales, la deteccion de Sox9 por
inmunofluorescencia mostré sélo un 5% de células positivas después de 7 dias de
cultivo, lo cual es importante tomar en cuenta para analizar la expresién en tipos

celulares especificos.

Una vez identificada la secuencia promotora del gen Sox9, se realizaron analisis de
metilacién por tratamiento del DNA con bisulfito de sodio en gbénadas incubadas a TPH
y TPM. Los resultados mostraron hipometilacién del DNA sobre la secuencia analizada
tanto en ovarios como en testiculos, independientemente de sus niveles de expresion
de Sox9, por lo que podemos concluir que la metilaciéon del DNA sobre la secuencia
promotora aislada no participa en la regulacién de la expresion diferencial de este gen

en gonadas de L. olivacea.

Nuestro resultado en L. olivacea contrasta con el reportado en el caiman A.
mississippiensis, donde se encontraron diferencias en los niveles de metilacién
dependientes de la temperatura (Parrot et al., 2014) Por ello, realizamos un
alineamiento entre el promotor putativo reportado en el caiman y nuestra secuencia en
la tortuga golfina (datos no mostrados). Encontramos que hay varios modulos
conservados en los promotores de ambas especies. La regidn correspondiente al
promotor minimo en L. olivacea presenta muy bajo contenido en CpGs al igual que su
secuencia homdloga en caiman. Sin embargo, la distribucion de los dinucledtidos
metilados no se encuentra conservada entre ambas especies. En L. olivacea se
encontré una isla CpG adyacente a la regiéon promotora en la region 5’, ademas de una

isla CpG alta en la region 5 UTR y primer exon de este gen.
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Para profundizar en el estudio de Sox9, decidimos buscar presencia de la secuencia
del potenciador TES en el genoma de L. olivacea. La secuencia mostro modulos
conservados de unién a factores Sox, FRKH y GATA reportados en posibles
secuencias TES en varios vertebrados (Bagheri-Fam et al., 2010). Es importante
mencionar que estos modulos se encontraron en la misma orientacion y orden que en
otros vertebrados. Un analisis de metilacion del DNA sobre esta secuencia mediante
tratamiento con bisulfito de sodio, demostré que se encuentra hipermetilada tanto en
ovarios como en testiculos, por lo que la metilacion del DNA sobre esta secuencia no

participa en la regulacion de la expresion de Sox9 (Urbano-del Aguila, no publicado).

Aunque nuestra secuencia presentd un efecto represor sobre la actividad del promotor
del gen Sox9, unicamente logré disminuir la expresion en un 50%, lo cual podria
deberse a la fuerte actividad del promotor de Sox9. Decidimos entonces evaluar el
efecto de la posible secuencia TES sobre el promotor débil de la TK, encontrando una
represion casi total de la expresion del gen reportero. Los resultados sugieren
fuertemente un efecto represor de la expresion de este elemento en células Sox9
negativas. Sin embargo, en el actual estudio no obtuvimos una demostracién directa de
la actividad potenciadora del regulador putativo TES en células Sox9+ de la tortuga

golfina.

Para continuar con el estudio de mecanismos epigenéticos regulando la expresiéon de
genes determinantes del sexo en L. olivacea, se clond y secuencio un fragmento del
gen y promotor putativo de Dmrt1. El fragmento de DNA secuenciado contiene una isla
CpG que se extiende sobre el primer exén del gen. Un analisis de metilacion del DNA

por tratamiento con bisulfito de sodio evidenci6 un dimorfismo de 22% de metilaciéon en
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testiculo y 51% en ovario. En especial resulta interesante la CpG en la posicion -533
que muestra un 100% de metilacion en las clonas analizadas de ovarios, mientras que
mostré solo un 40% de metilacion en las clonas de testiculo. Estos resultados son
similares a lo observados en el pez Paralichthys olivaceus (Wen et al., 2014) donde se

reportd un patrén no metilado en testiculo en comparacion con 57% en ovario.

Los patrones de metilacion coinciden con los analisis de expresion que demuestran
que, aunque la expresion de Dmrt1 disminuye durante la diferenciacion sexual en
ovario, nunca llega a apagarse completamente. La metilacion parcial del DNA podria
representar un mecanismo para disminuir la expresion de Dmrt1 durante la

determinacion sexual de L. olivacea.

Este proyecto constituye tan solo el inicio del estudio de la epigenética en la
determinacién sexual de L. olivacea. Utilizar este modelo permitié identificar un
importante evento de desmetilacién global del DNA en las células de Sertoli durante la
diferenciacion sexual en testiculos. Este proceso podria estar conservado en
mamiferos u otros grupos de vertebrados, sin embargo, las caracteristicas de
desarrollo gonadal de L. olivacea permitieron hacer un analisis detallado por etapas

que hubiera sido dificil de realizar en ratones u otros mamiferos.

Estudios previos en varios vertebrados han encontrado pocas o nulas diferencias en
los niveles de metilacion de promotores de genes importantes para la determinacion y/o
diferenciacion sexual. Mediante este estudio comprobamos una importante presencia

de la marca de 5hmC que no puede distinguirse de la 5mC por técnicas
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convencionales, por lo que muchas diferencias pueden haber sido enmascaradas en

estudios previos.

Los patrones de distribucién de la 5hmC y la modificacién de histonas H3K27me3, asi
como sus cambios diferenciales durante el desarrollo de ovarios y testiculos sugieren la
presencia de varias areas con cromatina bivalente en la génada bipotencial, lo que
permite una rapida respuesta ante cambios en |la temperatura de incubacién.

Testiculo Corteza

1 capa de células

/ +H3K27me3

Gonada Cordones

Indiferenciada Proliferacién
I Expresion de Sox9 y Dmrt1

--5hmC

. Corteza
Ova rio Varias capas de células

/ Cordones

Baja proliferacion
Cesa expresion de Sox9 y
T Dmrtl1
+H3K27me3*
5hmC
Metilacion en el promotor
B Sox9 M Citoqueratina de Dmrt1

Fig. 42. Diferenciacion sexual de L. olivacea. Después del PTS, la
goénada bipotencial comienza a diferenciarse como un testiculo u
ovario. En testiculo, la marca de H3K27me3 se aprecia en la corteza
mas que en las células de la médula, mientras que la marca de
5hmC disminuye drasticamente en las células de Sertoli. Estas
células conservan expresion de Sox9 y aumentan su expresion de
Dmrt1 (lo cual podria asociarse con los bajos niveles de metilacion
en su promotor). En ovarios, por otra parte, los cordones medulares
dejan de proliferar y quedan solo vestigios, los cuales conservan la
marca de 5hmC y en ocasiones presentan un enriquecimiento de
H3K27me3 (* solo algunas de las células en los cordones); se apaga
la expresion de Sox9 (aunque el promotor de este gen permanece
desmetilado) y de Dmrt1 (posiblementerelacionado al aumento de
metilacion en su promotor).



Finalmente, identificamos un dimorfismo en la metilacion del DNA sobre el promotor
putativo del gen Dmrt1, aunque la metilacion sobre el promotor de Sox9 parece no
estar involucrada en la determinacion sexual de L. olivacea, a diferencia de otras
especies. Esto demuestra que, aunque estos genes mantengan una funcién importante
para la determinacion y diferenciacion sexual en vertebrados, sus mecanismos de

regulacion no estan necesariamente conservados.

CONCLUSIONES
Existen diferencias en los patrones de metilacién del DNA entre ovarios y testiculos

de L. olivacea en etapa 27 de desarrollo.

Las diferencias en los patrones de metilaciéon del DNA se establecen durante la
diferenciacion sexual, a partir de un patron de metilacién independiente de temperatura

en la génada bipotencial en etapa 24.
Existen diferencias en la distribucion de la modificacion del DNA, 5hmC:

¢ En ovarios, los cordones medulares presentan mas intensidad de la marca de
5hmC que las células del estroma desde la etapa 26 de desarrollo
e En testiculos, los cordones medulares presentan una menor intensidad de la

marca de 5hmC que las células del estroma desde la etapa 25 de desarrollo.

En testiculos ocurre una pérdida gradual de la marca de 5hmC en células pre-Sertoli

durante la determinacion sexual.
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Se encontraron células enriquecidas en H3K27me3 en los vestigios de cordones

medulares de ovarios en relacion al estroma en etapa 27.

Se clond y caracterizo funcionalmente la secuencia del promotor del gen Sox9 en L.
olivacea. Se comprobd que esta secuencia presenta actividad promotora independiente

de temperatura y tipo celular.

Se clond un posible elemento regulador TESCO en L. olivacea, el cual presenta
elementos conservados con el homdélogo de esta secuencia en distintos vertebrados.
Se comprobd que este elemento tiene un efecto silenciador sobre la expresion inducida

por el promotor de la TK.

La expresion de Sox9 no es regulada por metilacion diferencial sobre su secuencia

promotora ni sobre la posible secuencia TESCO en gbénada de L. olivacea.

Se clond un promotor putativo en la secuencia 5" de Dmrt1 en L. olivacea.

Se comprobd que existen diferencias en los niveles de metilacion del DNA entre

ovarios Yy testiculos de etapa 27, sobre un fragmento del promotor putativo de Dmrt1.

Se comprobéd que las diferencias los niveles de metilacién sobre el promotor putativo
de Dmrt1 se establecen antes del PTS en gonadas en etapa 24, incubadas a TPH 'y

TPM

PERSPECTIVAS

Analizar por secuenciacion masiva los productos de amplificacion de la técnica de

AIMS, para definir sitios diferencialmente metilados entre ovarios y testiculos.
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Identificar las secuencias generadas por AIMS en el genoma ensamblado de L.
olivacea (en proceso), para definir posibles genes afectados por la metilacion

diferencialmente entre ovarios y testiculos.

Evaluar la marca de 5hmC en génadas incubadas en TPM feminizadas con
estradiol, para definir si la pérdida de esta marca en células de Sertoli ocurre de
manera secundaria durante la diferenciacién o si es dependiente de la temperatura

de incubacion.

Analizar los patrones de distribucion de la marca de 5hmC en génadas de
mamifero en distintas etapas de desarrollo, para definir si la pérdida de esta marca
en células de Sertoli es un proceso conservado en vertebrados. Esto nos
permitiria ademas, seguir la distribucion de 5hmC en gonadas hasta etapas mas

avanzadas del desarrollo e incluso en adultos.

