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GLOSARIO

B-lll tubulina: Proteina perteneciente a la familia de las tubulinas. Conforma los

microtubulos en células neuronales inmaduras.

Acetilcolinesterasa: Enzima cuya funcién es hidrolizar la acetilcolina después de

haber permitido la transmision de la sinapsis.
Alelo: Cada una de las alternativas de un gen.

Andrégenos: Hormonas sexuales masculinas. Estimulan el desarrollo de los

caracteres sexuales.
Angiogénesis: Formacion de vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes.

Anticuerpo: Proteina producida por el sistema inmunoldgico que interacciona sobre

un antigeno en un sitio especifico denominado epitope.

Antigeno: Sustancia que induce la produccién de anticuerpos por parte del sistema

inmunologico.

Apoptosis: Proceso de muerte celular programada, desencadenada por sefales

celulares controladas genéticamente.

Aromatizacion: Produccion de estrégenos a partir de andrégenos mediante

aromatasa.
Axones: Prolongacion del cuerpo neuronal por la cual circulan impulsos nerviosos.

Caveolina: Proteina que conforma a las invaginaciones de la membrana

plasmatica.
Célula endotelial: Tipo celular plano que recubre los vasos sanguineos y capilares.

Células de Leydig: Células presentes en el estroma testicular, su funcién principal

es la produccién de andrégenos.

Células de Sertoli: Células presentes en los tabulos seminiferos testiculares.

Brindan soporte estructural y metabdlico durante la espermatogénesis.



Células germinales: células precursoras de los gametos femeninos y masculinos.
Células glia: Células de soporte del sistema nervioso.

Células somaticas: Células que conforman tejidos y érganos, no forman gametos

y se dividen por mitosis.

Cordones medulares: Formados por células epiteliales en la region medular de la

gonada bipotencial, su desarrollo dara lugar a la formacion de tibulos seminiferos.

Cordones seminiferos: Se forman a partir de los cordones sexuales medulares en

testiculos.
Cresta gonadal: Region donde se desarrollan las gonadas.

Cresta neural: Estructura que se desarrolla durante el cierre del tubo neural.
Mantiene alta capacidad migratoria la cual es esencial durante el desarrollo de la

mayoria de los 6rganos.

Cromosomas sexuales: Cromosoma que posee genes responsables de la

determinacion del sexo.
Desarrollo embrionario: Periodo desde la fecundacién hasta el nacimiento.

Determinacién sexual: Mecanismo molecular que establece el sexo del

organismo.

Determinaciéon sexual ambiental: En este tipo de determinacion, el sexo de la

progenie esta condicionado por factores fisicos o sociales.

Determinacién sexual genética: La presencia de cromosomas sexuales

heteromorfos establece el sexo de la progenie.

Determinaciéon sexual por temperatura: El sexo de la progenie se encuentra

condicionado al efecto de la temperatura durante el desarrollo embrionario.



Diferenciacion sexual: Proceso que involucra redes de regulacién génica y
hormonal que promueven la formacidn de ovarios o testiculos a partir de una gonada

bipotencial.

Embriogénesis: Proceso que conduce a la formacién de un organismo pluricelular.

Formado por 4 fases: segmentacion, gastrulacién, neurulacion y organogénesis.

Epitelio celomico: Conjunto de células epiteliales que recubren la cavidad

celémica.

Esteroidogénesis: Conjunto de reacciones metabdlicas que propician la sintesis

de hormonas esteroides.

Estradiol: Hormona esteroide, importante en el desarrollo y mantenimiento de los

caracteres sexuales femeninos.
Estroma: Tejido conjuntivo con funcién de soporte.
Exones: Regiones de la secuencia del gen que se expresan.

Etapas de desarrollo: Clasificacion artificial con finalidad de dividir el desarrollo
embrionario en diferentes estadios de acuerdo con las caracteristicas del embridn

en desarrollo.

Factores de crecimiento: Son proteinas de regulacién fisiolégica, que propician la

proliferacion, diferenciacion, motilidad, migracién y sobrevivencia celular.

Factor de transcripcion: Proteinas necesarias en la expresién de un gen o grupo
de genes. Interaccionan con regiones especificas del ADN con efectos de aumento

o disminucion de la transcripcion.

Fibroblastos: Tipo celular encargado de la sintesis y mantenimiento de la matriz

extracelular, presente en el tejido conjuntivo.

Goénada bipotencial: Goénada con la capacidad de desarrollarse en testiculo u

ovario, dependiente de la regulacién génica.



Génada diferenciada: Organo reproductor establecido como testiculo u ovario.

Heterogamético: Con presencia de cromosomas sexuales de ambos tipos. Por

ejemplo, XY y ZW.

Histologia: Parte de la biologia que estudia la estructura y las caracteristicas de los

tejidos.

Homogaméticos: Que presentan ambos cromosomas sexuales del mismo tipo. Por

ejemplo, XX o0 ZZ.

Inmunohistoquimica: Procedimiento histolégico que se basa en el uso de

anticuerpos para la identificacién de marcadores antigénicos en los tejidos.

Isoformas: Diferentes formas de la misma proteina. Originados por splicing

alternativo, genes relacionados o diferencia en la maduracion del mRNA.

Lamina basal: Matriz extracelular formada por proteinas fibrosas, proteoglicanos y
glucosaminoglicanos. Delimita el tejido epitelial y es importante en la sefializacion

celular.

Saco vitelino: Membrana extraembrionaria que provee de nutrientes y oxigeno al

embrion.
Mesonefros: Sistema renal formado durante el desarrollo embrionario.

Microtubulos: Uno de los 3 flamentos que componen al citoesqueleto. Participan
en movimientos celulares, transporte intracelular y se encargan de dar forma a la

célula.

Modificacion postraduccional: Es un cambio quimico ocurrido en una proteina

después de su sintesis en el ribosoma.
Motilidad celular: Habilidad de una célula para moverse.

NeuN: Marcador de nucleos neuronales maduros, también denominado Fox3.



Neuronas extrinsecas: Somas presentes fuera del 6rgano diana al cual se dirigen

los axones.

Neuronas intrinsecas: Neuronas con presencia de somas al interior de 6rganos

como el estbmago, el intestino, corazon y goénadas.

NGF: Proteina presente en el sistema nervioso necesaria para la supervivencia y

desarrollo de neuronas durante el periodo embrionario.

Notocorda: Se conforma de células derivadas del mesodermo. Formando un
cuerpo flexible en forma de vara y se encuentra en los embriones de todos los

cordados.
Ovario: Organo reproductor femenino.

Periodo termosensible: Lapso durante el desarrollo embrionario en el que la

temperatura ejerce efecto sobre el sexo del embrion.

Proliferacion celular: Incremento en la cantidad de células por eventos de division

mitotica.

Proporcion sexual: Proporcion de hembras respecto a machos y viceversa en una

poblacion.

Receptores: Proteinas ubicadas generalmente en la membrana celular. Su
interaccién con moléculas especificas desencadena mecanismos de respuesta

celular.

Reproducciéon sexual: Modo de reproduccion donde se involucran dos
progenitores, cada progenitor aporta un gameto con la mitad de informacion

genética que poseera el nuevo organismo.

Seleccion natural: Mecanismo evolutivo, establece la seleccion de rasgos
genéticos que favorecen la supervivencia y reproduccion de las especies mejor

adaptadas.



Sexo genético: Se establece mediante la carga genética sexo especifico durante

la fecundacion.

Sexo gonadal: Establecimiento del desarrollo del ovario y testiculo a partir de una

gonada bipotencial.

Sexo somatico: Etapa donde se lleva a cabo el desarrollo y diferenciacién de los

tractos sexuales y organos reproductores externos.

Sistema nervioso: Red compleja de células encargadas de dirigir, supervisar y
controlar las funciones y actividades de los organismos. Se divide en sistema

nervioso central y periférico.

Sox9: Factor de transcripcion involucrado en diferentes procesos de desarrollo. En

gonadas se ha relacionado con el establecimiento de los tibulos seminiferos.
Splicing: Proceso de corte y empalme durante la maduracion del mRNA.

Sry: Gen ubicado en el cromosoma sexual Y. Ha sido identificado como el gen

responsable de la determinacion sexual en machos.

Temperatura: Mide la energia cinética de las moléculas de un cuerpo. Es medible

mediante un termémetro.

Temperatura de incubacién: Temperatura a la cual se desarrolla la progenie

durante el estadio embrionario.

Temperatura feminizante: Temperatura en la cual se obtiene un 100% de

hembras.

Temperatura masculinizante: Temperatura en la cual se obtiene un 100% de

machos.
Testiculo: Organo reproductor masculino.

Testosterona: Hormona sexual masculina.



Tubo neural: Estructura presente en los embriones, a partir de esta se origina el

sistema nervioso central.
Vasculogénesis: Formacion de vasos sanguineos a partir de células precursoras.

VEGF: Proteina de regulacion fisiologica de la vasculogénesis y angiogénesis.

Estimula la proliferacion, sobrevivencia y motilidad de las células endoteliales.



RESUMEN

Durante la diferenciacion sexual gonadal resalta una arquitectura diferente del
estroma y la migracion de células desde el mesonefros al interior de la gbnada,
encontrando una organizacion disimil entre el testiculo y el ovario. Observaciones
con microscopio electrénico sobre el desarrollo gonadal en Lepidochelys olivacea,
evidencio la presencia de axones en estadios tempranos del desarrollo ovarico. Sin
embargo, la formacién de estructuras como los cuerpos precursores de neuronas y
precursores de vasos sanguineos se mantienen dentro de un panorama no aclarado
en el desarrollo gonadal de especies con Determinacion Sexual por Temperatura
(DST).

En este trabajo, se determind mediante inmunofluorescencia la disposicion
morfolégica de la inervacién y del endotelio vascular durante la determinacion y
diferenciacion sexual. Ademas, mediante RT-PCR de punto final, se evaluaron
perfiles de expresion de factores moleculares involucrados en el establecimiento de
ramas nerviosas y vasculares durante el desarrollo gonadal de embriones de L.

olivacea.

Los axones se marcaron usando el anticuerpo anti-B-Ill tubulina. Se identificaron
nervios ingresando a la gbnada durante la determinacion sexual. En ovarios, los
axones se ubicaron mayormente en la médula, mientras que, en el testiculo, la
inervacion se encontré asociada al epitelio celémico. El anticuerpo anti-caveolina-1
marcO células endoteliales, mostrando diferencias en la disposicion de vasos
sanguineos en testiculos y ovarios diferenciados. La expresion de NGF, fue similar
durante la diferenciacion sexual y disminuye Unicamente en testiculos. Ademas,
durante la determinacion del sexo, la expresion de las isoformas VEGF-A121 Y 165
fue significativamente mayor a temperatura feminizante, respecto a temperatura
masculinizante. Este trabajo establece las bases sobre la implicacion del sistema
nervioso y vascular en la determinacion y diferenciacion de la gbnada. Ademas, la
expresion dimérfico temprana de VEGF establece un precedente sobre la influencia

de la temperatura en la produccién de factores angiogénicos.
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ABSTRACT

During gonadal sex differentiation, the architecture of stroma and cell migration from
mesonefros to the gonad differs in the testis and ovary. Based on electron-
microscopic observations of gonadal development in Lepidochelys olivacea, axons
have been observed in the early stages of ovarian development. However, in the
developing gonad of species with temperature sex determination, the formation of
structures, such as the precursor to neurons and precursors to blood vessels,

remains unclear.

The morphological disposition of the innervation and the vascular endothelium was
determined by immunofluorescence during sex determination and sex
differentiation. Using RT-PCR, we evaluated the expression profiles of molecular
factors involved in the establishment of nerves and vascular branches, during the

gonadal development of L. olivacea.

The axons were marked with the anti-p-11l tubulin antibody. Nerves entering the
gonad were identified during sex determination. In ovaries, the axons were mostly
located in the medulla, whereas in the testicle, innervation appeared to be
associated with the coelomic epithelium. The anti-caveolin-1 antibody marked
endothelial cells, showing differences in blood vessel arrangement in testes and
ovaries. The expression of NGF was similar during sex differentiation and decreased
only in testes. Besides, during sexual determination, the expression of VEGF-A121
and 165 isoforms was significantly higher at feminizing temperature, than at
masculinizing temperature. This work establishes the basis of the nervous and
vascular system's involvement in the determination and differentiation of the gonad.
Furthermore, the early dimorphic expression of VEGF sets a precedent for the

influence of temperature on the production of angiogenic factors.
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INTRODUCCION

Reproduccion sexual

La reproduccion sexual es un proceso biologico ampliamente difundido entre los
seres vivos del planeta. En este modo de reproducciéon se involucran dos
progenitores. Cada progenitor aporta un gameto con la mitad de informacion
genética que tendra el nuevo organismo. De la unién de los gametos masculino y
femenino se forma el cigoto, que se desarrolla hasta convertirse en un nuevo
individuo. Este tipo de reproduccién permite la variacion por recombinacion

genética.

El establecimiento del sexo es definido a través de tres etapas secuenciales: El sexo
genético, el sexo gonadal y el sexo soméatico. El sexo genético se refiere a la carga
genética dimérfica entre hembras y machos desde la fecundacion. Mientras que, el
establecimiento del sexo gonadal se refiere a los procesos moleculares y
hormonales que llevan a la gbnada histolégicamente indiferenciada a desarrollarse
como testiculo u ovario. Por otro lado, durante la etapa somatica se lleva a cabo el
desarrollo y diferenciacién de los tractos sexo-especificos, asi como de, los 6rganos
reproductores externos y caracteres sexuales secundarios (Diaz-Hernandez y
Merchant-Larios 2017).

Estrategias de Determinacién sexual

Actualmente, se conocen dos estrategias de determinacion sexual: genética y

ambiental.

La Determinacion Sexual Genética (DSG) se caracteriza por la presencia de
cromosomas sexuales. Esta ha sido reportada en mamiferos euterios, aves y
algunos reptiles. En mamiferos, la DSG esta presente por la carga de cromosomas
sexuales X-Y. Ademas, se ha demostrado que la presencia del gen Sry, ubicado en
el brazo corto del cromosoma sexual Y, induce el aumento de expresion del gen
Sox9. El cual, es el encargado de iniciar una cascada de expresion génica en el

desarrollo testicular. Mientras que la ausencia del gen Sry en las hembras
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desencadena el desarrollo ovarico (Kanai et al., 2005). Es asi como la presencia o
ausencia del cromosoma Y durante el establecimiento del sexo cromosémico
condiciona al desarrollo testicular u ovarico en el feto (Diaz-Hernandez y Merchant-
Larios 2017). Por otro lado, aves y algunos reptiles presentan cromosomas sexuales
denominados Z-W. Siendo los machos homogaméticos (Z-Z) y las hembras
heterogaméticas (W-Z) (Merchant-Larios, 2001)

La segunda estrategia es la Determinacion Sexual Ambiental (DSA). Esta ocurre en
un periodo de tiempo durante el desarrollo embrionario y se encuentra regulada
mediante factores fisicos o sociales (Merchant-Larios, 2001). Se ha registrado en
una amplia variedad de especies incluyendo peces, anfibios y reptiles (Colina y
Moncada, 2007). La mayoria de las especies con DSA carecen de cromosomas
sexuales (Crews et al., 1994) por lo que, la determinacion del sexo depende de
variables como la proporcion sexual de la poblacién, la humedad o la temperatura,

siendo esta Ultima la mas estudiada.

Determinacion sexual por temperatura (DST)

Los primeros estudios realizados que demostraron la influencia del ambiente sobre
el sexo de la progenie se realizaron en las primeras décadas del siglo XX. A partir
de sus estudios con urodelos, Uchida (1937) y Yoshikura (1959) demostraron que
la temperatura del acuario determina el sexo de larvas en especies de anfibios como

Hynobius retardatus.

En el caso de los reptiles, el primer trabajo experimental que registré la influencia
de la temperatura en la determinacion sexual fue realizado por Risley (1933). Quien
incubd huevos de la tortuga Sternotherus odoratus a 30°C, los cuales intercambi6 a
temperaturas inferiores durante el desarrollo embrionario, encontrando reversion
sexual de ovarios a testiculos. Por otro lado, Charnier (1966) registro la temperatura
en nidos de la especie de lagartija Agama agama encontrando una correlacion entre
la temperatura y la proporcion sexual de la progenie. Estableciendo asi que a
temperaturas de 27°C se desarrollaban principalmente hembras, mientras que a

30°C machos.
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Estudios en otras especies confirmaron que la temperatura de incubacion determina
el sexo en todas las especies de cocodrilos, algunas lagartijas y varias especies de
tortugas, incluyendo a todas las especies de tortugas marinas: Caretta caretta
(Yntema y Mrosovsky, 1980), Chelonia mydas (Miller y Limpus, 1981), Dermochelys
coriacea (Benabib-Nisenbaum, 1984), Eretmochelys imbricata (Dalrymple et al.,
1985) y Lepidochelys olivacea (Asis-Silva, 1986; McCoy et al., 1983).

Partiendo de esto, se han publicado trabajos donde se aborda la DST desde
distintos aspectos: implicaciones evolutivas (Bull, 1983), conservacionistas
(Mrosovsky e Yntema, 1980) y de determinacion sexual (Merchant-Larios vy
Villalpando-Fierro, 1990; Merchant-Larios et al., 1989; Merchant-Larios et al., 1997,
Torres-Maldonado et al., 2002)

Determinacién sexual en Lepidochelys olivacea

Lepidochelys olivacea es una tortuga marina con determinacion sexual por
temperatura (Asis-Silva, 1986). Estudios de laboratorio han demostrado que la
incubacion de embriones a 26°C - 28°C favorece la determinacion de machos,
siendo de 100% la proporcion sexual en las crias. Mientras que, a 32°C - 33°C el
sexo resultante de la progenie es de 100% hembras (McCoy et al. 1983; Wibbels et
al., 1998). Estableciendo asi la temperatura masculinizante (TM) y feminizante (TF),
respectivamente. Ademas, en trabajos posteriores se logré6 determinar que
embriones incubados a TM presentan un desarrollo mas lento respecto a embriones
incubados a TF (Merchant-Larios et al., 2010).

Periodo termosensible en Lepidochelys olivacea

Cabe destacar que la temperatura, ejerce efecto sobre el sexo del embridn,
Gnicamente en un intervalo de tiempo denominado Periodo Sensible a la
Temperatura (PST). Para establecer el inicio y las dimensiones temporales del
periodo termosensible se han realizado experimentos, en los cuales, se incuban
nidos inicialmente a TM o TF y son intercambiados a temperatura contraria en
diferentes etapas del desarrollo. En el caso de Lepidochelys olivacea, se ha

registrado que embriones incubados a TM presentan el PTS entre las etapas 23, 24
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y 25. Mientras que, embriones incubados a TF el PTS se ubica entre etapas 24, 25
y 26 (Figura 1) (Merchant-Larios et al., 2010).
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Figura 1. Gréafico que muestra el inicio y las dimensiones temporales del periodo termosensible de
Lepidochelys olivacea. A 26°C se observa que el periodo termosensible abarca desde la etapa 23
con una respuesta del 100% al tratamiento feminizante, en la etapa 24 con 35% de respuesta y 0%
en etapa 25. Por otro lado, en organismos incubados inicialmente a 33°C el periodo abarca desde la
etapa 24, pasando por la etapa 25 y culmina a inicio de la etapa 26 donde no se observa respuesta

al tratamiento masculinizante (Tomado de Merchant-Larios et al., 2010).

Sexo gonadal en Lepidochelys olivacea

La determinacion sexual es el proceso inicial que dirige los mecanismos
moleculares que propician el establecimiento del sexo. Mientras que, la
diferenciacion sexual gonadal es un proceso complejo que involucra redes
reguladoras génicas y hormonales que promueven la formacién de ovarios o

testiculos a partir de gonadas indiferenciadas (Merchant-Larios. 2001)

El estudio sobre la determinacion y diferenciacion de la gbnada en mamiferos, aves
y reptiles ha demostrado que existe una conservacion en los procesos involucrados
durante el establecimiento del sexo. Es posible identificar similitudes en la formacién
de la cresta gonadal, la migracion de las células germinales y la histologia ovarica

y testicular (Merchant-Larios et al., 1989). Ademas, existe similitud en los
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mecanismos moleculares y celulares involucrados en el desarrollo de los 6érganos
reproductores. Por ejemplo, genes que participan en la determinacion del sexo en
Lepidochelys olivacea han sido reportados en otras especies con DST y DSG. Como
son: Sox9 (SRY-Box 9) y Dmrtl (Doublesex and mab-3 related transcription factor
1) (Picard et al., 2015) implicados en la diferenciacion del testiculo y FoxL2
(Forkhead box L2) y Rspol (R-spondinl) en la diferenciacion del ovario (Shoemaker
et al., 2009).

Formacién de la cresta gonadal en Lepidochelys olivacea

La formacion de la cresta gonadal en Lepidochelys olivacea inicia alrededor de la
etapa 22 de desarrollo embrionario, aproximadamente a los 20 dias de incubacion
a TMy 12 dias de incubacién a TF. Se ubica a lo largo del borde ventromedial del
mesonefros, a ambos lados del intestino posterior, ventralmente respecto a la aorta

dorsal, la notocorda y el tubo neural (Merchant-Larios et al., 1989).

La gbnada se forma por la proliferacién de dos tipos celulares somaticos: 1) células
epiteliales presentes en cordones medulares y epitelio celomico y 2) células del
estroma (células mesenquimaticas, fibroblastos, vasos sanguineos, etc.). El origen
de las células epiteliales en la médula se da por la migracién de estas desde el
epitelio celdmico en un proceso de division asimétrica (Diaz-Hernandez et al., 2012).
Mientras que, el estroma se forma por la invasion de vasos sanguineos y células

estromaticas desde el mesonefros.

Otro componente celular de la gbnada son las células germinales primordiales
(CGP). Estas son distinguibles de las células sométicas vecinas por ser mas
grandes y presentar una forma redondeada (Figura 2). Una vez diferenciados los
organos sexuales, las células germinales mediante divisiones meiéticas formaran a
los gametos femeninos (ovocitos) y masculinos (espermatozoides) (Merchant-
Larios et al., 1989)

El origen de las CGP en Lepidochelys olivacea es extragonadal. Las CGP siguen
un camino migratorio semejante al descrito en mamiferos (Byskov, 1982) y otras

especies de tortugas marinas como Caretta caretta (Fujimoto et al., 1979). Se
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detectan primero en el endodermo del saco vitelino, después pasan al mesenterio
del intestino posterior y finalmente llegan a la regidén urogenital (Merchant-Larios et
al., 1989) (Figura 2).

Figura 2. Células germinales (*) de Lepidochelys olivacea siguiendo la ruta migratoria hacia la cresta
gonadal. A) micrografia donde se observa el intestino posterior (hg), la aorta dorsal (da), la notocorda
(no) y el mesenterio (recuadro punteado). B) Micrografia a mayor resolucion de la imagen A; se
aprecian células germinales en el mesenterio del intestino posterior y en la regién de la cresta

gonadal. Imagen tomada de Diaz-Hernandez et al., 2012.

Génada indiferenciada de Lepidochelys olivacea

En la etapa 24, aproximadamente a los 34-36 dias de incubacion a TM y 18-20 dias
a TF se muestra la tipica gonada indiferenciada. Es posible distinguir dos areas, la
corteza y la médula con capacidad de diferenciarse potencialmente en ovarios o
testiculos, respectivamente. Estas dos areas son altamente identificables debido a

su topografia, morfologia e histologia (Merchant-Larios et al., 1989).

La corteza estd formada por un epitelio celémico cubico simple. Mientras que la
médula presenta dos compartimientos, los cordones medulares y el estroma. Los

cordones sexuales primarios se observan como una condensacion de células
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epiteliales, mientras que, en el estroma se ubican fibroblastos y vasos sanguineos
gue invaden la médula de la gonada desde el mesonefros (Figura 3) (Merchant-
Larios et al., 1989). Ambos epitelios tanto el celémico como los cordones medulares

se encuentran recubiertos por una ladmina basal (Chino-Palomo, 2017) (Figura 4).

Figura 3. Goénada correspondiente a un embrién incubado hasta los 19 dias de desarrollo,

encontrandose en etapa 24. Se observa una gonada histolégicamente indiferenciada, donde es
distinguible el epitelio celémico superficial (ECS), los cordones medulares (Cm), el espacio

estromatico (E) con vasos sanguineos (Vs) y células germinales (CGP) inmersas en el epitelio

celémico superficial.

Pagina | 9



Figura 4. A) Epitelio celdmico superficial de gonadas indiferenciadas en embriones de etapa 24, se
observa un vaso sanguineo proximo a la corteza de la génada. B) Micrografia a mayor resolucion de
la imagen A, se observan numerosas fibras de coldgeno (Fc) que componen a la lamina basal

inmersas en el estroma rodeando al epitelio celdmico. Ademas, parte de una célula endotelial (C E).