Ubicar las secuencias del promotor de Sox9 y del posible elemento TES en el
genoma ensamblado de L. olivacea (en proceso), para definir una posible relacion

por cercania de estos elementos.

Transfectar las construcciones que contienen el posible elemento TES y el
promotor de la TK en génadas completas, para evaluar si este elemento tiene un

efecto regulador de la expresidén dependiente de tipo celular.

Evaluar los niveles de expresion de Dmrt1, asi como los patrones de metilacion
sobre su secuencia promotora en gonadas después de un intercambio de
temperatura de incubacion, para medir la plasticidad de la metilacion en el proceso

de determinacion sexual.
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Evaluar los niveles de expresion de Dmrt1, asi como los patrones de metilacion
sobre su secuencia promotora en gonadas incubadas a TPM, feminizadas con
estradiol, para definir si la metilacion diferencial de este gen ocurre como efecto de
la diferenciacién sexual o si es dependiente de la temperatura de incubacion de

manera mas directa.

MATERIALES Y METODOS

Manejo e incubacién de embriones

Huevos recién ovipositados de L. olivacea (Tortuga golfina) fueron recolectados en la
playa La Escobilla en la costa del Océano Pacifico en Oaxaca, México (96 _2701600W,
15 _4003600N). Los huevos fueron cuidadosamente transportados al laboratorio en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, en Ciudad Universitaria. Una vez en el
laboratorio, los huevos fueron incubados a TPH (33°C) o TPM (26°C) utilizando
vermicolita humeda como sustrato. Todos los protocolos utilizados fueron previamente
aprobados por el comité local de derechos animales de la Secretaria de Manejo
Ambiental y Recursos Naturales (SEMARNAT) y la UNAM. La etapa de desarrollo de

los embriones se determind segun el criterio de Miller (1985).
Extracciéon de DNA

Para extraer DNA, el tejido fue extraido por diseccion, en el caso de gonadas y
mesonefros los complejos urogenitales fueron extraidos de embriones incubados a
TPH o TPM y colocadas en PBS.Posteriormente las gonadas fueron separadas de los

mesonefros y el tejido fue cortado en fragmentos menores a 2mm?. Los fragmentos de
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tejido de gbnadas o mesonefros de varios organismos, tomados al azar de varios nidos
fueron incubados en una misma reaccién con un volumen suficiente para cubrir las
muestras de Buffer de Lisis (10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH=8.0, 10 mM EDTA
pH=8.0, 2% SDS, 1 mg/ml de Proteasa Ky 150 ug/ml de RNAsa) por 16h o hasta que
el tejido se disuelva a 65°C con agitacidén esporadica. Posteriormente el DNA fue
purificado mezclando con 1 volumen de fenol-cloroformo-isoamilico y mezclando por
rotacidon por 10 min. Las muestras fueron centrifugadas a maxima velocidad en una
microcentrifuga Eppendorff para separar las fases. La fase superior acuosa fue
cuidadosamente removida y transferida a un tubo limpio. El proceso de purificacién fue
repetido una vez mas cuando la fase acuosa presentaba aun pigmentos 0 un exceso
de lipidos. Una vez purificado, el DNA fue precipitado agregando 1.5 volumenes de
etanol 100% y 0.1 volumenes de acetato de sodioa 3 M pH 5.2 y mezclando
perfectamente por inversidon. Las muestras fueron después centrifugadas a maxima
velocidad para poder retirar todo el sobrenadante y lavar el DNA 2 veces con Etanol al
70%, después de lo cual las muestras fueron centrifugadas nuevamente y el Etanol fue
retirado y evaporado completamente para poder resuspender el DNA en agua
inyectable. Para aislar DNA de sangre, las muestras fueron colectadas en PBS en hielo
con 10 % de EDTA 0.5 M pH=8.0 y 20% de Heparina. Las células sanguineas fueron
lavadas con PBS y resuspendidas en buffer 10 mM Tris-HCI pH=8.0, 0.1 M EDTA
pH=8.0, 0.5% SDS con 1 mg/ml de Proteasa Ky 150 ug/ml de RNAsa. Posteriormente

el DNA fue purificado como se describié previamente.

Analisis de metilacion por Digestion con enzimas metilosensibles.
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El DNA de génadas y mesonefros de distintas etapas de desarrollo y temperaturas de
incubacion fue obtenido como se describié previamente. Posteriormente 5 ug de cada
muestra fueron tratados con 100 unidades de la endonucleasa metilosensible Hpall o
su isoesquizomero no-metilosensible Mspl/ (New England Biolab) por 16h a 37°C,
después de lo cual 20 unidades mas de enzima fueron agregadas y las muestras y se
incubaron por 4 h mas. El DNA fue purificado nuevamente como se describid
previamente y resuspendido en 20 ul de agua inyectable para ser corrido en geles de

agarosa al 0.85% y tefido con bromuro de etidio para ser analizados.

Amplificacién de Sitios Intermetilados AIMS.

El DNA de génadas y mesonefros fue extraido como se describié previamente. Para
cada muestra se digirieron 5 pg de DNA con 50 unidades de endonucleasa
metilosensible Hpall (New England Biolabs) por 16h a 37°C, después de lo cual se
agragaron otras 50 Unidades de enzima y volvio a incubarse por 4 h. El DNA tratado
con la endonucleasa fue después purificado por precipitacion con 1.5 volumenes de
etanol al 100%, 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M pH=5.2 y 20 pg de glicogeno.
Posteriormente se tomaron 2 ug de cada muestra y fueron tratados con 10 Unidades
de DNA Polymerasa |, Large (Klenow) Fragment (New England Biolabs) por 4 h a 30°C,
para dejar extremos rasos. La reaccién fue inactivada incubando las muestras 30 min a
75°C. A continuacion, se precipitaron nuevamente las muestras como se describio
previamente y fueron posteriormente digeridas con 50 Unidades de endonucleasa no-
metilosensible Mspl (New England Biolabs) por 16h a 37°C, después de lo cual se
agragaron 20 Unidades de enzima Mspl a la reaccidn y se incubd por 4h mas para

después volver a precipitar el DNA como se describié previamente. Para preparar los
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adaptadores se utilizaron los oligonucleétidos complementarios Blue (5’ -
ATTCGCAAAGCTCTGA-3') y Blue-GC (5 -P-CGTCAGAGCTTTGCGAAT-3' ). Para
cada muestra se utilizaron 2 nmoles de cada oligonucledétido. Los oligonucleoétidos Blue
y Blue-CG fueron mezclados e incubados a 40°C por 2 min, posteriormente a 65°C por
2 min y se dejaran enfriar lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente por 30 min.
El DNA purificado fue ligado a los adaptadores utilizando 800 unidades de Ligasa T4
(New England Biolabs) por 16h a 14°C. Para eliminar el sobrante de adaptadores no
unidos, el DNA fue purificado posteriormente con GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) y se resuspendieron las muestras en 250 ul de agua
inyectable. Para la amplificacion por PCRs se utilizaron 3 yl de cada muestra en un
volumen final de 25 pl. Se utilizé la enzima Taq HotStart de Quiagen siguiendo
recomendaciones del preoveedor y se incorpord 1 uCi [a-32P]dCTP junto con los
dNTPs. La reaccién de PCR se realizé en 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30
seg.y 72°C por 1min con un paso de extension final de 10 min a 72°C. El producto de
PCR fue precipitado nuevamente como se describioé previamente y resuspendido en 2
Ml de buffre de carga. Para separar los fragmentos de DNA se utilizaran geles de
poliacrilamida al 7.5%, 7 M de urea de 0.4 mm de espesor con buffer TBE y la
electroforesis se realizé a 1400 volts por 6h. Se utilizaron films para rayos-X para

obtener las autoradiografias de los geles.

Extracion de DNA desde geles de acrilamida

Bandas especificas fueron identificadas y cortadas utilizando la radiografia generada
después de la exposicion. Los fragmentos de gel obtenidos fueron incubados por 16h a

37°C en solucion de elucion (0.5 M acetato de amonio, 10 mM acetato de magnesio, 1
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mM EDTA, 0.1% SDS). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y la fase
acuosa fue transferida a un tubo limpio, donde el DNA fue precipitado como se

describid previamente.
Clonacién molecular y secuenciacion.

Los productos de amplificacién por PCR fueron corridos en electroforesis utilizando
geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Las bandas correspondientes al
fragmento de DNA deseado fueron cortadas y purificadas utilizando Qiagen gel
extraction kit I, de acuerdo con las instrucciones del proveeedor. EI DNA obtenido fue
clonado utilizando el sistema pGEM T-Easy Vector System (Promega) y bacterias
quimiocompetentes E. coli de la cepa Top10. EI DNA plasmidico fue extraido de
cultivos liquidos de bacteria mediante el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) y
posteriormente enviado para su secuenciacion mediante el servicio de Perkin EImers

High Throughput Sequencing.
Dot Blot

Las muestras son cuantificadas y llevadas a la concentracion adecuada para utilizar 2
ul en cada punto. EI DNA se coloca en puntos en una cuadricula de 1 cm?en una
membrana de nitrocelulosa y se deja secar por 1h. Posteriormente la membrana es
incubada en solucion de bloqueo (0.1% Tween, 5% leche en polvo Svelty Light en PBS)
por 1h con agitacién suave a temperatura ambiente. Para continuar, se agrega el
anticuerpo primario contra 5ShmC (39769, Active Motif : 1/10,000) y se incuba 16h a 4°C
con agitacion suave. La membrana es después lavada 3 veces en solucién PBS con

tween al 0.1% por 15 min. Se afnade el anticuerpo secundario 1/10,000 anti raton,
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acomplado a HRP en solucién de bloqueo, y es incubado por una hora mas a
temperatura ambiente. La membrana vuelve a lavarse 3 veces como se describid
previamente y se revela el resultado utilizando films para auto-radiografia de rayos-x,

de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Alineamientos y analisis de secuencias.

Los alineamientos se realizaron mediante el programa ClustalW2 en linea, a partir de
las secuencias reportadas de mRNAs parciales o totales en la base de datos de NCBI,
asi como las secuencias genomicas reportadas en la base de datos de ENSEMBLE
paraHomo sapiens sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis y Gallus gallus. Para
analizar la presencia de islas CpG se utilizé el software de CpG Island Searcher en
linea. Para predecir motivos de unidn sobre las secuencias analizadas se utilizo el

software Matlnspector de Genomatix.

PCR Inversa.

Inicialmente 30 ug de DNA purificado como se describié previamente fueron digeridos
con 40 unidades de las endonucleasas BamH|I 'y Bglll por 16h a 37°C. Posteriormente
las muestras fueron precipitadas como se describid previamente. Se realiz6 una
autoligacion del DNA tratado, utilizando 400 unidades de Ligasa T4, por 16h a 4°C en
un volumen total de reaccion de 10 ml para no exceder los 3 ug/ml de DNA y favorecer
las ligaciones intramoleculares. Las reacciones de PCR se realizaron con oligos
invertidos disefiados sobre el fragmento conocido de cada gen. Los productos de
amplificacion obtenidos fueron clonados y secuenciados como se describio

previamente.
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Disgregacion de génadas y cultivo celular.

Las goénadas fueron extraidas como se describid previamente y cortado en
fragmentos no mayores a 2 mm°. Para disgregar las células se utilizé un tratamiento
con Tripsina 0.25% en medio Optimem sin rojo de fenol (GIBCO), por 30 min a 37°C
con agitacion vigorosa cada 5 min. Después del tratamiento, se dejaron las muestras 5
min en reposo para asentar los fragmentos restantes. El sobrenadante fue tomado
cuidadosamente y transferido a un tubo limpio, donde se agregaron 0.1 volumenes de
suero fetal bovino. Las muestras fueron después centrifugadas a 1000g para asentar
las células aisladas. El sobrenadante fue retirado cuidadosamente y las células
resuspendidas en TUGA Mem: Optimem sin rojo de fenol (GIBCO) suplementado con
8% de suero fetal bovino, 2% de suero de pollo, 1% de penicilina/estreptomicina y 0.1%
de Fungizona. Los cultivos fueron mantenidos en incubacién a 30°C con CO; estable a

5%.
Cultivo de génadas completas

Para cultivar las génadas completas, se extrajeron complejos urogenitales de
embriones de etapa 28 de desarrollo. Posteriormente las génadas fueron aisladas del
resto del complejo y colocadas en cajas de 24 pozos, suspendidas sobre un micro filtro
de 0.3 micras en 1 ml de medio TUGA-Mem. Posteriormente 200 pl mas de medio se
colocaron suavemente sobre la génada formando una burbuja. Se usaron las mismas

condiciones de incubacion previamente descritas para los cultivos celulares.
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Transfeccion en cultivos celulares

Para las transfecciones transitorias se utilizé 1 uyg de DNA y 3 pl de Lipofectamina
(Invitrogen) en medio Optimem sin suplementar siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Se incubaran las células por 6h antes de suplementar el medio, después de
lo cual se incubo por 24h antes de ver analizar fluorescencia en el microscopio (7 dias
en caso del promotor de la TK). Para cuantificar se utilizo el plasmido control pRFP-N1,
con el gen que codifica para la proteina roja brillante (RFP), bajo regulacién del
promotor viral de expresion constitutiva SV40. Los plasmidos a analizar fueron
transfectados en conjunto con el plasmido control en proporciones 1:1 (500 ng de cada
uno). Para cuantificar se evaluo el porcentaje de células transfectadas (RFP+), donde

hubo ademas expresion de GFP inducida por el plasmido a analizar.

Transfeccion de génadas por electroporacion

Para transfectar gonadas, inicialmente son extraidos los complejos urogenitales y
mantenidos en medio Optimem. Se utilizan platos de PBS con agar 1% para dar
soporte a los complejos durante la micromanipulacion. Un triangulo de agar es extraido
del plato y se coloca el complejo urogenital con la génada hacia arriba y se sujeta el
tejido al agar utilizando alfileres estériles sobre el mesonefros sin dafar la génada. A
continuacion, se agrega Optimem hasta cubrir el tejido. Posteriormente se colocan los
electrodos con micromanipuladores a los lados de la gonada para sujetarla. Se un
micro capilar de vidrio con filo a 20° para perforar la gébnada e inyectar
aproximadamente 2 ul de plasmido con concentracién de 6 mg/ml. El plasmido fue

mezclado con tinta china para poder observar su distribucidn en el tejido. Una vez
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microinyectado el tejido, se da un pulso de 7 descargas de 70 mV durante 50 mseg
cada uno, a intervalos de 50 mseg. Posteriormente las gonadas son aisladas del
complejo urogenital y colocadas en cultivo como se describio previamente, 24h

después fue evaluada la fluorescencia de las génadas en el microscopio.

Analisis de metilacién por tratamiento con bisulfito de sodio

Para el analisis de metilacion del DNA se utilizo el tratamiento con bisulfito de sodio. 3
pg de DNA purificado de L. olivacea fueron llevados a 18 ul y desnaturalizados
agregando 2 ul de NaOH 3 M e incubando 15 min a 37°C. Posteriormente el DNA es
calentando 5 min a 95°C y pasado inmediatamente a hielo. Se agregan a cada muestra
12 ul de Hidroquinona 10 mM y 208 ul de solucion saturada de metabisulfito de sodio
pH=5 (7.6 g de Na,S,05 en 15 ml de agua bidestilada), posteriormente se afiaden
suavemente 200 pl de aceite mineral para evitar la oxidacién, formando una segunda
fase en la superficie de la muestra con cuidado de no mezclar y se incuban las
muestras en obscuridad a 55°C durante 14h. Posteriormente se recupera la fase
acuosa de la muestra y se purifica con el Wizard DNA Clean-up System (Promega) y se
eluye el DNA en 50 ul de agua inyectable. Para desulfonar el DNA se afiaden 5.5 ul de
NaOH 3 M y se incuba 15 min a 37°C. Posteriormente se precipita el DNA 16h a -80°C
con 33 pl de Acetato de amonio 3 M pH=7, 400 ul de Etanol y 20 pug de glucégeno. El
DNA se resuspende en 30 pl de agua inyectable y se utilizan 3 ul para cada reaccién

de PCR en un volumen final de 20 pl.
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Inmunofluorescencias

El tejido es disectado y lavado con PBS, posteriormente es fijado con
Paraformaldehido al 4% en PBS por 16h. Previo a la inclusion se realiza un tratamiento
con sacarosa al 10%, 20% y 30% por 30 min antes de dejar 16h en una solucion de
sacarosa 30% y Tissue tek en proporciones 1:1. Las muestras se incluyen en capsulas
Bean con Tissue tek y se congelan en hexano a -80°C. Se obtienen cortes de 15
micras en criostato sobre laminillas con carga positiva. Para la reaccion de
inmunofluorescencia se secan las laminillas 1h en vacio a temperatura ambiente, se
hace un tratamiento de exposicién de antigeno en citrato de sodio pH=6 con 0.5% de
tween20 45 min a 92°C. Las muestras se permeabilizan con triton al 0.3% en PBS por
15 min y se lavan 3 veces 3 min con PBS. Posteriormente se bloquean 1h con Glicina
100 mM en PBS. Inmediatamente después se agrega la solucion de anticuerpos
primarios en 100 pl de PBS y se cubre el tejido sobre la laminilla con un trozo de
parafilm. Se incuba el anticuerpo 16h a 4°C. El exceso de anticuerpo primario es lavado
3 veces 3 min con PBS antes de agregar la solucion con anticuerpos secundarios y
dejar incubando 1h a temperatura ambiente. Se lava el anticuerpo secundario 3 veces
3 min con PBS y se agregan 200 pl de solucién de DAPI 300 nM en PBS por 10 min.
Se lava el exceso de DAPI 3 veces 3 min con PBS y se realiza el montaje del
cubreobjetos con medio de montaje Dako. Se utilizaran anticuerpos para H3K4me3,
H3K27me3, H3K9me2, H3Ac y H4Ac donados amablemente por el laboratorio del Dr.
Thomas Jenuwein. Se utilizaron ademas, anti-5hmC 1:500 (39769, Active Motif), anti-
Pan Cytokeratin Plus AE1/AE3+8/18 1:100 (Biocare Medical). El anticuerpo contra

Sox9 se generd en conejo utilizando un epitope de 24 aminoacidos

141



(VPSIPQTHSPQHWEQPVYTQLTRP) (Diaz-Hernandez et al., 2012). Los anticuerpos
secundarios se obtuvieron de Alexa Fluor 1:200 (Invitrogen). Para comparar muestras
de embriones incubados a TPH y TPM, se colocaron cortes de ambas temperaturas de

al menos 2 organismos distintos para cada temperatura en la misma laminilla.

Para analizar la intensidad de las modificaciones del DNA y la cromatina en
inmunofluorescencias, se seleccionaron los nucleos que mostraran un nucléolo en cada
corte optico de cada micrografia y se clasificaron segun el compartimiento en que se
encontraran (cordones o estroma), posteriormente se evalud la intensidad de nucleos
individuales tanto de estroma como de cordones medulares y se utilizaron estos
valores para calcular una intensidad media de cada seccidn éptica de cada micrografia.
Los valores de intensidad de cada nucleo fueron normalizados con la intensidad media
de su corte Optico para para calcular un promedio de intensidad de las células de los
cordones medulares y del estroma en cada micrografia. Dependiendo de la etapa de
desarrollo, se cuantificaron entre 10 y 150 nucleos para cada muestra bioldgica (varias
micrografias y cortes dpticos para cada organismo). Para comparar grupos se realiz
un analisis de varianza ANOVA, para lo cual se verifico: a) las frecuencias acumuladas
mostraron una distribucion simétrica para los valores de cada organismo. Para
muestras con mas de 20 valores se utilizaron los parametros del Teorema del Limite
Central. Para muestras con menos de 20 valores se evalué la normalidad con la prueba
de Anderson-Darling. b) La homogeneidad de varianzas enyre grupos se evalu6
mediante una prueba de Levene (P=0.226). Las comparaciones entre multiples grupos

se llevaron a cabo usando una prueba de Ryan-Einot-Gabriel-Welsch de rango
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multiple (REGWQ) P <0.05 (SAS Versidn 9.0, 2002; SAS Institute Inc., Cary, NC.

USA).