Gonada diferenciada en Lepidochelys olivacea

Los primeros indicios histolégicos de diferenciacion sexual se observan en machos
durante la etapa 25; la formacion de cordones testiculares y la reorganizacion de la
corteza como un epitelio plano monoestratificado evidencian el desarrollo testicular
(Figura 5A). Por otro lado, en los ovarios los primeros indicios de diferenciacion se
dan en etapa 26, pero se hacen mas evidentes en etapa 27, donde se observa un
epitelio celomico engrosado y la fragmentacion de los cordones medulares (Figura
5B) (Merchant-Larios et al., 1989; Chino-Palomo, 2017).
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Figura 5. Gonadas de embriones en etapa 27. A) Testiculo diferenciado, se observan cordones
sexuales conspicuos con numerosas gotas lipidicas hacia el interior de estos, rodeando se encuentra
el espacio estromatico con varios fibroblastos y vasos sanguineos. La corteza se observa como un
epitelio monoestratificado con algunas células germinales. B) Ovario diferenciado; entre las
caracteristicas mas resaltantes se observa una corteza engrosada en la que se encuentran
numerosas células germinales, en la regiébn medular se distinguen cordones medulares
fragmentados y el espacio estromatico.

Influencia del estroma en la diferenciacion sexual de la génada

Poco se sabe de la influencia del tejido estromatico sobre la diferenciacion sexual
de la gbnada. Los estudios en especies con DSG han dado algunas pistas sobre la
importancia del estroma en la estructura de los testiculos. Sin embargo, en especies
con DST, los estudios han sido enfocados mayoritariamente al papel que juegan los
epitelios y las CGP durante la diferenciacion sexual gonadal (Merchant-Larios et al.,
1989).

En raton, estudios han evidenciado que las gonadas aisladas e incubadas in vitro
desde los 11.5 dpc, durante 7 dias, con y sin mesonefros unidos, presentan
diferencias estructurales. Los testiculos incubados sin mesonefros no desarrollan
cordones sexuales diferenciados (Figura 6). Sin embargo, cuando son cultivados
con un mesonefros de un embriébn donante masculino o femenino, los testiculos
desarrollan cordones de apariencia normal (Figura 6). Ademas, los testiculos que
se cultivan junto a una regiébn mesonéfrica, pero separados por un filtro permeable,

no desarrollan cordones normales (Buehr et al., 1993). Por otro lado, cuando se
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injertan testiculos en regiones mesonéfricas de ratones portadores de un marcador
transgénico, el marcador se encuentra en algunas de las células mioides
peritubulares y otras células intersticiales de los testiculos, pero no en Sertoli o
germinales. Por lo cual, al menos en ratdn, las células migran de la region del
mesonefros a la gbnada, contribuyendo asi a la poblacion de células del estroma,

siendo esta una condicion necesaria para el establecimiento de la estructura normal

de los cordones sexuales (Buehr et al., 1993).

Figura 6. Experimento de cultivo de génadas XY de ratén. A) Se observa la estructura de los
cordones sexuales en génadas cultivada con mesonefros. B) Imagen a mayor resoluciéon de los
cordones medulares, es posible distinguir células de Sertoli (s), peritubulares (P) vy
prospermatogonias (PSG). C) Imagen correspondiente a una génada XY cultivada sin mesonefros,
no es posible distinguir la estructura testicular. D) Imagen a mayor resolucién de C, donde no se

aprecian células diferenciadas. Tomado de Buehr et al., 1993.

En Lepidochelys olivacea, dos estudios con génadas en cultivo podrian sugerir que
las células estromaticas migran desde la region mesonéfrica. En el primer estudio,
se report0 la falta de estructura en los cordones medulares, mostrando un desarrollo
plano y el enrollamiento de la génada hacia el lado mesonéfrico donde se realizo el
corte (Merchant-Larios y Villalpando-Fierro, 1990). En el segundo, las gonadas
masculinas si formaron cordones medulares definidos, pero mantenian un menor
tamafio (Moreno-Mendoza et al., 2001). Esto podria sugerir, que la falta del
mesonefros en el primer estudio propicié la fallida estructura de las gbénadas. Por
otro lado, en el segundo estudio, las génadas fueron cultivadas con una porcion del
mesonefros, el menor tamafo podria deberse a la limitada cantidad de células

disponibles para la migracion, sin embargo, no existe evidencia que corrobore esta

Péagina | 12



hipotesis ni que reafirme este origen del estroma gonadal. Por otro lado, los autores,
proponen que la diferencia radica en el microporo ocupado durante el cultivo
(Moreno-Mendoza et al., 2001).

Vasculogénesis y Angiogénesis

Durante el desarrollo embrionario dos procesos dan lugar a la formacion del sistema
vascular: la vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis, es el desarrollo
de vasos sanguineos a partir de células precursoras. Mientras que, la angiogénesis
es la formacién de vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes (Shibuya,
2011).

Vascularizacion de la génada en mamiferos

Durante la diferenciacion sexual en mamiferos, la vascularizacién en testiculos y
ovarios diverge morfologicamente. En la gbnada de ratones XY se sabe que la
vascularizacion implica la migracion de células endoteliales desde el mesonefros a
partir de los 11.5 dpc debido a que es un requisito para la segregacion de los
cordones seminiferos, ya que, si se inhibe la angiogénesis, los cordones testiculares
no se forman (Buehr et al., 1993). Mientras que la gonada XX muestra pocos
cambios morfolégicos durante este periodo, lo que implica la no migracion de
células endoteliales desde el mesonefros (Figura 7) (Coveney et al., 2008; Brennan
et al., 2002).
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Figura 7. A) Esquema donde se muestra la disposicién de vasos sanguineos durante el desarrollo
de gonadas XX y XY en ratén. A los 11.5 dpc, una gran red de células vasculares esta presente
cerca del borde mesonéfrico XX y XY. A los 12.5 dpc, esta red vascular estd ausente en el
mesonefros XY. En contraste, en la génada XX no se muestra algin cambio en la disposicién de
vasos sanguineos. B) Imagenes de inmunofluorescencia donde se puede apreciar el mismo patrén
descrito en A. De lado izquierdo se aprecian gonadas XY a los 11.5 dpc (superior) y 12.5 dpc
(inferior). La presencia de vasos marcados con Lectina (rojo) evidencia la migracion de vasos
sanguineos desde el mesonefros hacia la corteza testicular. A la derecha, gbnadas XX, la marca con

lectina no presenta diferencias entre los 11.5 dpc y los 12.5 dpc. Tomado de Coveney et al. (2008).

El movimiento restringido de células endoteliales en la génada XX sugiere que los
dominios corticales y medulares del ovario ya estdn establecidos durante este
periodo de tiempo, aunque no hay limites morfoldgicos evidentes en el ovario (Yao
etal., 2004). Ademas, el desarrollo vascular de la gbnada XY parece ser el resultado
de la proliferacion y extension de las ramas vasculares en la gonada (Coveney et
al., 2008; Brennan et al., 2002).

Inervacion en la génada

Inervacidén extrinseca e intrinseca de la gonada

Ademas de la presencia de neuronas extrinsecas, los ovarios contienen una
discreta poblacién de neuronas intrinsecas (D’Albora y Barcia, 1996). La inervacion
extrinseca en ovarios de mamiferos se compone de fibras simpaticas y sensoriales

(Burden, 1978). Su funciéon principal es regular el flujo sanguineo, contribuir al
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control de la esteroidogénesis ovarica y al crecimiento folicular (Mayerhofer et al.,
1997). Por otro lado, la funcion de las neuronas intrinsecas no se encuentra
ampliamente estudiada. Sin embargo, en raton se ha dilucidado que son células
derivadas de la cresta neural, las cuales colonizan el ovario diferencidndose en
neuronas o células glia, formando una red neuronal en la médula ovarica (McKey et
al., 2019).

Inervacién en génadas de mamiferos

En mamiferos se ha visto una mayor influencia del sistema nervioso en la regulacion
de las funciones ovaricas, respecto a los testiculos. En un estudio realizado en ratén
se observo la presencia de ramas nerviosas a partir de los 15.5 dpc en la parte
dorsal del mesonefros para ambos sexos (génadas XX y XY). A los 18.5 dpc, la
marca con B-Ill tubulina, (ocupada para el marcaje de nervios) fue mas evidente en
gonadas XX respecto a XY. Finalmente, en ratones neonatos, el ovario se encontrd
altamente inervado, mientras que el testiculo presentd nervios Unicamente en el

epitelio superficial (McKey et al., 2019).

Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas de regulacion fisiol6gica, también
conocidos como factores tréficos. Son producidos por un gran numero de células.
Estimulan la proliferacion, motilidad, diferenciacion y supervivencia de las células
diana. Por lo que desempefian una funcidon importante en la comunicacion

intercelular.

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una proteina de regulacion
fisiologica de la vasculogénesis y angiogénesis. Estimula la sobrevivencia,
proliferacion y motilidad de células endoteliales. VEGF es producido por muchos
tipos celulares, y su estudio ha sido enfocado principalmente en su participacion

durante la vascularizacion de tumores (Ferrara et al., 2003).
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De acuerdo con su estructura, se distinguen cinco proteinas pertenecientes a esta
familia: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. Las cuales realizan
funciones en células diana a través de tres receptores tirosina kinasa: VEGFR-1
VEGFR-2 y VEGFR-3 (Figura 8).

En 1996, se demostré el rol esencial de VEGF-A en la vasculogénesis y
angiogénesis embrionaria. La inactivacion de un alelo Vegf en ratones resultd en
letalidad entre los 11 y 12 dias. Los embriones exhibian anomalias, principalmente
vascularizacion defectuosa en varios 6rganos (Carmeliet et al., 1996). Por lo que,
actualmente se conoce que VEGF-A regula la angiogénesis durante el desarrollo
embrionario mediante los receptores VEFR-1 y VEGFR-2 (Ferrara et al., 2003).

Por otro lado, en experimentos en los que se anulé VEGF-B los ratones nacieron
vivos, sin defectos significativos relacionados con la angiogénesis. Sugiriendo que
estos genes son prescindibles durante la embriogénesis. Sin embargo, presentaron
un defecto de conduccion auricular. Ademas, en otro estudio se encontré que
VEGF-B esté implicado en la proteccidén contra la degeneracion de las neuronas
sensoriales (Ferrara et al., 2003).

La Familia VEGF incluye otras variantes. Por ejemplo, VEGF-E es especificamente
expresada en el veneno de la serpiente Trimeresurus flavoviridis. Y VEGF-F o PIGF

gue es importante durante la formacién de la placenta (Ferrara et al., 2003).

En cuanto a los receptores, estudios en ratones apuntan que VEGFR-1 se expresa
preferentemente dentro de la placenta (Shibuya, 2011). Sin embargo, la
sefializacion y las propiedades de VEGFR-1 podrian ser diferentes dependiendo de
la etapa de desarrollo de los animales o el tipo celular.

VEGFR-2 es el mas frecuente, participa de manera crucial en la angiogénesis
durante el desarrollo y la hematopoyesis, siendo el mayor mediador de los efectos
mitdégenos, angiogénicos y de aumento de la permeabilidad del VEGF (Ferrara et
al., 2003)
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Finalmente, el receptor VEGFR- 3 es especifico para VEGF-C y VEGF-D. Se
expresa en células endoteliales linfaticas y estimula el receptor de la

linfangiogénesis (Alitalo, 2002).

VEGF- E

PIGF
VEGF-B VEGF-A

N/ Yy

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

\/ /

Angiogénesis Linfangiogénesis

VEGF-C
VEGF-D

Figura 8. VEGF y sus receptores. Diagrama sobre las diferentes proteinas que componen la familia

VEGF y sus receptores. Esquema modificado de Shibuya (2011).

VEGF-A

El Factor de crecimiento endotelial A (VEGF-A) es el factor mas estudiado y
considerado el mas importante en el desarrollo vascular. Es una proteina
homodimera de 27 kDa y 232 aminoacidos. Se ha demostrado la existencia de 4
isoformas, producto del splicing de los exones: VEGF121, VEGF165, VEGF189,
VEGF 206 (Ferrara et al., 2003). Conteniendo 121, 165, 189 y 206 aminoacidos
respectivamente (Houck et al., 1991; Pages y Pouysségur, 2005).

VEGF-A funciona promoviendo la angiogénesis, vasculogénesis, el crecimiento de

células endoteliales y su proliferacion, asi como, la migracién celular, la
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permeabilizacién de los vasos sanguineos e inhibicion de la apoptosis (Ferrara y
Davis-Smyth 1997; Mohamed et al., 2004).