Identificacion de Seleccion de nucleos
Imagenes originales estroma y cordones en estroma y cordones

Fig. 43. Metodologia de cuantificacion de senal nuclear en
inmunofluorescencias. A partir de las imagenes originales, se selecciona un
corte optico y se separan el canal que se utilizara para definir los tipos celulares y el
canal que muestra la marca a cuantificar (A y B). Posteriormente se traza una plantilla
que divida los compartimentos a analizar (estroma y cordones) con ayuda de la marca
que seleccionemos para definir el tipo celular (C).Posteriormente se transfiere la
plantilla al canal que tiene la marca a analizar. Se seleccionan los nucleos que
presenten un nucléolo en cada uno de los compartimentos (E: estroma, F: cordones) y
se calcula la intensidad promedio de cada nucleo seleccionado. La intensidad de cada
nucleo es normalizada contra la media de intensidad entre todos los nucleos
seleccionados en esa micrografia y corte optico.
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Tabla de Oligonucleétidos

Sox9exon1-Fw

5-GCTTTCTCGCATGAATCTCC-3’

Sox9exon1-Rv

5- CCACACCATGAAGGCGTTC-3

Sox9ex1BIS-Fw

5-AGAGTAGGATAAATGTATTTTTG-3’

Sox9ex1BIS-Rv

5-ACATAAACACCAAAATCCAATC-3’

Sox90UT-Fw

5-GGAGATTCATGCGAGAAAGC-3

Sox90UT-Rv

5-GTCAGCCAAGTCCTGAAGG-3

PromSox9BIS 1-Fw

5-GGATTTTGGATGTTTTATATTAG-3

PromSox9BIS1-RV

5-ACTACCTTATTCAAAAACTAATC-3’

PromSox9BIS2-Fw

5-AGATTAGTTTTTGAATAAGGTAG-3’

PromSox9BIS2-RV

5-CTAACACACAAATAATTAACTAC-3

PromSox9BIS 3-Fw

5-GTAGTTAATTATTTGTGTGTTAG-3’

PromSox9BIS3-RV

5-AAAATACATTTATCCTACTCTTC-3’

PromSox9Long-Fw

5-GTGAACGGATCTTGGATGC-3’

PromSox9Short-Fw

5-CAGGAGACTGTCCATAGTC-3

PromSox9-Rv

5-CCTGCTCTGAGGATAGTC-3’

TESolivacea-Fw

5- TTGAAAGGTGTGATTGCAGC-3’

TESolivacea-Rv

5- CAGTYACCTTTCCTGCCAG-3’

TES.BIS1-Fw 5- GTAGTTATGTAGTTGTTGTGG-3’
TES.BIS1-Rv 5- CCCACCATAAACCAAAACCC-3
TES.BIS2-Fw 5- GGGTTTTGGTTTATGGTGGG-3’
TES.BIS2-Rv 5- ATCACCTTTCCTACCAAAAC-3’
promDmrt1BISFw 5- GTAGGAGTTGGTGTGGTTAG-3
promDmrt1BISRv 5- CCCTCCACATACAAAACCTC-3’
Dmrt1ipromFw 5- CCTATGACATGCACACTACC-3
Dmrt1promRv 5- TACACCAGCTGCCTGACG-3’
Dmrt1bisFw 5- AATGGAGTGTATTGTATTTTTGG-3
Dmrt1bisRv 5- CTAACCACACCAACTCCTAC-3’
Bluet 5-ATT CGCAAAGCTCTGACGGATTAG-3
Blue2 5- ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATC-3
Blue3 5- ATTCGCAAAGCTCTGACGGATGC-3'

Tab. 1. Tabla de oligonucleétidos utilizados. Prom=diseriado sobre la regiéon promotora del gen;
Bis=disefiado para DNA tratado con bisulfito de sodiobisulfito; OUT=utilizado para PCR inversa
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Sex determination in vertebrates depends on the expression of a conserved network of genes. Sea turtles
such as Lepidochelys olivacea have temperature-dependent sex determination. The present work analyses
some of the epigenetic processes involved in this. We describe sexual dimorphism in global DNA methy-
lation patterns between ovaries and testes of L. olivacea and show that the differences may arise from a
combination of DNA methylation and demethylation events that occur during sex determination.
Irrespective of incubation temperature, 5-hydroxymethylcytosine was abundant in the bipotential
gonad; however, following sex determination, this modification was no longer found in pre-Sertoli cells
in the testes. These changes correlate with the establishment of the sexually dimorphic DNA methylation
patterns, down regulation of Sox9 gene expression in ovaries and irreversible gonadal commitment
towards a male or female differentiation pathway. Thus, DNA methylation changes may be necessary
for the stabilization of the gene expression networks that drive the differentiation of the bipotential
gonad to form either an ovary or a testis in L. olivacea and probably among other species that manifest

temperature-dependent sex determination.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Development of the bipotential gonad to form either an ovary or
a testis depends on the dimorphic expression of a conserved net-
work of genes (Davidson and Erwin, 2006; Shoemaker and
Crews, 2009). However, the mechanisms that trigger the establish-
ment of male or female gene expression patterns differ among
taxa. Most organisms have genetic sex determination, where sex
is determined by the genetic background after fertilization (Ezaz
et al., 2006). Therefore, differences in sex-specific alleles are
responsible for activation of male or female differentiation path-
ways (Matsuda et al., 2007). Among mammals, genetic sex deter-
mination relies on the XX and XY sex chromosomes, in which the
Sry gene encoded in the Y chromosome acts as the testis-
determining factor (Koopman et al., 1991). Among birds, the Dmrt1
gene is encoded in sexual chromosome Z and dosage of this gene in
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0016-6480/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

paired ZZ and ZW chromosomes is important for sex determination
(Smith et al., 2009).

Among vertebrates with environmental sex determination, sex
depends on external cues, mostly in the absence of sex chromo-
somes (Rhen and Schroeder, 2010). Several species of turtles,
lizards and all crocodiles are subject to temperature-dependent
sex determination (TSD) (reviewed in Merchant-Larios and Diaz-
Hernandez (2013)). In these organisms, the molecular mecha-
nism(s) involved in translation of temperature cues to dimorphic
regulation of sex-determining genes in the gonad remain poorly
understood. Epigenetic mechanisms play an important role in
translating environmental and cellular stimuli into gene expres-
sion patterns and may also be involved in TSD (Navarro-Martin
et al., 2011; Matsumoto et al., 2013; reviewed in Piferrer (2013)).
Among epigenetic mechanisms, some directly affect DNA mole-
cules, such as methylation of carbon 5 of cytosine in the CpG con-
text (5mC), associated with transcriptional repression and
stabilization of transposable elements. DNA methylation is impor-
tant in inactivation of the X-chromosome among mammals and Z
chromosome in birds (Simon et al., 2013; Teranishi et al., 2001;
Yang et al., 2011). Furthermore, active DNA demethylation has
recently been described in many embryonic cell types, proving
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DNA methylation and demethylation to be highly dynamic during
development (Kinney et al., 2011; Szwagierczak et al., 2010). In
particular, DNA demethylation involves hydroxylation of 5mC
(5hmC) and its subsequent excision and replacement by a non-
methylated cytosine (Sun et al., 2014; Ito et al., 2010; Koh et al.,
2011). Another versatile epigenetic mechanism is that associated
with a sophisticated set of histone post-translational modifica-
tions. Different histone residues can be targets for changes in
acetylation, methylation, ubiquitination, or phosphorylation,
among others that have direct effect on gene expression with bio-
logical significance (Gardner et al.,, 2011; Zentner and Henikoff,
2013).

Recent reports correlate epigenetic processes with sex differen-
tiation: DNA methylation is necessary for Sertoli cell differentia-
tion and formation of testicular cords in murine gonads
(Mizukami et al., 2008). In birds, the DNA methylation over the
promoter sequence of the aromatase gene CYP19A1 is more abun-
dant in male than in female gonads (Ellis et al., 2012). In species
with TSD, such as the European sea bass, it has also been found that
the aromatase promoter shows higher levels of DNA methylation
in males than in females (Navarro-Martin et al., 2011). This type
of regulation has also been described in two reptile species: the
red-eared turtle Trachemys scripta (Matsumoto et al.,, 2013) and
the alligator Alligator mississippiensis (Parrott et al., 2014). Further-
more, in the alligator, a putative promoter sequence of the Sox9
gene showed higher DNA methylation levels in gonads from
embryos incubated at female-promoting temperature (FPT) than
when they were incubated at the male-promoting temperature
(MPT) (Parrott et al.,, 2014). These results strongly corroborate
the idea that epigenetic modifications are involved in the regula-
tion of certain genes from the sex-determining networks in species
with TSD. However, much has still to be clarified regarding global
epigenetic changes to the DNA and epigenetic signals for specific
gonadal cells involved in the establishment of TSD networks.

Sea turtles manifest TSD, where low and high temperatures pro-
duce male and female hatchlings, respectively. In the olive ridley
turtle, L. olivaceaq, differentiation of the bipotential gonad into a tes-
tis or ovary takes several days, enabling the study of structural and
molecular changes during sex determination and differentiation
(Merchant-Larios and Diaz-Hernandez, 2013). In the current study,
we extended the investigation of this species using unbiased, glo-
bal approaches and we provide evidence of dimorphism of DNA
methylation patterns between ovaries and testes. We found a cor-
relation between levels of 5hmC DNA modification in medullary
cords and sexual commitment. Together, our results suggest that
changes in DNA methylation are necessary for the stabilization of
gene expression networks of ovaries and testes in L. olivacea and
probably in other species with TSD.

2. Methods
2.1. Embryos

Freshly laid eggs of the olive ridley turtle (L. olivacea) were col-
lected at La Escobilla beach on the Pacific Coast of Oaxaca, Mexico
(96_2701600W, 15_4003600N). The eggs were transported to the
laboratory in Mexico City and incubated at MPT (26 °C = 0.5) or
FPT (33 °C + 0.5). The total number of embryos used in the present
study is shown in Supplementary Table 1. All protocols were
approved by local animal rights committees from the Secretary
for Environment and Natural Resources (SEMARNAT) and the
National Autonomous University of Mexico. Embryos were sam-
pled before and after sex determination: at Stages 24 and 27 for
MPT and 23 and 27 for FPT; samples for immunofluorescence were

taken also at stages 25 and 26 (Supplementary Table 1). Stages are
according to Miller’s criteria (Miller, 1985).

2.2. Genomic DNA isolation

Urogenital complexes were removed from embryos incubated
at MPT or FPT. Gonads were separated from the adjacent mesone-
phros and grouped into pools containing tissue from 10 embryos
each. Gonads from embryos of at least 2 different nests were
included in each pool. Samples were sliced into 5-8 pieces smaller
than 2 mm? and incubated in Lysis Buffer (10 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 2% SDS, 1 mg/ml Proteinase K
and 150 pg/ml RNase) for 16 h at 65 °C. DNA was purified with
phenol-chloroform-isoamyl alcohol and precipitated with ethanol.
Biological replicates for other experiments were prepared from
another 10 embryos originating from 2 different nests each time.
Mouse DNA was obtained from a pool of 5 brains from new born
male CD-1 strain.

2.3. Amplification of Inter-methylated Sites (AIMS)

The AIMS method was adapted from the original (Frigola et al.,
2002). Embryos came from the same 2 nests, sampled at different
developmental stages. DNA samples from different incubation
temperatures and developmental stages came from pools of
gonads of 10 embryos, these being 5 embryos from each nest. A
biological replicate used embryos from 2 other nests. (Supplemen-
tary Table 1). Each sample of 5 pig DNA was treated with 100 U
methylation-sensitive endonuclease Hpall for 16 h at 37 °C and
then purified with phenol-chloroform-isoamyl alcohol, as previ-
ously described. From each sample, 2 pg were treated with 10 U
DNA polymerase I, Large (Klenow) fragment (New England Bio-
Labs) following the manufacturer’s instructions, for 4 h at 30 °C
until blunt ends remained. The reaction was arrested at 75 °C for
30 min and DNA was precipitated with 100% ethanol, 0.1 volumes
of sodium acetate 3 M pH5 and 20 pg glycogen (Roche). This DNA
was treated with 100 U methylation-insensitive Mspl endonucle-
ase for 16 h at 37 °C, and 20 U enzyme Mspl was then added to
the reaction and incubated for 4 h at 37 °C, prior to heat inactiva-
tion of the enzyme. DNA was once again precipitated, as previ-
ously described. To prepare the linkers, 2 nmoles of each primer
Blue (5-ATTCGCAAAGCTCTGA-3') and Blue-GC (Phos-5'-CGTCA
GAGCTTTGCGAAT-3') were incubated together at 65 °C for 2 min
and then at room temperature for 30 min. Linkers were ligated to
treated DNA with 800 U T4 Ligase (New England BiolLabs) for
16 h at 14 °C. Unincorporated linkers were removed with GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) and DNA
was re-suspended in 250 pl DNase-free H,0. PCRs were prepared
with 3 ul sample DNA and 1 pCi [o->2P]dCTP with Hot Start Taq
(Quiagen), using 5 pmol of primer Bluel (5'-ATTCGCAAAGCTCT
GACGGATTAG-3'), Blue2 (5'-ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATC-3'),
Blue3 (5'-ATTCGCAAAGCTCTGACGGATGC-3'). Reactions were per-
formed in quadruplicate, using 35 cycles at 95 °C for 30s, 55 °C
for 30 s and 72 °C for 1 min, with a last extended stage of 10 min
at 72 °C. PCR products were precipitated as previously described
and re-suspended in 2 pl loading buffer. Products were run on
7.5% polyacrylamide denaturing gels, 0.4 mm thick with 7 M urea
on TBE buffer. Gels were dried and auto-radiographs were pro-
duced from X-ray films that had been exposed for 48 h. AIMS
was performed twice for stage 24 and 3 times for embryos at stage
27, plus one extra time for a biological replicate to corroborate the
results. Quantity One Analysis Software was used to generate his-
tograms and evaluate relative intensity of the banding patterns.
Only bands showing dimorphic intensity in every PCR and biolog-
ical replicate were considered as indicating differences in DNA
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methylation. In order to elute DNA from acrylamide gels, bands
were sliced and incubated in Elution Buffer (0.5M ammonium
acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM EDTA, 0.1% SDS) over-
night at 37 °C. DNA from the aqueous phase was then precipitated,
as previously described.

2.4. Dot blot

DNA was obtained from L. olivacea gonads and brains as previ-
ously described. DNA from mouse brain was used as a positive con-
trol and pDrive vector was used as a negative control. Diverse
amounts of DNA (30 ng, 50 ng, 500 ng, 1 pg and 2 pg) were diluted
in 2 ul H,O for each sample. This concentration gradient was used
to detect 5hmC in tissues, which may present varied abundance.
The greatest amount of DNA used from mouse brain was 500 ng,
thus avoiding saturation. DNA was dotted on nitrocellulose mem-
branes and dried at room temperature for 1 h. The membranes
were blocked with blocking solution (0.1% Tween, 5% Svelty Light
Powder Milk in PBS) for 1 h and then the primary antibody against
5hmC (1/10,000) was added and incubated overnight at 4 °C with
gentle agitation. The membranes were then rinsed with 0.1%
Tween PBS before incubation with secondary antibody diluted in
blocking solution for 1h at room temperature. The membranes
were rinsed with PBS and revealed with X-ray films that had been
exposed, using the kit as indicated by the manufacturer. In order to
show that DNA was loaded for every sample, the membrane was
stained with Ethidium Bromide (EtBr) to expose DNA under UV
light.

2.5. Immunofluorescence

Urogenital complexes were dissected and fixed with freshly
prepared 4% paraformaldehyde (Sigma) in PBS, for 16 h at 4 °C.
The tissues were washed with PBS and sequentially incubated for
3 h in 10%, 20% and 30% sucrose, in PBS solutions. Samples were
incubated overnight at 4 °C on a 1:1 mixture of 30% sucrose in
PBS and Tissue-Tek CRYO-OCT Compound (Fisher Scientific). The
complexes were then embedded in Tissue-Tek CRYO-OCT and fro-
zen at —70 °C. Serial sections of 20 pm were obtained and vacuum
dried prior to use. Tissue samples were permeabilized with 0.3%
Triton X-100 on PBS for 15 min and blocked with 100 mM Ultra-
pure Glycine (Sigma) on PBS for 1 h. Antigens were retrieved by
incubating slides in citrate buffer (10 mM sodium citrate pH =6,
0.05% Tween) for 45 min at 92 °C. Slides were incubated overnight
at 4 °C with primary antibody: anti-5hmC 1:500 (39769, Active
Motif), anti-Pan Cytokeratin Plus AE1/AE3 +8/18 1:100 (Biocare
Medical). Incubation with secondary antibodies Alexa Fluor 1:200
(Invitrogen) was performed for 1 h. Finally, slides were incubated
with 300 nm DAPI in PBS for 2 min and rinsed before being
mounted with Fluorescence Mounting medium (DAKO). In order
to quantify signal intensity, CK antibody was used to segregate
stromal from epithelial cells. Afterwards, cells showing at least
one nucleolus were marked and signal intensity of the mark was
quantified with the Image ] program. To group data from different
images and biological samples, we calculated the average intensity
value in every image and normalized the intensity of every quan-
tified cell (both epithelial and stromal) against this value. Between
10 and 200 cells were quantified, from gonads of at least 3 embryos
each from 2 different nests (Supplementary Table 1).

2.6. Analysis software

The following software was used: Image ] open-access software
to analyse and quantify signal intensity in IF images and Image
Quant 5.2 Analysis for gel analysis.

2.7. Statistical analyses

To analyse 5hmC distribution, individual nuclei (n>10 per
micrograph) from both stromal or epithelial cells were identified
and their average fluorescent intensity quantified using Image ]
Software. To normalize intensity values, all quantified nuclei from
both epithelial and stromal cells were identified, and median
intensity was calculated for each of these. Values obtained were
used to calculate an average intensity for the entire micrograph.
Intensity values relating to every nucleus were normalized against
the mean intensity value of each micrograph. Several organisms
were quantified for each developmental stage and incubation tem-
perature (St. 27 n=8; St. 26 and 25 n =3 for each temperature).
Independent graphs were generated for each organism (mean +S.
D, n > 10) (Fig. 3B-C; Supplementary Figs. 4 and 5).

Average values were calculated for each cell type (epithelial
medullary cords or stromal), developmental stage and incubation
temperature using the normalized values from each organism.
Comparison between groups was performed using ANOVA. Verify-
ing ANOVA assumptions: (a) Cumulative frequency distributions
showed symmetrical distributions of the values for each organism;
since the dependent variable used is the average for each organism,
averages calculated from big numbers (n > 20 for symmetrical dis-
tributions) have a normal distribution according with the Central
Limit Theorem; for those cases where averages were calculated
with n <21 normality was proved using Anderson-Darling test.
(b) A Levene’s test showed homogeneity of variance between
groups (P = 0.226). Significant difference for multiple comparisons
was evaluated using a Ryan-Einot-Gabriel-Welsch multiple range
test (REGWQ) P < 0.05 (Fig. 3D). (SAS Version 9.0 2002; SAS Insti-
tute Inc., Cary, NC, USA).

3. Results
3.1. Differential DNA methylation patterns between ovaries and testes

To explore epigenetic mechanisms involved in TSD, we looked
for epigenetic differences between differentiated ovaries and testes
from L. olivacea embryos incubated at MPT (26 °C) or FPT (33 °C),
respectively. With the aim of identifying whether particular differ-
ences in DNA methylation patterns correlate with incubation tem-
perature, we performed amplification of inter-methylated sites
(AIMS) (Frigola et al., 2002). AIMS is an unbiased technique used
to expose differences in DNA methylation patterns, based on the
cleavage of genomic DNA with methyl-sensitive endonucleases
(Supplementary Fig. 1).