Tan importante como esta molécula es para la vasculogénesis, sus receptores son
igual de significativos en los procesos normales y patologicos. De estos receptores,
los més estudiados son VEGFR-1 y VEGFR-2. Se cree que es la union de VEGF-A
a la molécula VEGFR-2 lo que desencadena la cascada de eventos que conducen
a la funcién angiogénica. El VEGFR-1, por otro lado, tiene un papel menos claro e
incluso podria ser inhibitorio de la funcién del VEGF-A (Dvorak 2005).

Ademas, estudios recientes han revelado una asociacion importante entre VEGF-A
y células nerviosas, donde la promocién de VEGF-A permite la regeneracion de
algunas neuronas y ofrece proteccion contra el dafio por hipoxia al aumentar el

crecimiento axonal (Storkebaum et al., 2004).

Factor de crecimiento neuronal (NGF)

Es una proteina presente en el sistema nervioso y otros sistemas del cuerpo
humano, necesaria para la supervivencia y desarrollo de neuronas en el periodo
embrionario. Otra funcibn de NGF consiste en dirigir el crecimiento de las vias
nerviosas hacia 6rganos efectores durante el periodo fetal. Su mecanismo de accién
consiste en la liberaciéon de factores neurotroficos en las areas diana en pequefias
cantidades. Los axones neuronales susceptibles a NGF compiten por el factor,
aguellas neuronas con acceso al factor sobreviven y forman conexiones en estas

areas (Levi-Montalcini y Angeletti, 1963)

Existe evidencia de una influencia directa o indirecta de NGF con la estimulacion de
la angiogénesis (Julio-Pieper et al., 2006). Lo que sugiere que podria tener
implicaciones en el desarrollo y funcion de los Organos reproductores tanto
femeninos como masculinos. El andlisis de las ramas nerviosas, asi como de sus
factores de crecimiento ayudara a dilucidar su participacion en la morfogénesis de

la gébnada.
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Preguntas de investigaciéon
¢La disposicion morfologica de las ramas nerviosas y el endotelio vascular en el

desarrollo gonadal es diferente entre sexos?

En caso de existir diferencias ¢EIl crecimiento de nervios y vasos sanguineos se
encuentra predispuesto por la produccion diferencial de factores de crecimiento en

machos respecto a hembras?

OBJETIVO

Determinar la disposicion morfoldgica de las ramas nerviosas y el endotelio vascular

durante el desarrollo gonadal de Lepidochelys olivacea a TFy TM.

Determinar la expresion de factores moleculares que intervienen en el

establecimiento de las ramas nerviosas y vasculares en la génada de L. olivacea.

ANTECEDENTES

Vascularizacion de la génada en Reptiles con DST

Para Lepidochelys olivacea y especies con DST no existen estudios enfocados al
desarrollo de la vascularizacion durante la gonadogénesis. Observaciones a través
de microscopia de luz y electrénica afirman la presencia de vasos sanguineos en el
estroma de testiculos y ovarios, en embriones incubados a temperatura constante.

Sin embargo, no se ha logrado caracterizar el desarrollo en ambos sexos.

Una posible evidencia de dimorfismo en la vascularizacién de ovarios y testiculos
se dio en gonadas cultivadas de Lepidochelys olivacea. Después de 13 dias de
cultivo (a partir de la etapa bipotencial) a TM, el tejido estromético poseia
abundantes células endoteliales formando vasos sanguineos vacios, distribuidos
entre los cordones medulares. En contraste, a TF las células endoteliales eran
escasas Y el tejido estromatico tenia tejido conectivo fibroso (Figura 9) (Moreno-
Mendoza et al., 2001).
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Figura 9. Génadas de Lepidochelys olivacea cultivadas 13 dias a TM y TF. (A) Parte de un corte
transversal de una génada incubada a TM, que muestra cordones medulares (m), células germinales
(Flechas) y espacios vacios rodeados por células endoteliales (*). B) génada contralateral de
mostrada en A incubada a TF. Se observa el espesor del epitelio superficial (c). 100 um. Tomado de

Moreno-Mendoza et al., 2001.
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La regulacion de factores angiogénicos en la gonada de reptiles podria ser parte
importante de la morfogénesis gonadal. Debido a que, el patron vascular depende
de la expresion de moléculas guia como VEGF, que establecen dominios permisivos
y restrictivos para la ramificacion de las células endoteliales (Gu et al., 2005; Torres-
Véazquez et al., 2004).

Inervacién en génadas de reptiles con DST

En Lepidochelys olivacea la primera evidencia de células nerviosas en el desarrollo
ovarico fue publicada en 1989. Mediante microscopia electronica se observé la
presencia de axones sin mielina cerca de los cordones medulares en génadas de
embriones incubados durante 35 dias a TF (Figura 10) (Merchant-Larios et al.,
1989).

Figura 10. Micrografia de la parte medular de la gbnada. Se observan cortes transversales y

longitudinales de axones sin mielina (*). Ademas, de una terminacion sinaptica con vesiculas (SV).

Micrografia tomada de Merchant-Larios et al., 1989.

Otra evidencia importante en especies con DST, se dio a partir de un estudio, donde
se observé una diferencia en la maduracion de la médula espinal en embriones
incubados a temperaturas constantes, siendo mas desarrollada en hembras

respecto a machos. Ademas, se encontrdé que las fibras nerviosas en gonadas no
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diferenciadas estan anatomicamente asociadas a las regiones sensoriales de la
meédula espinal (Gutierrez-Ospina et al.,1999). Ademas, encontraron un desarrollo
similar en nervios de gonadas marcadas con Acetilcolinesterasa (AChE) en etapa
24 — 26 para embriones incubados en ambas temperaturas. Inicialmente, nervios
positivos a AChE se ubicaron en la region cortical (Etapa 24), mientras que en etapa

26, fueron visibles en la region medular (Gutierrez-Ospina et al.,1999).

Influencia del sistema nervioso en la diferenciacion sexual

Si bien la presencia de células nerviosas ya se habia reportado en especies con
DSG, fue la primera vez que se reportd en especies con DST. Como parte
importante para dilucidar el papel del sistema nervioso en el desarrollo gonadal.
Salame y colaboradores (1999) midieron los niveles de estradiol y testosterona en
la gbénada y en dos regiones cerebrales: Telencéfalo y Diencéfalo/mesencéfalo.
Encontrando una mayor cantidad de estrogeno en el diencéfalo de embriones
incubados a TF. Propiciando la hipétesis de que el sistema nervioso central podria
estar involucrado en el establecimiento del sexo. Sin embargo, tres afios después
se comprob6é que la gonada posee un sistema autbnomo de respuesta a la
temperatura. Esto tras aislar génadas bipotenciales provenientes de embriones en
etapas indiferenciadas: Etapa 23 en embriones incubados a TM y etapa 24 en
embriones incubados a TF. Las gonadas aisladas fueron cultivadas unaa TM y su
contralateral a TF. Mediante Sox9, las génadas fueron sexadas en diferentes dias
de incubacion, encontrando, un desarrollo similar al descrito en la incubacion de
embriones completos (Moreno-Mendoza et al., 2001). Por lo que, el papel de las

células nerviosas en la gobnada de embriones con DST no se encuentra esclarecido.

A pesar de que no existe una caracterizacion sistematica de la inervacion durante
el desarrollo de la gbnada, en especies con DST. La evidencia apunta a que es mas
evidente en ovarios. La disposicion morfologica diferencial del sistema nervioso
podria deberse a una condicidn necesaria en la estructura ovarica. Los estudios en
ratén concluyeron que la inervacién en el ovario es independiente del sexo genético

(McKey et al., 2019), por lo que, no tendria relacion con la determinacién sexual.
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Esta condicién podria ser similar en especies con DST. Siendo condicionada por la

produccion de factores de crecimiento.

METODOLOGIA

Obtencion y manipulaciéon del material biolégico

La colecta de nidos de tortuga marina Lepidochelys olivacea cont6 con el permiso
expedido por la SEMARNAT con oficio nimero SGDPA/DGVS/006606/18. La
primera colecta de nidos se realizo el 23 de enero de 2019 en la playa morro Ayuta,
ubicada en el municipio de San Pedro Huamelula, en el estado de Oaxaca. La
segunda colecta se realizo el 3 de abril de 2019 en playa la escobilla, en el municipio
de Santa Maria Tonameca, Oaxaca. Mediante recorridos nocturnos en playa se
avistaron tortugas en desove. Los nidos encontrados fueron colectados,
empaquetados y enviados al laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM para su correcta incubacion.

Una vez en el laboratorio se realizaron nidos artificiales en cajas de plastico, a los
que se adicion6 vermiculita semihimeda. En dichas cajas se coloc6 un niumero
similar de huevos, los cuales se distribuyeron al azar. Los nidos artificiales se
etiquetaron con los datos de nido, fecha y playa de procedencia, asi como, la
cantidad de huevos y temperatura a la cual se destiné su incubacion; siendo 26°C
(TM) aquella destinada al desarrollo de machos y 33°C (TF) al desarrollo de
hembras.

Diseino de muestreo

Los muestreos se realizaron a los 15, 19, 23, 28, 33 y 37 dias de desarrollo en
embriones incubados a TF y a los 28, 32, 42, 49, 56 y 63 dias de incubacién a TM.
Lo cual, corresponde a las etapas de desarrollo 23, 24, 25, 26, 27 y 28,
respectivamente (Miller et al., 2017). Se obtuvieron complejos urogenitales de tres
embriones por cada etapa de desarrollo estudiada (Et: 23-28), tanto a TM y TF.

Dichos complejos urogenitales se destinaron al estudio del patrén de innervaciéon y
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vascularizacion mediante inmunofluorescencia. Ademas, dos embriones en etapa
23 y 24, de ambas temperaturas, fueron disectados para el estudio de innervacion
mediante inmunofluorescencia in toto. Finalmente, se obtuvo un nimero variable de
gonadas para extraccion de RNA. Esta variacion en la cantidad de embriones
dependi6 del material disponible en el laboratorio y de la disposicion de huevos en

incubacion (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de génadas sobre grupo utilizado en las diferentes etapas de desarrollo de

Lepidochelys olivacea a TM y TF para la obtencion de RNA.

Etapa de desarrollo ™ Goénadas/Grupo  TF Gdbnadas/Grupo
Etapa 23 4 grupos 10 4 grupos 10

Etapa 24 4 grupos 10 4 grupos 10

Etapa 25 4 grupos 8 4 grupos 8

Etapa 26 4 grupos 8 4 grupos 8

Etapa 28 4 grupos 8 4 grupos 8

Obtencion de los complejos urogenitales y procesamiento de tejidos

Inmunofluorescencia en criosecciones

Para los estudios de inmunofluorescencia en cortes transversales, se obtuvieron los
complejos urogenitales mediante microcirugia. Dichos complejos urogenitales se
fijaron en paraformaldehido (PFA) 4% durante toda la noche. Fueron cambiados a
solucion amortiguador fosfato salino (PBS) 1X y se sometieron a concentraciones
crecientes de sacarosa 10, 20 y 30%. Posteriormente, se embebieron en una
solucion de sacarosa 30%/Tissue tek 1:1 (Sakura cat. 62550-12). Al dia siguiente
las muestras fueron incluidas en congelacién en capsulas beem (EMS cat. 70020-

B) embebidas en Tissue tek y guardadas a -20°C.
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Con ayuda de un criostato marca KEDEE (KD-2850) se realizaron cortes
transversales de 25 um de las gonadas previamente incluidas. Los cortes fueron
colocados de forma alternada en 10 laminillas por gonada. Esto asegur6 que cada
laminilla tuviese representacion de la gonada completa. Los cortes de gonadas
pertenecientes a TM y TF fueron colocados en la misma laminilla para favorecer
que las condiciones durante la inmunofluorescencia fueran similares en ambas
temperaturas (Figura 11). Las laminillas fueron sometidas a vacio durante 30
minutos para asegurar la adhesion de los cortes. Finalmente, se mantuvieron en

congelacion a -20°C hasta su posterior uso.
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Figura 11. Representacion esquematica del montado de cortes transversales de génadas sobre
cubreobjetos. Se colocaron cortes de ambas temperaturas en la misma laminilla, en forma alternada.
C: corte.

Inmunofluorescencia anti Sox9 — -1l tubulina

La inervacion se caracteriz6 mediante inmunofluorescencia con el uso del
anticuerpo anti-p-Ill tubulina (Promega cat. G712A), debido a que es un
componente de los microtibulos especifico de células nerviosas. Por otro lado, se
ocupd el anticuerpo Anti-Sox9. Siendo un factor de transcripcion expresado en

células epiteliales de los cordones sexuales, nos permite identificar gonadas
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bipotenciales y testiculos en desarrollo. Aunado a esto, se ha demostrado su
efectividad como marcador de diferenciacion sexual en Lepidochelys olivacea
(Diaz-Hernandez et al., 2012).