The results revealed differences in DNA methylation distribu-
tion between ovaries and testes, evidenced by the presence of dif-
ferentially enriched bands in acrylamide sequencing gels (Fig. 1A).
These differences were maintained in PCR reactions and biological
replicates. Histograms were generated to analyse banding patterns
using Image Quant 5.2 Analysis software. Bands showing dimor-
phic intensity in every replicate PCR reaction were identified as dif-
ferentially methylated. These bands were cut from either ovary or
testis samples, depending on where they showed greater intensity
(hence higher DNA methylation), and were eluted from the acry-
lamide gels. Eluted bands were used as templates for PCR re-
amplification with the same primers used for AIMS. re-amplified
bands were cloned and sequenced for identification (Fig. 1B); how-
ever, several sequences were found in each band. We performed a
Genome browser BLAT analysis of the sequences obtained from the
AIMS technique against the reported genome from Chrysemys picta,
(Supplementary Tables 2 and 3). Unfortunately, it was impossible
to determine which sequence was responsible for the dimorphic
band intensity shown in the gels.
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Fig. 1. DNA methylation in differentiated ovary and testis at stage 27. (A) PCR products corresponding to DNA methylation patterns generated by amplification of inter-
methylated sites. 4 PCR reactions, using DNA from a pool of gonads from 10 embryos, are shown for each sex (A). A biological replicate was performed using DNA from a pool
of gonads from another 10 embryos (data not shown). Bands that revealed dimorphic intensity in every PCR reaction and biological replicate were identified (red boxes).
Histograms prove differences in band intensity for the 4 selected bands B1-B4 (only 2 histograms are shown for each sex). Higher band intensity is evidence of higher DNA
methylation levels of the CpG sites surrounding a specific DNA fragment. (B) Analyzed band size ranged from 200 pb to 800 pb. As a molecular weight marker, a 100 bp ladder
is shown. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

3.2. Dimorphic DNA methylation patterns may be stabilized during sex
determination

During the thermo-sensitive period, embryos have bipotential
gonads responsive to temperature (Merchant-Larios et al., 1997).
In order to discover whether the dimorphic DNA methylation pat-
terns were established before or after the thermo-sensitive period,
we performed AIMS in morphologically undifferentiated gonads
from embryos incubated at MPT or FPT (Fig. 2, Supplementary
Fig. 2).

DNA methylation patterns in the bipotential gonads (stages 23
and 24) were similar at both temperatures (Fig. 2); however, they
differed in differentiated testis and ovaries. Thus, the establish-
ment of a sex-specific pattern of DNA methylation may gradually
evolve between the stages 24 and 26. Importantly, events of DNA
methylation as well as demethylation took place during the
thermo-sensitive period, setting the sexually dimorphic DNA
methylation patterns found in differentiated gonads (Fig. 2,
Supplementary Fig. 2). These results suggest that methylation and
demethylation processes are both involved in the establishment
of the DNA methylation patterns of ovaries and testes during the
thermo-sensitive period.

3.3. 5-Hydroxymethylcytosine DNA modification in nuclei of stromal
and epithelial cells shows dimorphic distribution in ovary and testis

Even though both methylation and demethylation processes are
involved in the establishment of a sex-specific DNA methylation
pattern, due to the difficulties involved in acquiring samples, we
decided to investigate whether an active demethylation process
may be involved. For this purpose, the presence of 5hmC was ana-
lyzed, as DNA demethylation involves hydroxylation of 5mC and
its subsequent excision and replacement by a non-methylated
cytosine (Sun et al., 2014; Ito et al., 2010; Koh et al,, 2011).

We first evaluated the presence of 5hmC in L. olivacea gonads
and brain by Dot-Blot assay, using a 5hmC antibody (Supplemen-
tary Fig. 3). As 5hmC modification is reported to be abundant in
mouse brain (Kinney et al., 2011), we used genomic DNA from that
tissue as a positive control. We compared brain and gonad genomic
DNA from embryos at stages 23-24 (bipotential gonads) and at
stage 27 (differentiated ovaries and testes) of L. olivacea. 5hmC
mark was found in both bipotential and differentiated gonads,
whether the embryos were incubated at FPT or at MPT. Thus
5hmC modification is present in gonads as well as in the brain of
L. olivacea (Supplementary Fig. 3).
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Fig. 2. DNA methylation changes during temperature-dependent sex determination. AIMS amplification products corresponding to DNA methylation patterns in bipotential
gonads at stage 23/24 of embryos incubated at FPT and MPT and in differentiated ovary and testis at stage 27. Examples of DNA sequence: (A) gain in methylation (B)
demethylation and (C) methylation levels differing between ovary and testis after sex determination; selected band corresponds to B3 from Fig. 1 differentiated gonad

samples are a biological replicate of the samples in Fig. 1.

To study the distribution and relative abundance of 5hmC mod-
ification in distinct cell types within developing ovaries and testes,
we performed confocal immunofluorescence on frozen sections.
Gonads were isolated from 8 embryos of each sex, sampling four
nests (Fig. 3). Interestingly, in all embryos the intensity of 5hmC
signal in differentiated gonads at stage 27 showed an opposed dis-
tribution depending on the gonadal sex (Fig. 3): in ovaries, the
nuclei of cells in fragmented medullary cords showed higher signal
intensity than did the surrounding stromal cells; the reverse was
found in the testes, where levels were lower in seminiferous cords
than in stromal cells.

To discover whether this sexually dimorphic distribution origi-
nated from enrichment or losses of 5hmC modification, early devel-
opmental stages were analyzed (Supplementary Figs. 4 and 5). The
paucity of stromal tissue precluded distinction between the stain-
ing of nuclei of epithelial and stromal cells in bipotential gonads at
stage 24 (data not shown). The sexually dimorphic distribution of
5hmC becomes apparent in gonads at stage 25 (Supplementary
Fig. 4A-D). The differences in 5hmC intensity between cell types
increase at stage 26 (Supplementary Fig. 5A-D) and become clear

in differentiated gonads from stage 27 (Fig 3). The 5hmC signal
of medullary cords was considerably diminished in embryos incu-
bated at MPT through gonad differentiation. Some clusters of cells
at stage 25 and even stage 26 still maintained a high intensity of
5hmC (Supplementary Figs. 4C and 5C). These observations suggest
abundant 5hmC modification in epithelial cells of bipotential
gonads. In ovaries, however, a difference in signal intensity
between epithelial and stromal cells first became evident at stage
26 (Supplementary Fig. 5E-H). These results suggest a gradual
dimorphic loss of 5hmC modification among cells that depends
upon the temperature.

4. Discussion

Genes involved in sex determination and differentiation are
highly conserved in vertebrate Amniota; however, their spatial
and temporal expression varies among species, owing to the evolu-
tion of the multiple layers of regulatory mechanisms (Rhen et al.,
2015). Due to difficulties for obtaining samples, in the current



40 D. Venegas et al./General and Comparative Endocrinology 236 (2016) 35-41

A 5hmC CK DAPI Merge

L

?

()]

|_

P

©

>

(@)

B C

2 Testes (St.27) 2 Ovaries (St.27)

e . ©

3] m Testis ] Ovary
N 15 Stroma = _ 15 Stroma
gz gz

5 % 1 m Testis s % 1 = Ovary
=] Cords cl Cord
oEos 0% o5 I ords
g IS )

< =

el 0 n 0

*Sample? 2 3 4 5 6 7 8 *Sample 1 2 3 4 5 6 7 8
D
12 1 a-b a a

e e L I )

N 124 I N

5> 1 e e e 5>

£2 o8- Eo

22 06 - 2e

Q= 04 - Q=

IS . IS

5 0.2 5

0 4
St. 25 St. 26 St. 27 St. 25 St. 26 St. 27
Ecords © stroma .
Testes Ovaries

Fig. 3. 5hmC distribution between nuclei of epithelial and stromal cells of testes and ovaries at stage 27. (A) 5hmC (red) distribution differed between ovary and testis at
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(blue) marks cell nuclei. Scale bar, 20 um. (B and C) 5hmC signal intensity was quantified in individual stromal or epithelial cells (n > 10) from ovaries or testes of each
organism sampled (*) (mean £ S.D.). (C) Summary graph shows average 5ShmC intensity values of stromal and epithelial cells in gonads from embryos of different incubation
temperatures: MPT or FPT and developmental stages: St. 25 (n=3), St. 26 (n=3) or St. 27 (n = 8) (mean * S.D.). RGEWQ grouping (a-d) shows significant difference among
groups (P < 0.05). Groups with different letters are statistically different. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

study only a few developmental time points were tested. Thus, the
overall representation of all molecular events underlying gonadal
development remains unclear. However, the sampled gonads ana-
lyzed correspond to two critical developmental stages: bipotential
and sexually differentiated (ovary or testis). A dimorphic DNA
methylation pattern was found between ovaries and testes that
depended upon the incubation temperature. The DNA methylation
profile in the bipotential gonad is modified by methylation or
demethylation events so that the profile differs between differen-
tiated ovaries and testes.

Cell-cell and cell-matrix interactions are crucial prior to and
after remodeling of the bipotential gonad under the influence of
temperature (Mork et al., 2014; Pieau and Dorizzi, 2004). Similar
to the red-eared turtle (Barske and Capel, 2010), the bipotential
gonads of the olive ridley turtle have two kinds of epithelial cells:
Sox9-negative cells at the cortex and Sox9-positive cells in the
medullary cords. Medullary cords are delimited by stromal cells
formed by blood vessels, mesenchymal cells and fibroblasts. In
the current study, the nuclear staining signal of 5mC modification
was more intense in the surface epithelium than in medullary cells
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in both the ovary and the testis. This suggests that DNA methyla-
tion may be involved in the dimorphic specification of the surface
epithelium, prior to segregation of cells negative or positive for
Sox9 (Diaz-Hernandez et al., 2012).

Ten-eleven translocation (TET) proteins, responsible for 5mC
oxidation into 5hmC, have been associated with poised promoters
that present bivalent histone marks H3K4me3/H3K27me3 and are
prepared to be activated or silenced during development (Sun
et al., 2014; Ito et al., 2010; Koh et al., 2011). It has also been sug-
gested that DNA methylation patterns in pluripotent cells are not
maintained by Dnmt1 maintenance methyl-transferase, but rather
by the equilibrium that exists between de novo methyl-
transferases and TET proteins (Ficz et al., 2011). Concurring with
those observations, we found high levels of 5ShmC modification in
bipotential gonads, whereas this modification appears to cease in
pre-Sertoli cells. Thus, the decrease in this DNA modification in
the testes may be associated with the loss of bipotentiality after
the thermo-sensitive period. It is interesting to note that differ-
ences in 5hmC signal became evident at stage 25 in testes and
stage 26 in ovaries, correlating with the end of the thermo-
sensitive period reported for MPT and FPT respectively and the loss
of Sox9 expression in ovaries (Merchant-Larios and Diaz-
Hernandez, 2013).

Changes in DNA methylation may be necessary for the stabiliza-
tion of gene expression networks that drive the differentiation of
the bipotential gonad to form either an ovary or a testis. The
dimorphic 5hmC DNA modifications are spatially and temporally
correlated with major structural and molecular events that occur
during gonadal development in L. olivacea. Considering that the
current study is the first to analyse the global DNA methylation
and the dimorphic 5hmC DNA modifications in a species with
TSD, comparison with other species needs to be carried out.
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Supplementary Figure 1. Amplification of Inter-methylated Sites (AIMS).(A) AIMS
protocol includes sequential treatment of genomic DNA samples: (h) Methylation
sensitive digestion using Hpall endonuclease; (k) Blunt ends formation with DNAse
Klenow; (m) Methylation sensitive digestion with Mspl endonuclease; (1) Ligation of
sequence specific linkers to sticky ends and PCR amplification over linkers using
primers with 4 (B3) or 5 (B1 and B2) random nucleotides during PCR amplification
were analyzed. (B) Bands were better resolved using 1 or 2 sets of primers with 5
random nucleotides.
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Bipotential Gonads Differentiated Gonads

FPT MPT FPT MPT

Supplementary Figure 2. Amplification of Inter-methylated Sites in bipotential and
differentiated gonads. While DNA methylation patterns appear similar in gonads from
embryos incubated at female- (FPT) or male-producing temperature (MPT) at stage
23/24, the patterns are different at stage 27. Four representative PCRs are shown for
each developmental stage and incubation temperature sample. Histograms show relative
intensity of the bands in each line.
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Dot Blot 5hMeC 50 ng
Mouse EtBrStaining

2ug 1ug 500ng 30ng . prain

Mouse brain
St. 27 Brain MPT
St. 27 Brain FPT

St. 24 Gonad MPT

L. olivacea

St. 24 Gonad FPT

St. 27 Testis

St. 27 Ovary

pDrive

Supplementary Figure 3. 5ShmC Dot Blot Assay (non-quantitative). Brain and gonad
DNA proved to be enriched on ShmC mark in L. olivacea. Left panel: brain and gonad
DNA from embryos at stages 23/24 (bipotential gonads) and 27 (differentiated ovaries
and testes). Positive control, mouse brain DNA; negative control, pDrive cloning vector.
To avoid saturation, mouse 1 pg and 2 pg samples were not loaded. Right panel:
ethidium bromide staining for DNA loading.
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Stages 23/24 Stage 25 Stage 26 Stage 27
MPT FPT MPT FPT MPT | FPT MPT FPT
IF 3 3 3 3 3 3 8 8
DotBlot 5 (1 pool) 5 (1 pool) 5 (1 pool) | 5 (1 pool) 0 0 5 (1 pool) 5 (1 pool)
AIMS 20 (2 pools) | 20 (2 pools) 0 0 0 0 20 (2 pools) | 20 (2 pools)

Supplementary Table 1. Number of embryos used for each procedure. Pools were made
from pairs of gonads. IF: Confocal Immunoflourescence. AIMS: Amplification of
intermethylated sites. MPT: Male-promoting temperature. FPT: Female-promoting
temperature.
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Band Size Score Identity Location Closest gene annotation

BI1.1 770bp | 640bp | 92% JH584699:1,998,946- EP400 (intron/exon)
1,999,713

B1.2 784bp | 341bp | 85% JH584524:603,907-604,612 | Tmem135 (intron)

B1.3 772bp 502bp 88% JH584464:15,068,350- Socs3 (5Kbs downstream)
15,094,998

B2.1 666bp 30bp 96% JH584547:2,591,827- Npm3 (14Kbs downstream)
2,630,562

B2.2 671bp | 481bp | 93% JH584893:563,697-564,255 | Rgs6 (130Kbs)

B2.3 654bp 506bp | 91% JH586565:6,796-7,396 No genes, fragment not assembled

B2.4 669bp | 474bp 89% JH584753:3,103,880- Adgnt (35Kbs downstream)
3,104,551

B2.5 663bp 37bp 95% JH584630:847,244-847,287 | Znf gene (last exon)

B3.1 342bp | 241bp | 93% JH584606:5,555,043- Cstb (first intron)
5,555,343

B3.2 345bp 198bp | 91% JH585262:182,113-182,438 | Lrrc4 (16Kbs upstream)

B3.3 34%9bp | 203bp 87% JH584592:4,824,844- Gata3 (30Kbs downstream)
4,825,133

B4.1 257bp 125bp | 82% JH584682:9,189,815- Rarb (intron)
9,190,064

B4.2 256bp 169bp | 89% JH584800:176,333-176,535 | Septl2 (first intron)

Supplementary Table 2. AIMS bands sequence analysis. Bands obtained from AIMS
were purified, re amplified and cloned (B1-B4). 5 clones for each band were sequenced.
Several different sequences were obtained from each band. A BLAT analysis using UCSC
Genome browser against Chrysemys picta reported sequence was performed for each band.
The results from the highest score match are shown. Closest gene annotation refers to
mRNAs from different vertebrates, not necessary for Ch. picta. Sequences with highest score
of less than 100bp are highlighted in grey.
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Band

CpG
sites

Sequence

12

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCTTTGCTCCGCTCCTCCTTATGGCTTCTCCTTTCCTC
ATACAACTCCACACCTATGTGTTACAAGTCATAGCTTTTCCAAGCAACAGTGTCAGCG
ATTTTTAGTTGGTTTCACTGCTGTCCACAAGGGTTTTGAAGAGTAGTTCATGAAGCCAA
TCCGCTTCTTTGTCAGTGTCATGCTGTTGCTGCTCTTGGAAAAGCTGTGAGCAGCAGCC
GAGGCAATGAAGCTGTTGGTCTGCAGATTCAAGAAATCAGCATTGCGTCAGTTGAAAT
TTGTTTTTTTTTAAAGGAAAGCTTAAATTTAGCAGGCACAGGTGGGCTTGGTCTCCCTG
TTCCCCTGGGAAAGTTGAGTGGGTTAATCATTTTCTCTTAAGCTTTTATTTTGCATGTAC
TTTGCAGGTTGTTTCAGCCAGTTCAGTATGGGCAGAAGCCTGAGGGCAGGACTGTAGT
TTTTCCAAGTGCTCAAGTACAGCGGACAGTGACCACAGCAACGGTAACTCAGCAGGGA
CAAGGGCGAGGAAGGTCACCCATTGCTACAGTATCTGCAAATCAAGGTAAGAAAGGT
ATTGCGACCTGAGTTAGTTAAGCCTCCGAATATACTGACATATGCTAGTTTGTTAATAG
AACTCTTCTTTCCTCTAGCTTGATGATCTAGATTGCTAATGGCTTTTAAAAAAATAAAA
TAAAAACAAGCTAATAGCCAATACATTTCCTCCACTAGTTGCTACAGTGTGACCTACC
ATTGTAGT

B1.2

14

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATTAGTAGCCAATCTCATTTCGTGGGCAAGGTACTGATC
GAAAGGTGAGGAAGGTGTCCTTTGATCTATAAAAATCGACACACTCATCATATCAATG
GTGTCACCCACTTATGTGTGGCGGGAGGGACTCACTCCCCACTCCCTCTCCTGGCTCCC
TCCTCCAGGTCCTCCGGTTGGTGGAGATTTTGACAACATAGCAGCGTCAGAAATGGGT
CGAGTTGAGTTTCATTCAAAAGGCCTTTTTCCCCACAGACACTGTGGCACCAAGCATG
ACAAACCCAGAATAATGATGTAGATCTATACAGTCAAGAAAAGGTTTTTTAAAAAAAT
CAACATTTTTTAAAATTTTACTTTAGCATAGTGATGTATTGCTTACCTCAAAAAGACAT
TGATCTTGGCTAACACTAGGGAAGTTGTCGTTGCTGTGTAGGACTGATACATTTATTCA
TCAAATTCATCATCAGTGTTTTCTCTGTCTTGGGTCACTGTTAGATGCGTTGTCACATTG
ATCCTCATCTACGCTGCACCTGCACATCTCCATACCGGGCAGGCTGCTGGCCAAACATC
TGTGAGCTGGTGAGCATCTGGTCTTTGCACACAACCATTTGATTAGCTGGAGGTTGATT
AAAAAGTGCATGGTGTTTTCACACAACTGGTGTGATCAGTCCATCCTCCAAGACCCAT
CCATGCCTGATAGGATAGGGATGTGCTCATTCATCCCAAAGCCAATACACTGTTTGAC
AATTTGCCCCCTTGATATCCGTC

B1.3

26

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATTAGCGAGCTGATTTTCAGAAAGAGCTGAGCACTCACT
TTCTCAAACACCTCCCCTCCATCACCAGTCACTGAACATCTTGGCCCACGTTGGTTCCA
TATCTCCCCTGGGTGCTGGGAGATGCAGGTGTCGGTGAAGCCTTCCGAGCCCCGTCAG
CGAGAGGCGCTGGAAAAGCCCAAAGGGTATTAATTCAAGGGCTTTGCCCCCTGCCCCT
CACTTCAGGCCCTGTGCCAAGTGCAGCAAGGTCTGGATGAAACTCATTCCTGGCACAA
CTCCCCTGGTGCCCATGCGCCCAGCAGGGATGTGTGTGGTCCTGTGTTGCCTGGAGGA
CAGTCTAGGCCCGAGCCCCCAAGCACAGCTGGGCAGCTTGCTTTATTTGCAGTGGGGG
AGAGTGGGCCAACCAGCTGCCAATCAGCGCTCCACCCACTCACCCCTGGGCCCAGCTG
TCAGTGAGGTCAGGGCGGGGCAGTCCAGCCTTCACCTTCATTTCCTCCCAGGAGAAAC
TTGCCTCAGGACCTTGGGGCTCTGACGTCCAAAGAGGCAGGGGCTGTGGTGCGGCTTG
GGTCGCCCTCGAGTGCCGTTAAGCAGTGCATGAGTTTGTTGCGATTTGCTGGACTCCTG
TAATGGGAGCTGCACTCCCCGCTCATTTGTGCTCTGAGCTTTCCAGAGCTCCCAGCCCT
CACCCAGCTGCGAGGCGGCTCGTCCCTTCCTCTTCGGGTGGTTGGATATCCGTCAAGCT
TTGCGAATAATCAA