Se seleccionaron laminillas previamente ubicadas en el congelador a -20°C. Dichas
laminillas se descongelaron durante 10 minutos. Posterior a ello se transfirieron a
un vaso coplin con PBS 1X y se lavaron durante 5 minutos en movimiento. Para la
eliminaciéon de lipidos se hicieron cambios en alcoholes a concentraciones
crecientes (25, 50, 75 y 100%) y decrecientes (100, 75, 50, y 25%) durante 15
minutos en cada cambio. Al finalizar el paso por alcoholes, las muestras se volvieron
a hidratar con agua corriente. Para la exposicién de antigenos las laminillas se
colocaron en 10 mM de citrato de sodio pH6 a 90°C durante 45 minutos. Pasado
este tiempo, se dejo enfriar y se sustituyd el citrato de sodio con PBS 1X. Para
permeabilizar se ocup6 100 uL de PBS 1X/Triton 0.5% (Bio-Rad cat. 1610407) por
laminilla, durante 15 minutos. Se bloqueo cada laminilla con una solucién de suero

de caballo 10%/ albumina 2%/ tritdbn 0.5% durante 2 horas en incubadora a 30°C.

Al terminar, se incubaron con Bloxall (Vector Laboratories cat: SP-600) 100 uL por
laminilla durante 15 minutos. Posteriormente, se aplicé el equipo de Bloqueo
Streptavidin/biotin (Vector cat. SP-2002); inicialmente se coloc6 el bloqueo de
Streptavidina (100 pL por laminilla, durante 15 minutos) seguido del inhibidor de
Biotina (100 pL por laminilla, durante 15 minutos). Una vez realizado los bloqueos,
se procedi6 a la colocacion del anticuerpo primario Sox9 a 1:1000 diluido en Da
Vinci Green Diluent (Biocare Medical cat. PD900), por otro lado, a los controles
negativos se les afiadio PBS 1X. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS
0.1% Tritén (PBT 0.1%) y un lavado con PBS 1X. Posterior a ello se coloco el
anticuerpo secundario Biotin horse anti rabbit (Vector Laboratories Cat. BA-1100)
1:500 diluido en Triton al 0.5% durante 20 minutos. Cada laminilla se lavé con PBS
1X durante 4 minutos. Se aplicé el acople streptodylight 549 (Vector Laboratories
cat. SA-5549) en dilucion 1:500 con PBS 1X durante 20 minutos. Se procedio a lavar
3 veces las laminillas con PBT 0.1% y una vez con PBS 1X.
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Para la segunda inmunofluorescencia se lavaron las laminillas con PBS 1X. Se
realizo la permeabilizacién con PBT 0.5% durante 15 minutos. El bloqueo se realiz6
con una solucion que contiene suero de caballo al 10%/ albumina al 2%/ Triton al
0.5%, durante 2 horas. Una vez realizado el bloqueo, se colocé el anticuerpo
primario B—Ill tubulina (Promega cat. G712A) 1:100 diluido con Da Vinci Green
Diluent e incubados durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente
se realizaron tres lavados con PBT 0.1% y un lavado con PBS 1X. Se coloco el
anticuerpo secundario Alexa Fluor anti-mouse 488 (Invitrogen cat. A21202) en
dilucién 1:200 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con PBT 0.1% y un lavado con PBS 1X.

Para la tincion de nucleos, a cada laminilla se le adicion6 100 pL de 4 ',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) (Sigma cat. D9542) en dilucion 1:500 durante 15 minutos. Para
eliminar la autofluorescencia se adicion6 el reactivo TRUE BLACK Lipofuscin
Autofluorescence Quencher 20X (Biotium cat. 23007) en dilucion 1:20 durante 2
minutos, seguido de 3 lavados con PBS 1X. Se montaron las laminillas con
Fluoromont (Sigma Aldrich cat. F4680) y fueron selladas con barniz de secado

rapido.

Inmunofluorescencia anti Sox9 - Cav1

Para la observacion de células endoteliales se utilizé el anticuerpo anti-Cav-1 (BD
Transduction Laboratories cat. 610407), el cual ha sido reportado con alta
especificidad en células endoteliales de mamiferos (Bullejos et al., 2002). Su

expresion no ha sido reportada en érganos sexuales de reptiles con DST.

Las laminillas fueron descongeladas durante 10 minutos. Posterior a ello, se
transfirieron a un vaso coplin con PBS 1X y se lavaron durante 5 minutos en
movimiento. Se realizaron lavados en alcoholes a concentraciones crecientes (25,
50, 75y 100%) y decrecientes (100, 75, 50 y 25%). Para la exposicion de antigenos
las laminillas se colocaron en citrato de sodio 10 mM pH6 a 90°C durante 45
minutos. Pasado este tiempo se dejo enfriar y se sustituyd el citrato de sodio con
PBS 1X. Se permeabilizaron con 100 puL de PBT 0.5%, durante 15 minutos. Se
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bloqued cada laminilla con suero de caballo 10%/ albumina 2%/ tritdbn 0.5% durante
2 horas a 30°C.

Al terminar se incubaron con Bloxall (Vector Laboratories cat. SP-6000) 100 uL por
laminilla, durante 15 minutos. Se aplico el estuche de Bloqueo Streptavidin/biotin
(Vector cat. SP-2002). Una vez realizado los bloqueos se procedio a la colocacion
del anticuerpo primario Anti-Sox9 1:1000 diluido con Da Vinci Green Diluent
(Biocare Medical cat. PD900 H, L, M). Por otro lado, a los controles negativos se les
afadio PBS 1X. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBT 0.1% y un
lavado con PBS 1X. Posterior a ello, se coloco el anticuerpo secundario Biotin Horse
anti-rabbit (Vector Laboratories Cat. BA-1100) 1:500 diluido en tritdn al 0.5% durante
20 minutos. Cada laminilla se lavé con PBS 1X durante 4 minutos. Se aplicé el
acople Streptodylight 549 (Vector Laboratories cat. SA-5549) en dilucién 1:500 con
PBS 1X durante 20 minutos. Se procedio a lavar 3 veces las laminillas con PBS 1X.
Para la segunda inmunofluorescencia, se permeabilizaron las laminillas con Triton
0.5% durante 15 minutos. Se bloquearon con una soluciéon de suero de caballo
10%/albumina 2%/ Triton 0.5% durante 30 minutos. Se coloco el anticuerpo primario
anti-Cav-1 (BD Transduction Laboratories cat. 610407) en dilucion 1:50 durante
toda la noche. Se colocé el anticuerpo secundario AlexaFluor 488 anti-mouse
(Invitrogen cat. A21202) en dilucion 1:200. La tincién de ndcleos se realiz6 con DAPI
(Sigma cat. D9542) en dilucion 1:500 durante 15 minutos. Se adiciond el reactivo
TRUE BLACK Lipofuscin Autofluorescence Quencher 20X (Biotium cat. 23007) en
diluciéon 1:20 en etanol 75%. Las laminillas fueron montadas colocando el medio
Fluoromont (Sigma Aldrich cat. F4680), el cubreobjetos y el sellado con barniz de

secado rapido.

Inmunofluorescencia anti NeuN - -1l tubulina

Para la observacién de cuerpos neuronales se utilizé el anticuerpo anti-NeuN
(Sigma cat. MAB377). El cual ha sido ampliamente ocupado en observacion de
somas en el tejido nervioso. Por lo que, se realizé una doble inmunofluorescencia
para la observacion de nucleos neuronales, asi como la disposicion de axones

nerviosos mediante -l tubulina. Las muestras utilizadas fueron cortes
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transversales pertenecientes a embriones incubados a TM y TF de etapa 28. Como
control positivo se ocup0d el tubo neural presente en cortes transversales de

complejos urogenitales unidos en etapa 24 tanto a TM como a TF.

Las laminillas fueron deshidratadas en alcoholes a concentraciones crecientes y
decrecientes. Se realiz0 la exposicion de antigenos con citrato de sodio 10mM pH
6 a 90°C durante 45 minutos. Se permeabilizo el tejido con triton 0.5% y se bloqued
con una solucion de suero de caballo 10%/ albumina 2%/ triton 0.5% durante 2 horas
a temperatura ambiente. Se coloco el anticuerpo primario mouse anti-NeuN (Sigma
cat. MAB377) fue colocado en dilucion 1:1600 en Da Vinci Green Diluent (Biocare
Medical cat. PD900 H, L, M) durante 17 horas. Se realizaron lavados con PBS 1Xy
se coloco el anticuerpo secundario AlexaFluor 488 anti-mouse (Invitrogen cat.
A21202) en dilucién 1:200. Para la segunda inmunofluoresncencia se realizo
nuevamente la permeabilizacion con Triton 0.5% durante 15 minutos. Se sigui6 el
protocolo del estuche de inmunodeteccion de ratén sobre ratén (M.O.M. por sus
siglas en inglés) (Vector cat. BMK-2202), el cual consistio en la preparacion de un
suero de bloqueo compuesto por M.O.M protein concentrate stock solution diluido
en PBS 1X (92% PBS 1X/8% M.O.M). Las muestras fueron fijadas durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se colocé el anticuerpo primario B-Ill tubulina
(Promega cat. G712A) 1:100 diluido con la solucién de bloqueo M.O.M durante 17
horas. Nuevamente se realizaron lavados con PBS 1X y se colocé el anticuerpo
secundario Alexa Fluor anti-mouse 555 (Thermo Fisher Scientific cat. A31570) en
dilucion 1:500 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez terminado el
periodo de incubacion, se realizaron tres lavados con PBT 0.1% y un lavado con
PBS 1X.

Para la tincién de nucleos, a cada laminilla se le adicioné 100 uL de DAPI (Sigma
cat. D9542) en dilucion 1:500, durante 15 minutos. Para eliminar la
autofluorescencia se adicion6 el reactivo TRUE BLACK Lipofuscin Autofluorescence
Quencher 20X (Biotium cat. 23007) en dilucion 1:20 con etanol 75% durante 2

minutos, seguido de 3 lavados con PBS 1X. Se montaron las laminillas con
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Fluoromont (Sigma Aldrich cat. F4680) y fueron selladas con barniz de secado

rapido.

Inmunofluorescencia de los complejos urogenitales completos

Para el analisis de innervacién en génadas in toto, los complejos urogenitales fueron
obtenidos mediante microcirugia. Se realiz6 una fijacion con PFA 4% durante 17
horas. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS 1X para eliminar el exceso
de fijador. Las gonadas fueron deshidratadas con soluciones crecientes de
Metanol/PBT 1% (25%, 50%, 75% y 100%). Y colocadas en metanol 100% a -70°C,
hasta su uso.

Los complejos urogenitales se rehidrataron a concentraciones decrecientes de
metanol/PBT 1% (75%, 50%, 25% y PBT 1%). Posteriormente, se realizé la
exposicion de antigenos mediante citrato de sodio 10 mM pH: 6, durante 45 minutos
a 90°C. Se colocd una solucion de bloqueo que contiene suero de caballo
10%/albumina 2% en triton 0.5%, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las
muestras fueron lavadas 10 veces con PBT 1% durante 30 minutos por lavado. Se
colocé agua oxigenada (ZUUM) durante 30 minutos y se realizaron tres lavados
nuevamente con PBT 1% (10 minutos durante cada lavado). Se coloc6 una solucién
de anticuerpos primarios anti-rabbit Sox9 1:1000, anti-mouse Tuj-1 1:50 (Promega
cat. G712A) diluidos en Da Vinci Green Diluent (Biocare Medical cat. PD900 H, L,
M) durante 17 horas. En el caso de controles negativos se coloc6 PBT 1%.
Nuevamente se realizaron lavados con PBT 1%. Se coloc6 una dilucién de
anticuerpos secundarios que consisti6 en Alexa Fluor Anti-Mouse 488 1:250
(Invitrogen cat. A21202), Anti-Rabbit Cy3 (cat. Z90410) 1:600 y DAPI 1:60 (Sigma
cat. D9542) diluidos en PBT 1%, durante 17 horas. Se procedi6 a lavar las muestras
con una dilucion de albumina 1%/PBT 1%, diez veces durante 30 minutos por

lavado.

Para aclarar los complejos urogenitales se realizaron dos diluciones: 1) 25%
formamida/10% polietilenglicol y 2) 50% formamida/ 20% polietilenglicol. Las

mezclas se realizaron diluyendo la formamida (Sigma-Aldrich cat. F75030) al 50%
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en PBS 1X. El polietilenglicol (Sigma-Aldrich cat. P2139) se diluy6 al 40% en agua
tibia. Para la dilucion uno se agregé formamida al 50% y polietilenglicol al 20% en
proporcion 1:1. Para la dilucion 2 se agrego formamida 100% Yy polietilenglicol al
40% en proporcion 1:1. Se realizaron varios cambios en las diluciones hasta
observar el aclaramiento de las gonadas.

Procesamiento de muestras para analisis de factores de crecimiento

Mediante microcirugias se realizo la obtencion de gonadas destinadas al estudio de
los factores de crecimiento involucrados en la vasculogénesis (VEGF) e inervacion
(NGF). Se destind un numero variable de génadas, dependiendo de la etapa de
desarrollo (Tabla 1). Previo a la microcirugia se realizo la esterilizacion del material
en luz ultravioleta durante 20 minutos. Ademas, el material fue limpiado con alcohol
y toallas RNaseZap (Ambion cat. 9786). Posterior a la microcirugia, las gonadas se
colocaron en tubos de 1.5 ml con RNAlater (Invitrogen AM7020) y se mantuvieron
en refrigeracion a 4°C.

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevé a cabo mediante el protocolo con TRIzol Reagent
(Invitrogen cat. 10296-010 y 10296-028) y Direc-zol RNA miniprep plus (Zymo cat.
R2050). Las gonadas fueron colocadas en un tubo nuevo de 1.5 ml, sin RNAlater.
A dicho tubo se le adicion6 100 pL de Trizol Reagent y se homogenizo el tejido con

ayuda de pistilos de plastico estériles.

Posterior a ello, se complet6 el volumen de 350 uL con Trizol e incubé durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se transfiri6 el homogenizado a una columna
QIAshredder y se centrifug6 a 12,000 rpm durante 2 minutos. Se recupero el eluido
y se agreg6 350 puL de etanol 100%, mezclando con pipeteo. Se transfirid la mezcla
a una columna Zymo-spin IIC Column y centrifugd a 10,000 rpm, descartando el
eluido. Se agreg6 400 uL de RNA Wash Buffer (cat. R1003-3-12) a la columna y

centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto.
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Para el tratamiento con DNAasa se preparé un tubo con 5 uL de DNAsa | + 75 uL
de DNA Digestion Buffer (cat. E1010-1-4) por muestra. La cantidad de enzima y
buffer se calculo de acuerdo con el niumero de muestras procesadas. Se coloco la
mezcla de DNAsa a las columnas e incubé durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se agreg6 400 uL de Direct-Zol RNA PreWash (cat. R2050-2-40) a la
columna y centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto. Se descarto el eluido. Se
agrego 700 uL de RNA WashBuffer (cat. R1003-3-12) a la columna y centrifugé
durante 2 minutos a 10,000 rpm. Se pasoé la columna a un tubo nuevo de 1.5 ml, se
agreg6 un volumen de agua libre de RNAasas y DNasas a la columna y centrifugé

a 10,000 rpm durante 2 minutos.

Una vez extraido el RNA se reviso su integridad mediante electroforesis horizontal
en un gel de agarosa al 1% tefiido con 2 uL de GelRED (Biotium cat. 41003).
Posteriormente, se realizd la cuantificacion del RNA total mediante el uso de

NanoDrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific.

En tubos nuevos y estériles se adiciond 10 uL del RNA extraido, 4 uL de buffer de
carga (Thermo Scientific cat. R0611). Cada tubo obtenido fue cargado en un pozo
diferente del gel. La cAmara se programé a 90 Volts durante 25 a 35 minutos y se
fotodocumento el gel resultante en el transiluminador Alliance MINI HD6 UVITEC
Cambridge.

Sintesis de cDNA

Se preparé en un tubo eppendorf de 0.2 ulL, una mezcla que contenia 1 ug de RNA,
oligo dT (Invitrogen cat. 18418-012) a una concentracion de 0.5 yg/ uL, Random P
(Invitrogen cat. 58875) a 1 ug/ uL y una cantidad necesaria de agua estéril para
completar un volumen final de 13 uL. La mezcla se homogenizo con ayuda de una
microcentrifuga marca Labnet International, posteriormente los tubos fueron
colocados en un termociclador MultiGene Optimax marca Labnet, programandose
a 65°C durante 10 minutos. Al terminar, los tubos fueron colocados en una gradilla

congelada a -20°C.
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Se preparoé una solucién con 4 uL de solucion para sintesis de cDNA (cat. 1307064),
2 uL de dNTPs 10mM (Invitrogen cat. 18418-012), 0.5uL de RNAsa out (Invitrogen
cat. 10777-019) y 0.5uL de enzima transcriptasa reversa (Roche cat. 03531287001)
para cada una de las muestras a procesar. Todos los tubos fueron homogenizados.
Se adicion6 7 pL de esta mezcla a cada tubo salido del termociclador, se colocaron
los tubos nuevamente en el termociclador seleccionando el programa cDNA que
comprende 34 ciclos de 25°C por 10 minutos, después asciende a 55°C por 40
minutos y finalmente asciende a 85°C por 5 minutos, una vez cumplido los 34 ciclos

se retiraron los tubos y se almacenaron a -20°C.

Disefo de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucleétidos (Tabla 2) se realiz6 mediante la alineacion de
secuencias de NGF, VEGF y PPIA en distintas especies de reptiles, utilizando las
bases de datos y herramientas disponibles en el Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en ingles). Una vez disefiados, los
oligonucledtidos se mandaron a sintetizar en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM.

Tabla 2. Oligos disefiados y sintetizados para el estudio de los factores de crecimiento
endotelial A (VEGFA) y nervioso (NGF).

NOMBRE OLIGO OLIGO 5’-3’

VEGFA LOLIV-FW | CCT GAT GAG GTG GAG TAC AT

VEGFA LOLIV-RV | TGC TCT ACC GAT CCTTCATT

NGF OLIV 2 -FW CCATCG GAC TAAAGC AAATC

NGF LOLIV-RV TTG CCT TTG ATG TCA GTAGC
PPIA FW GAC AAG GTT CCA AAG ACT G
PPIA RV CCC ACA GTT AGA AAT GGT G
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Estandarizacion de las condiciones de PCR punto final

Las condiciones Optimas para llevar a cabo la RT-PCR en punto final fueron
determinadas mediante gradiente de temperatura y curva de ciclos. Siendo
especificas para cada par de oligos ocupados. Los cDNAs ocupados para la
estandarizacion se obtuvieron a partir de mesonefros en el caso de VEGF y de
cerebro para NGF.

Para la obtencion de la temperatura optima de alineamiento se prepar6 una soluciéon
maestra para seis reacciones en un tubo de 0.6 ml. Se agregé 36 uL de solucion de
PCR (Invitrogen cat. Y02028b), 6 uL de oligo sentido, 6 uL de oligo antisentido,
124.2 uL de agua y 1.8 uL de enzima taqgDNA Polimerasa (Invitrogen cat. 10966-
030). Posteriormente se etiquetaron seis tubos eppendorf de 0.2 ml a los cuales se
afiadio 29 uL de la solucion maestray 1 uL de cDNA. Cada tubo fue homogenizado
y colocado a diferentes temperaturas de alineamiento dentro del termociclador:
48°C, 52°C, 56°C, 60°C, 64°C y 68°C. Para comprobar el resultado de la curva de

ciclos se corrieron las muestras amplificadas en un gel de agarosa al 1% (tabla 3).

Por otro lado, para la curva de ciclos se programé el termociclador con la
temperatura de alineacion establecida con la curva de temperatura y se corrié con
una programacion de 38 ciclos. De forma manual se fueron retirando los tubos a los
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36 y 38 ciclos, dejando el tubo control hasta el ciclo 38.
Nuevamente para corroborar el resultado, se corrieron los productos amplificados

en un gel de agarosa al 1%, a 90 volts durante 40 minutos (tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la estandarizacion de condiciones de PCR para la amplificacion de
fragmentos de VEGF, NGF y PPIA.

GEN TEMPERATURA CICLOS

VEGF 56 30
NGF 60 30
PPIA 60 28
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Purificacion de secuencias amplificadas para secuenciacion

Una vez establecidos los parametros 6ptimos para cada gen, se procedi6 a realizar
una nueva PCR con la finalidad de secuenciar los productos amplificados y
corroborar su identidad. Se realiz6 la electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El
gel fue colocado en el transiluminador y con ayuda de un bisturi se corté la banda
correspondiente al amplificado. La purificacion se realiz6 mediante el estuche de
recuperacion de ADN en gel ZymoClean (Zymo Cat: D4007). El volumen del reactivo
ADB (cat. D4001-1-50) fue determinado por el volumen de cada banda, siendo tres
veces mayor a esta. La banda se disolvié en bafio maria a 55°C. Una vez disuelto,
la mezcla se transfirié a las columnas Zymo-spin Column y se centrifugo a 10,000
rom durante 1 minuto. El eluido fue descartado, la columna se sec6 con ayuda de
gasas estériles y se procedid a centrifugar el resto de la banda disuelta.
Posteriormente fue adicionado 200 uL de DNA Wash buffer (CAT. D4003-2-6) a la
columna y se centrifugo a 10,000 rpm durante 1 minuto. Se cambi6 el tubo colector
por un eppendorf de 1.5 ml nuevo y se agreg6 30 uL de agua libre de RNAsas y
DNAsas. Una vez terminado este procedimiento se cuantificé y se guardé el DNA a
-20°C. El producto amplificado fue enviado a la unidad de secuenciacion del Instituto

de Investigaciones Biomédicas para su correcta secuenciacion.

PCR punto final

Para cada reaccion, se agreg6 6 uL de Buffer para PCR, 1 uL de oligonucle6tido
sentido, 1 uL de oligonucleétido antisentido, 20.7 uL de agua, 0.3 uL de enzima
tagDNA Polimerasa (Bioline cat. MT-818110B) y 1 uL de cDNA. Se ocuparon cDNA
de g6nadas pertenecientes a embriones en etapa 23, 24, 25, 26 y 28 de TMy TF,
utilizando los oligos sintetizados para los 3 genes VEGF, NGF y PPIA. Los tubos de
cada reaccion fueron colocados en el termociclador MultiGene Optimax marca
Labnet programandose de acuerdo con las condiciones previamente
estandarizadas (Tabla 3). Los productos obtenidos se corrieron mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1% durante 40 minutos a 90 volts.
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Analisis estadistico

Una vez realizadas las RT-PCR en punto final de las muestras estudiadas, se
procedi6 a su andlisis mediante densitometria. Los geles resultantes fueron
fotodocumentados mediante el transiluminador Alliance MINI HD6 UVITEC
Cambridge con las mismas condiciones para todos los productos amplificados
(Tiempo de Exposicion: 2/10 segundos). Mediante el programa IMAGEJ 1.52a se
procedié al analisis de las imagenes. Los resultados del analisis densitométrico
fueron relativizados con los valores obtenidos por el control negativo y los valores
del gen enddgeno (PPIA). Para comparar los valores obtenidos y observar si se
presentd diferencias significativas en la expresion, entre temperaturas de
incubacion en cada etapa de desarrollo, se procedio a aplicar la prueba estadistica
t-student, los valores estadisticos fueron considerados significativos si el valor de p

arrojado era menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

Los embriones colectados a los 15, 19, 23, 28, 33y 37 dias de desarrollo incubados
aTFy28,32,42,49,56y 63 dias de incubacion a TM, correspondieron a las etapas
23, 24, 25, 26, 27 y 28 basado en la tabla de Miller y colaboradores (2019) (Figura
12).

Figura 12. Embriones representativos de las etapas 23 (A), 24 (B), 25 (C), 26 (D), 27 (E) y 28 (F)
incubados a TF. Siendo similares a los incubados a TM. Su identificaciéon se realizé con base en la

descripcion de Miller y colaboradores (2017). Escala: 1cm.

Caracterizacion de la inervacion mediante inmunofluorescencia

A los 15 dias de incubacion a TF y 28 dias a TM, los embriones muestreados se
encontraron en etapa 23. Durante esta etapa es posible observar la cresta gonadal.
La presencia de células Sox9 positivas (Rojo) en la region medular de la génada

evidencian su estado histologicamente indiferenciado (Figura 13). Estas
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caracteristicas han sido descritas anteriormente en Lepidochelys olivacea (Diaz-
Hernandez et al., 2012) y proveen referencia sobre el patron de diferenciacion
sexual gonadal. Por otro lado, el marcaje realizado con el anticuerpo B-Ill tubulina,
denot6 fibras nerviosas ingresando a la génada a partir del tejido conectivo
adyacente al mesonefros y recorriendo la cresta gonadal por debajo del epitelio
celémico, siendo este patrén similar a TFy TM (Figura 13).