B2.1

37

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCCCAAGGACGTGCCGACTTCAGGATCGCCAGCTGA
TCATCACCTTCATGTACGACACGTACATCTGAAGATAAACCGACTACAGGTTCTGAGG
CTTCAGGCATTGAAATCAGCGCACGCGGTACATCGACTGTGCCACTCAGACTCAGTTTT
TTATTAAATGGATACATGTCCAAAGTCAAATCAGGTGTCACTACAGCGGTAATTAATG
GGGCCTGACGAATCAGCAGATTGTCCCCTTGCAGTTTTAACTGCACCCGCGGATCACCT
TTCCATTCCACAGAACCGGTTAATTTGCCCACACCACGGCCACTGTTAAATGCGCCATT
GATGCTGGCCGAATTCTAACGTATGGATGAATAGAGCTGTACATTGGTCAAATTCACC
GGTAGGGAGATCATGCTGATTGAAGCATCTTTGACACGAACCTCACCTTCAAGCAAAG
GACCCGCTAAAGTTCCGCTAATTTTTCCGGCATAAGATAAAATCCCGTCCAGATTACG
GATGTCCTGAATAAATGGCTTAAAGACTTTGAGCCGTACCTGGTTAAAGGCAATTTCG
CCACGCATCGGTTTACTGTCACGGTATGGATCAATGATGACATTGGCATAGCCGGTTCC
GATATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

B2.2

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATTAGGAGACCCACACACAATGACATTCATTCTATATTTT
CATATTTTATAATTCTCCCAGGAAAATCCTTATATTCACTTCCAACTCCTGGTTTAAGCT
GATGTCCTGACTGAAACCAGAGGGCTGTTGTGCATTTTCTTTCTATTTCTCTCTTGCCTT
CTACTTTTCTGTCTCTGATGAGTGATTTTTAAATGTTAACTGTCAGTGAACTAGCCTGCC
TTAATTAAAGATAAAGACATGTTTAGACTGATGTTGAAATGAAAGAATCACAACATTA
CTACTGCCGAAGCTGGAATTTTTGGAATAAAGATGAACTAAAGCATAAATATTCCAGA
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CAAACTTCATTATACCAAGATCTTCTCAGGGAGGAAAGATGTCCTAGCTGTTAAGACA
TCAAACTAGAATTCAAAGGTCTAGATTCTATTCCCAGAATGCCACAAACTTGCTATATG
ATCTTGCTCAAGTTGTTTAATATTTTTGTGTAGCACATCTGTAAAATGGGGATAAATAA
TATTTCCCTATCATTTAGCAGTGCTGAGAGAATACATCCATTAATGTTTGTGAAGAGCT
CTCAATGCTGAAAGAACCACAGAAAAAGACTAATTTGATAACATCTTACCAGACTATC
TAATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

B2.3

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCTAGAGATTTGAAATCAAAAGGATGAGAAATGGA
AACCTATAAATTCCCACTAGAAGAGGCAGGGTAATTATTATCAGAGCTTTTGAGAATT
GGGGGAAATGAGTGATATGTTGGAATCTATACTGTCCAATATTACATAATGATCTTCA
CCTCTATGTGATGAATATATTATCAAATAATTCTCCATTAGTACCCTTAATCAGTCATA
ACTAGCTGACACCCCAACCTAGAAATCTGGATGATTCAAGGGATTGGCAAATGAACTA
CAGAACATTGTACCCCAGAATACTGCTTTAAATTTGGTTCAGAGCAGTAATAGCACTTC
ACCCTTCTGTTGCATTTTAATCTAAGGATCTCAAAGCACTTTAAAGACATACAATTTAC
CACACTCCTATTAGGTGCATGTTATCATCACCCCCATCTTATGGGTGAGTAAATTGAAG
CAAAGAGATTTAATGACTCACTCAAAGTCACACAGCTAGAAGAACAAGGGATGGAAG
CCCCAGCCCCCCCTACTCTAACCACTAGGCCATGCTGTCTCGGTGAACAAAAGTCATGT
GAATACTGTTTCATGGTCTATCTGTAGTCAGTCAATTAGCTCAGCCACTAATCCGTCAG
AGCTTTGCGAAT

B2.4

15

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCCTGCCAATGACTGGAACAGCTGTAGTGGGTCCAG
TCCCAGAGACCCAGCCAAAGTCAGTCCCAGAACCGGAACTGATTAAGCAACCAGCACT
GAGTCCAGTGCTTGCAACCCCGTCTGCAGCCCCAACACCAGAGGGCACCACCGAGCCC
GCATTGGCAGCAGAAGATAAACCAACGCAAAAGGCTCAGCTGGAGCCTGAACCCCAA
CCTAGTGCACCCGTGGAGAGCGGTTCTTCATCAATGGAAACAGCCCCATCACCTGCAT
TGCTTCCAGAGGGACCAAGCCCAGGTCCACAATCCAGCGAGGAACTGAGGTCTCCAGT
ATCAAGGGATCAGTTCCAGGCCAGACAGAAAGCAGATGAAAGCCTCCAGGGAGCTTG
GATGGTGGCACGAAGCAACCCATCTCCTCTCAACTCTTCTAATCGATCCAGGTTTGTTG
TAGAAAGAGGGTTTTTATACAAGGAAAACTGGTATCCTCAGAGACAGCTGGTAATTCC
AGCTAAGTACTGTGTAAGGCTCTTTAGCCCATGATCATCCTAGTGGCCATGCTGGGGTG
AACAGGACCAAAGACTGTTTGGAGAAGTCCTTCCACTGGGAGGGAATGGGCAAGGAC
GTTTCTACCTAATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

B2.5

14

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCCCACACTGGGGAGCGGCCCTACAAATGCCCCATC
TGTGAGAAACGCTTTGCCCAGAGCTCCAGCACCAACCAGCAAGAGCAGATCCATGGTT
GCAGAGAGGTCCCAAATTCCCCAACAGCGCAGGAGGCTTCAGCCACAGCTTGGACCTT
CCTGACCACCAGAGATCCCACGCAGCATGAAATCTGGGCTGCTACCCCACCCCCAAGT
ATGTGGGACCCCTCCCCACTAAGTCACAATATCTGGGGTCAGAGGAAGGAGAGTGCCA
AGGCTGTGGGTTTGGAAGGCTCTGGAGGTGGTGGAATAAGGGTTTGTCTGCACTGGGG
AAAGCCAACTAGCATAGCTGTCCCGGTGTAACTACTCCACTCTAGCTATTCCCATGTAA
CTATCCCACTCTAACTGTCCTGGTGTAACTACCCCACTCTGGCTAGTCCTGATGTAGCA
TAGCTATTCCCACATAACTACCCTGCTTTAGCTGTTACACTGGAACAGCTACAGGGCAG
TGGAATTACCCCGCTCTAACTTTTTTGGCGTACCCATCCTGCTCGAGCCGTTCTGGTGT
GCTGTAGCTGTTCCAATGTAACTAACCCACTCTACCTCGCCTGGTGTAATGTCAGCTAA
TCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

B3.1

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATTAGAGTGCCCAGGGTGGGCGCTACACTCCAATGTGCT
CTGGTGCATCTCATGTTCAGTCCTCCTTTTCCCACAACAGAGGGTGGCAACACCAGTAG
GACTAAGATGGCACTTCAGGGCATGCATGATCACCTCTGTGTGAGGAGAGACCTTGGC
CAGTAGAGGCACCTGGACAGTTTCCTGATTAGTGGGTGGATCATTTATCCCAATTTCAC
TCATTCCATAGTGTGTGGAAGAAAGAAGTGCAAGCATGGACAGAGCTCTTCCTCTCCG
CCACCCCTAATCCTTGACACCCCAGGATATCCGTCAGAGCTTTGCGAATA

B3.2

34

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATTAGCCGTACCGATTTAAGCCGATTTCTGCCAAGCTGG
GTTTAAGGGATCTCGAAGCAGCCGCACTTTCGCCGGGGGCTTTTTCGGCCCGCTTTTCC
ACGCAGCTCGAGGCGGCATCCTCGCGGTTTCAAGCTCAGGGGAGAGCGACACCACGTG
TGTGAACGCAACGCCGATCCACCGGCAGCACCCGCCACTGCTTCCCTCAGATGGGTTC
TGAGGTGAAAACCTGGACAGGGACGACACGCCGCTCAATGTCTAGGGGTTAGCTGGC
GCAACGCGGCTCCTCTGACAACCCTCGCGCGATATCCGTCAGAGCTTTGCGAATA

B3.3

24

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCGACGCTGTGGCGATCGATGCACTGGGGGGTCGAT
TTAGCGGGTCTAAAGAAGGCCTACTAAATCGACCGCAGATCACTCTCCTGTCAACTCC
GGTACTCCACCGGAATGAGAAGAGTAAGGGAAGTCGACTGGAGAGCGTCTCTCGTTG
ACGTAACGTGGTTTAGACACCCCAGTAAGTCGACCTAAGCTACGTCGACTCCAGCTAC
ATTATTCACATAGCTGGAGTTGCATAACTTAGATCGATTTACCCCCGTAGTGTAGACAA
GGCCTCTGAGATGGGAAAAGACCTTTTAGGTGAACTAATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT
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A

B4.1

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCCCACTTCTATGGGCGTGGGCCTGTATTGCCTTGGA
CCAGTGGGTGCTACGCACAATAGCATTAGGATACATCCTTCAGTTTTGTTGTTCCCTCT
CTTTCTCACACCTCTTCAGGGACTCTTTTCATGGGCAACTTCTAGCCCAAGAAGTGCAA
TTGCTCCTAAGGATGGGAGCAGTGGAAGAGGTTCTGCCATTGTTAAGGGATATTTCCT
AATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

B4.2

11

ATTCGCAAAGCTCTGACGGATATCCCACATGTCCCAGCACTCCCACCTGGGCATGGGA
CTAGGGATTTTACTGCTGTCTTCTTAGACTCCCCACGCGTTAGCAAATGCAGATGGCAG
GTGTGCCACCCCCCCTTCCACCATCACTGCGGTCTAGGATCTCTTCCCTGCTGGAGACC
CTCATGGGGCGACCGGTGACCCCCGCTGGCCCCTTATGTCACCTCAGGCGGGAAACCT
AATCCGTCAGAGCTTTGCGAAT

Supplementary Table 3. AIMS band sequences. Bands obtained from AIMS were
purified, re- amplified and cloned (B1-B4). 5 clones for each band were sequenced. Several
different sequences were obtained from each band.

34




	Portada 
	Contenido
	Introducción
	Antecedentes
	Justificación 
	Hipótesis   Objetivos
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones
	Perspectivas 
	Materiales y Métodos
	Referencias 