Sox9 B-lll tubulina DAPI

Et: 23-TM

Et: 23-TF

Figura 13. GOnadas pertenecientes a embriones incubados a TM (Ay B) y TF (C y D) en etapa 23.
Se observa la presencia de nucleos positivos a Sox9 (rojo) en las gébnadas de ambas temperaturas.

La marca de nervios positivos a B-Ill tubulina (verde) puede ser observada en la region del
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mesonefros teniendo contacto con la gonada mediante el epitelio celémico (ec). Nucleos tefiidos con

DAPI (Azul). m: medula, mes: mesonefros, ec: epitelio celémico.

Durante la etapa 24 se observo la presencia de células positivas a Sox9 en la region
medular de la génada a TM y TF, indicando que la génada se encuentra
histolégicamente indiferenciada. Por otro lado, se observaron marcas positivas a
B—I1l tubulina al interior de la gbnada, siendo mas evidentes en la region mesonéfrica
en ambas temperaturas. Algunas de estas marcas estan asociadas a nudcleos
positivos a Sox9. Lo cual indica la presencia de células glia (Figura 14). Al comparar
la disposicion de nervios entre ambas temperaturas, no fue posible observar
diferencias en la inervacion. En ambos casos, los nervios ingresaron a la gonada
por debajo del epitelio celomico, mientras que en la region medular la presencia de

inervacion fue reducida en la mayoria de los cortes observados (Figura 14).

Debido a la alta variabilidad en la disposicion de los nervios en cortes transversales
se logro dilucidar que estos no se encuentran de forma homogénea a lo largo de la
gonada. Tras realizar la inmunofluorescencia en el 6rgano completo se observé su
presencia desde la parte media y en direccion al polo craneal. Por otro lado, la regién

caudal se observé desprovista de inervacion (Figura 15).
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Sox9 B-lll tubulina DAPI

24 - T™M

Et

24 - TF

Et

Figura 14. Génadas de embriones incubados a TM (Ay B) y TF (C y D) en etapa 24. A) Gonada
histolégicamente indiferenciada de embrion incubado a TM. Se observan nervios positivos a B-llI
tubulina en el mesonefros (mes) y al interior de la gébnada. B) Imagen a mayor resolucion de A. Se
observan nervios recorriendo la génada por debajo del epitelio celomico superficial. Ademas, células
positivas a Sox9 asociadas con marca de B-Illl tubulina (flechas). C) gdnada histolégicamente
indiferenciada de embrién incubado a TF, se observa marca positiva a p—Ill tubulina (verde) en la
regiéon del mesonefros (mes). Ademas, cordones medulares (cm) positivos a Sox9 en la region
medular (m). El epitelio celémico (ec) se observa pseudo estratificado. D) Imagen a mayor resolucion
de C, se observan nucleos positivos a Sox9 asociados a B-Ill tubulina (flechas) ingresando a la
regidon medular de la génada y por debajo del epitelio celémico. Se distinguen cordones medulares

(cm) y el epitelio celomico superficial (ec). DAPI: Azul, Sox9: Rojo, p-Ill tubulina: verde.
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Sox9 B-11l tubulina DAPI

24 - TM

Et

. 24 - TF

Et

Figura 15. Imagenes obtenidas a través de una inmunofluorescencia in toto con p-IIl tubulina (verde),
Sox9 (rojo) y DAPI (azul). A) se observa una reconstruccion tridimensional de una génada
perteneciente a un embridn incubado a TM. La disposicion de nervios positivos a pB-Ill tubulina se
observa recorriendo del centro de la génada (g) hacia el polo craneal (Cr). Mientras que, el polo

caudal (Cau) se encuentra desprovista de inervacion. B) Reconstruccion tridimensional de génada
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perteneciente a un embrién incubado a TF. Se observa de forma similar la disposicion de axones

positivos a p-Ill tubulina de forma polarizada.

Durante la etapa 25 se observo la disminucidn en la expresion de Sox9 en gbnadas
pertenecientes a embriones incubados a TF, sugiriendo el inicio de la diferenciacion
sexual ovérica. Por otro lado, en génadas pertenecientes a embriones incubados a
TM se observo la presencia de células positivas a Sox9 en los cordones sexuales,
indicando la diferenciacion testicular (Figura 16). En ambos casos, se registré el
ingreso de fibras nerviosas ingresando a la médula gonadal a través del hilium.
Ademas, fue posible observar inervacion en la regiéon mesonéfrica y al interior de
las gbnadas sin diferencias aparentes entre ambas temperaturas de incubacion
(Figura 16).
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Sox9 B-lll tubulina DAPI

25-TM

Et

25-TF

Et

Figura 16. Micrografias representativas de génadas pertenecientes a embriones en etapa 25
incubados a TM (Ay B) y TF (C y D). A) Génada de embrién incubado a TM. Se observan cordones
medulares positivos a Sox9 (cm), algunos axones (flecha) se desplazan desde el mesonefros hacia
el hilium de la gonada. B) imagen a mayor resolucion de A. Se observan nervios ingresando a la
go6nada a través del hilium C) GAnada perteneciente a un embrién incubado a TF. Se observa una
gran cantidad de fibras nerviosas positivas a p-IIl tubulina (flecha) en el mesonefros (mes). Ademas,
las dos regiones gonadales: la corteza (ec) y la medula (m). D) Imagen a mayor resolucion de la
imagen C, se observa que la cantidad de células positivas a Sox9 (estrella) ha disminuido en la region
medular (m). Fibras nerviosas invaden la region medular de la génada (flecha). DAPI: Azul, Sox9:

Rojo, B-Ill tubulina verde.
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En etapa 26 la presencia de células positivas a Sox9 al interior de génadas de
embriones incubados a TF se limité Unicamente a células glia. Por otro lado, en
gonadas de embriones incubados a TM, Sox9 evidencié la clara formacion de
cordones sexuales, siendo evidente la separacion entre el compartimiento epitelial
y el estromatico. Respecto a los nervios, gbnadas incubadas a TM presentaron una
disminucion en la expresion de B-lIl tubulina (verde) presente al interior de la
gonada. Sin embargo, aquellas génadas provenientes de embriones incubados a
TF presentaron un aumento sustancial en la presencia de inervacion, con una gran
cantidad de nervios ingresando a través del hilium y recorriendo la médula (Figura
17).
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Sox9 B-lll tubulina DAPI

26 -TM

Et

26 -TF

Et

Figura 17. Génadas pertenecientes a embriones incubados a TM y TF en etapa 26. A) Gbénada de
embrién incubado a TM. Se observa un decrecimiento en la cantidad de nervios (Verde) presentes
al interior de goénadas durante el desarrollo testicular. B) Imagen a mayor resolucion de A, se
observan algunos nervios al interior del testiculo siendo afines a la corteza (c). C) Se observa un
aumento en la cantidad de nervios en gonadas en desarrollo ovarico (A). D) imagen a mayor
resolucion de C, parte del hilium (h) con numerosos nervios ingresando a la gobnada. m: medula; c:

corteza; mes: mesonefros.

En etapa 27 se observé la tendencia en el decremento de nervios al interior de los

testiculos con ligeras marcas asociadas al epitelio celomico y a la médula. Por el
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contrario, en los ovarios se observa la tendencia a una mayor inervacion,

principalmente en la médula ovérica (Figura 18).

naat o

Sox9 B-lll tubulina DAPI

27 -TM

Et

27 -TF

Et

Figura 18. Gonadas de embriones incubados a TM y TF en etapa 27. A) Testiculo diferenciado, la
presencia de nervios se observa asociada a la corteza y en algunas partes invade la médula
testicular. B) Imagen a mayor resolucion de A. Se observa la presencia de delgados nervios al interior
de la médula del testiculo (flecha). C) similar a la etapa 26, se observa la presencia de varios nervios
al interior de la médula (m) ovarica. D) Imagen a mayor resolucién de C, Se observa la presencia de

nervios ingresando a la génada a través del hilium (h). c: corteza; es: estroma; cm: cordén medular.

En etapa 28 la presencia de células positivas a FoxL2 afirma la diferenciacion
ovarica en gonadas de embriones incubados a TF (Figura 19C). Mientras que en

Pagina | 46



las gbnadas de embriones incubados a TM la marca positiva de Sox9 denota la
formacion de cordones sexuales en el testiculo (Figura 19A). De forma aparente se
observa mayor presencia de fibras nerviosas ingresando a la médula de la génada
desde el mesonefros, en ovarios. En contraparte, los testiculos presentaron mayor
asociacion de los nervios al epitelio celémico superficial. Sin embargo, no se

descarta la presencia de delgadas fibras nerviosas en la parte medular (Figura 19).

Sox9 B-1ll tubulina DAPI

28 -TM

Et

50 pm

FoxL2  B-Ill tubulina DAPI

: 28 - TF

Et

Figura 19. Gonadas de embriones incubados en etapa 28. A) Génada de embrién incubado a TM, la
marca positiva a Sox9 (rojo) en las células epiteliales de los cordones seminiferos (cs) nos indica la

formacidén de un testiculo y evidencia el estroma (es). B) Imagen a mayor resolucion de un testiculo,
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podemos observar los cordones seminiferos (cs), el estroma (es) y la corteza (c). Ademas, se
observa nervios recorriendo la corteza testicular (flecha). C) gébnada de embrién incubado a TF, el
epitelio celémico (ec) y la presencia de FoxL2 (rojo), indican la formacién de un ovario. Se observa
un nervio prominente en el hilium gonadal (flecha). D) Imagen a mayor resolucion de C, se aprecian
fibras nerviosas ingresando por el hilium gonadal, y una mayor inervacion a lo largo de la médula

ovarica (flecha).

Neuronas intrinsecas del ovario

Diversas observaciones y proyecciones en z lograron evidenciar nlcleos (marcados
con DAPI) rodeados por marcas de B-Ill tubulina (Figura 20A y B). Esto nos sugirié
la presencia de neuronas intrinsecas en el ovario, si bien, su existencia ya ha sido
reportada en ovarios de mamiferos, no se ha reportado su presencia en gonadas
de reptiles con DST. Para determinar si se trataban de cuerpos neuronales se
realiz6 una inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-NeuN (también llamado
Fox3), el cual es un marcador de nucleos neuronales maduros. Como control
positivo se usoO el tubo neural presente en cortes transversales de génadas de
embriones incubados a TM y TF (Figura 20D). Fue posible observar nucleos
neuronales en el tubo neural perteneciente al sistema nervioso central y en ganglios
pertenecientes al sistema nervioso periférico. Sin embargo, en la génada de L.
olivacea no fue posible observar presencia de nucleos neuronales durante la
diferenciacion sexual (Figura 20C), descartando la presencia de neuronas
intrinsecas en las etapas de desarrollo estudiadas.
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Et: 28 - TF

B-111 tubulina DAPI

B-11l tubulina NeuN DAPI

Et: 28 - TF Et: 24 - TF

Figura 20. No existe presencia de neuronas intrinsecas en el ovario. A) Micrografia de ovario a 60X,
se aprecia un nucleo celular rodeado por marca positiva a p-lll tubulina (verde). B) Proyeccién en
plano z de A, donde se observa un nudcleo rodeado por marca positiva a B-1ll tubulina (verde) en
todos sus ejes. C) Ovario de embridn en etapa 28. No se observa marca positiva a NeuN. Nucleos
tefiidos con DAPI (azul). D) Corte transversal de tubo neural (tn) presente en criosecciones de
embriones en etapa 24. El tubo neural fue ocupado como control positivo para el marcador NeuN
(verde). Ademas, se utilizdé a B-1ll tubulina (rojo). h: hilium, m: médula, c: corteza, g: ganglio, C+:

control positivo.
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Caracterizacion de la vascularizacion mediante inmunofluorescencia

Para el andlisis de la vascularizacion gonadal se recurrio al uso del anticuerpo anti
Cav-1, el cual marca a la proteina caveolina, componente estructural de las
caveolas presentes en células epiteliales y endoteliales. Este anticuerpo ha sido
reportado como marcador especifico de células endoteliales en ovarios de ratén
(Bullejos et al., 2002). Sin embargo, su estudio no ha sido aplicado en especies con
DST.

En todos los cortes y etapas estudiadas, se logro observar el marcaje del epitelio
celomico en el mesonefros. Asi como de células epiteliales y endoteliales en
distintos compartimientos de la génada. En etapas 23 y 24 no se observé diferencias
en la marca obtenida mediante Cav-1 entre TM y TF. En etapa 23 la presencia de
vasos sanguineos no fue evidente al interior de las gonadas, pero si en el
mesonefros. Algunas células del epitelio celdmico presentaron marca positiva a
Cav-1 polarizada, siendo positiva en la base de la célula (con direccién a la médula)

y negativa en el apice (con direccion al celoma) (figura 21).

Sox9 Cav-1 DAPI

23-TM

Et

50 pm

Figura 21. A) Gonada de embrion incubado a TM en etapa 23, similar a la génada incubada a TF.
Se observa un fragmento de la gébnada con células positivas a Sox9 en la region medular (m). Por

debajo del epitelio celémico (ec) se aprecia marca positiva a Cav-1 (flechas). B) Imagen en un solo
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canal de A, se aprecia la marca de Cav-1 positiva en células del epitelio celomico Gnicamente con

direccién a la médula.

Durante la etapa 24 es posible observar vasos sanguineos positivos a cav-1 al

interior de la génada. Su disposicion parece ser similar en gbnadas de embriones

incubados tanto a TM como a TF (Figura 22)

Sox9 Cav-1 DAPI

Figura 22. Cortes transversales de génadas incubadas a TM (A) y TF (B) no evidencian dimorfismo
en la vascularizacién durante el periodo indiferenciado de la génada (Et: 24). Sox9 se expresa en
células de la médula (m) para gonadas de embriones incubados en ambas temperaturas. Ademas,

se observan algunos vasos sanguineos al interior de la médula gonadal. C) Imagen a mayor
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resolucion de A, Se observa con mayor detalle algunos vasos sanguineos (flechas) recorriendo la
parte medular. D) Imagen en un solo canal de C, Se observa la marca positiva a Cav-1. Por otro
lado, algunas células del epitelio celémico (ec) se observan marcadas con Cav-1 de forma polarizada
(similar a etapa 23). Mes: mesonefros.

En etapa 25 la disposicion de vasos sanguineos se observé similar en gonadas de
embriones incubados en ambas temperaturas. Dichas células endoteliales se
encontraron en la region medular de ambas gonadas, a pesar del inicio en la
diferenciacion sexual, no fue posible observar algun indicio dimérfico en la

disposicion de los vasos sanguineos (Figura 23).
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Sox9 Cav-1 DAPI

25-TM

Et

25-TF

Et

Figura 23. Génadas de embriones incubados a TM y TF en etapa 25. A) Testiculo potencial de
embrion incubado a TM, se observa Sox9 (Rojo), Cav-1 (Verde) y DAPI (Azul). B) imagen en un
canal de la imagen A, Se muestra Unicamente a células positivas a Cav-1. C) Ovario potencial, se
observa Sox9, Cav-1y DAPI. D) Imagen en un s6lo canal de C, se muestra células positivas a Cav-
1. No se observan diferencias aparentes en la distribucién de Cav-1 para ambas temperaturas. La
cantidad de células Sox9 positivas disminuye en génadas de embriones incubados a TF (C). Se
distinguen algunos vasos sanguineos (flechas) al interior de la médula (m) gonadal. Mes:

mesonefros; ec: epitelio celomico.

En etapa 26 se logré observar un aumento en la cantidad de vasos sanguineos en
goénadas pertenecientes a embriones incubados en ambas temperaturas. En
testiculos, las células endoteliales se encontraron recorriendo el espacio
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estromatico. Ademas, la marca de Cav-1 fue positiva en las células del epitelio

celomico (Figura 24).

Sox9 Cav-1 DAPI

26 - TM

Et

Figura 24. A) Testiculo de embrién en etapa 26 incubado a TM. Se observa parte del mesonefros.
B) Imagen de la marca positiva a Cav-1 (verde). Se distinguen algunos vasos sanguineos (flechas)
recorriendo el estroma gonadal. C) Imagen a mayor resolucion de A. Se observan cordones sexuales
(cs) positivos a Sox9 (rojo). Entre ellos, algunos vasos sanguineos (flechas) recorriendo el estroma

gonadal. D) Imagen en un solo canal de Cav-1. Mes: mesonefros.

Por otro lado, en ovarios se observd la entrada de células endoteliales a través del

hilium, sin embargo, también fue posible observar a células epiteliales en la médula
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positivas a Cav-1. Contrario a lo observado en los testiculos, ninguna célula del

epitelio celédmico presento marca positiva (Figura 25).

Sox9 Cav-1 DAPI

26 -TF

Et

Figura 25. A) Corte transversal de ovario tratado con los anticuerpos Sox9 (Rojo), Cav-1 (Verde) y

DAPI (Azul). B) Se observa Cav-1 marcando vasos sanguineos (flechas) invadiendo el ovario a
través del hilium y vascularizando la médula (m). No se observa marca positiva en la corteza ovarica

(c). Mes: mesonefros.

En etapa 27 la marca de Cav-1 se observo similar a la etapa 26. En el caso de los
testiculos, se observan vasos sanguineos en la regién del estroma testicular.

Ademas, las células del epitelio superficial son positivas a Cav-1. Por otro lado, los
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ovarios muestran la entrada de grandes vasos a la médula de la gbnada desde la
region del mesonefros. Sin en cambio, la corteza se observa desprovista de marca
positiva a Cav-1. Por otro lado, en la regibn medular es posible observar a un grupo

de células epiteliales positivas a Cav-1 (Figura 26).

Sox9 Cav-1 DAPI

27 -TM

Et

27 -TF

Et

Figura 26. Gonadas de embriones incubados a TM (Ay B) y TF (C yD) en etapa 27. A) Micrografia
de un testiculo, Se observan células positivas a Sox9 (Rojo), Cav-1 (Verde) y DAPI (Azul). B) Imagen
de la marca positiva a Cav-1. Se observan vasos sanguineos recorriendo el estroma del testiculo
(flechas). Ademas, células de la corteza (c) siendo positivas a Cav-1. C) Imagen de un ovario

marcado con Sox9, Cav-1y DAPI. D) Imagen en un sélo canal de C. Se observan células positivas
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a Cav-1; vasos sanguineos ingresando a la médula (m) del ovario a través del hilium, asi como

células epiteliales en la medula.

Durante la etapa 28 fue posible observar el mismo patron dimorfico en la marca de
Cav-1 en células epiteliales. En el caso de testiculos diferenciados, se observé
marca positiva a Cav-1 en la corteza. Mientras que, en ovarios, la marca positiva se

observo en las células epiteliales que conforman a las lacunas (Figura 27).

Sox9 Cav-1 DAPI

28 - TM

Et

28 - TF

Et

Figura 27. Gonadas de embriones en etapa 28 incubados a TM (A 'y B) y TF (C y D). A) testiculo
marcado con Sox9 (Rojo) Cav-1 (Verde) y DAPI (Azul). B) imagen en un sélo canal de A, Se observa
la marca de Cav-1 en la corteza (c), marcando células epiteliales en la corteza y vasos sanguineos

(flecha) en la médula, entre los cordones sexuales (cm). C) Ovario marcado con Sox9, Cav-1y DAPI.
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D) Se observa la marca de Cav-1 marcando vasos sanguineos (flechas) y algunas células epiteliales

(flechas rojas) al interior de la medula ovarica, correspondientes a las lacunas.

Analisis de los perfiles de expresion de factores de crecimiento

El estudio del perfil de expresion de factores moleculares que intervienen en los
procesos de inervacion (NGF) y vascularizaciéon (VEGF) se realiz6 mediante RT-
PCR. Datos semicuantitativos fueron calculados mediante valores densitométricos
y relativizados con la expresion del gen enddgeno Peptidil Propil Isomerasa A
(PPIA).

Analisis del factor de crecimiento nervioso

Los valores obtenidos a partir de densitometria mostraron que la expresion
semicuantitativa de NGF en etapas biopotenciales (Et: 23 y 24) se observa similar
tanto a TM como TF. En etapa 25, al inicio de la diferenciacion sexual se observa
una mayor expresion de NGF a TM. Sin embargo, no se encontr6 diferencias
significativas (p>0.05) respecto a TF. En etapa 26, la expresion de NGF se observa
mayor a TM, con diferencias significativas respecto a TF. Por el contrario, en etapa
28 el patrén de expresion cambia abruptamente, manteniendo una mayor presencia
de RNA mensajeros en ovarios diferenciados a TF. Mientras que, a TM su expresion

disminuye (Figura 28).
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Figura 28. Expresién de NGF obtenida a partir de RT-PCR. A) Perfiles de expresion obtenidos a
partir de analisis densitométrico, se observa una expresion similar del gen NGF durante etapas
biopotenciales (Et: 23 y 24) y al inicio de la diferenciacion (Et: 25). En etapa 26 se observan
diferencias significativas, siendo mayor la expresion a TM. En etapa 28 la expresion se invierte,
favoreciendo a embriones incubados a TF, respecto a los incubaos a TM. B) Imagen representativa
de los geles obtenidos a partir de cDNA gonadal de Lepidochelys olivacea en diferentes etapas de
desarrollo (Et:23, 24, 25, 26 y 28) incubados a TM y TF.

Analisis del factor de crecimiento de endotelio vascular

El analisis de VEGF mediante RT-PCR devel6 la presencia de dos isoformas;
VEGF-A121y VEGF-A165, ambas presentes en gonadas de embriones incubados a
TM y TF (Figura 29B). El andlisis densitométrico revelé una expresion diferencial
para ambas isoformas durante etapas bipotenciales (Et:23 y 24) y de diferenciacion
(Et: 25 y 26). Sin embargo, en etapa 28 la expresion de VEGF-A121 y VEGF-Auses,

decrementa en génadas de embriones incubados en ambas temperaturas (Figura
29A).
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Figura 29. Expresion de VEGF a partir de RT-PCR. A) Perfil de expresion obtenido a partir de andlisis
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densitométrico, se aprecia la expresion diferencial de VEGF-A1es en etapas 23, 24, 25y 26, siendo
mayor su expresion en génadas de embriones incubados a TF. En etapa 28 se observa que la
expresion disminuye en ambas temperaturas. C) perfil de expresion obtenido para la isoforma de
VEGF-A121, se aprecia un patron similar a la isoforma 165. Se obtuvieron diferencias significativas
en etapas con génadas biopotenciales (Et: 23 y 24) y en diferenciacién (Et: 25 y 26). Mientras que,
en gonadas diferenciadas (Et: 28) la expresion de la isoforma 121 decae en génadas de embriones
incubados a TM y TF. B) Imagen representativa de los geles obtenidos a partir de cDNA gonadal de
Lepidochelys olivacea en diferentes etapas de desarrollo (Et:23, 24, 25, 26 y 28) incubados a TM y

TF. Se observan dos bandas correspondientes a las isoformas de VEGF-A121 y VEGF-Azses.
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DISCUSION

El estudio de la diferenciacion sexual gonadal se ha enfocado principalmente en el
analisis de los epitelios mediante metodologias histologicas y moleculares. Por
ejemplo, ha sido ampliamente descrito la formacion de los tibulos seminiferos del
testiculo y la formacion de los foliculos en el ovario, asi como los procesos
moleculares involucrados en el establecimiento del sexo. Sin embargo, menor
cantidad de trabajos de investigacion han sido enfocados al estudio del estroma 'y

su influencia en la diferenciacién sexual.

Dos elementos importantes presentes en el tejido conectivo de la gbnada son los
vasos sanguineos y las ramificaciones del sistema nervioso. Su estudio se ha
realizado principalmente en mamiferos, siendo especies con DSG Coveney et al.,
2008; McKey et al., 2019). Sin embargo, en especies con DST el panorama es
bastante limitado. La existencia de articulos cientificos sobre la inervacion durante
el desarrollo gonadal es reducida (Gutiérrez-Ospina et al., 1999; Jiménez-Trejo et
al.,, 2011). Mientras que, el estudio de vasos sanguineos es practicamente
inexistente. Por lo que, el presente trabajo colabora en la busqueda de informacién

en un campo poco explorado.

De acuerdo con el primer objetivo estipulado se determiné analizar la disposicion
morfologica de las ramas nerviosas y el endotelio vascular durante el desarrollo

gonadal de Lepidochelys olivacea, tanto en embriones incubados a TM como a TF.

En primera instancia se logré determinar la existencia de nervios positivos a -l
tubulina al interior de las gonadas en todas las etapas estudiadas, incluyendo etapas
tempranas de desarrollo gonadal (Et:23 y 24) donde la expresion de Sox9 en
gonadas de embriones incubados a TM y TF indican el fenotipo de goénada
biopotencial (Diaz-Hernandez et al., 2012). Esto resulta ser contrario a lo observado
en especies con DSG. En donde, la presencia de inervacion en génadas de raton
estuvo unicamente relacionado a la formacion de ovarios, y fue presente en etapas
avanzadas de diferenciacion sexual (McKey et al., 2019). A partir de los 16.5 dpc en

raton, es posible observar nervios positivos a p-Ill tubulina invadiendo el ovario,
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pero no al testiculo (McKey et al., 2019). De forma contraria, en Lepidochelys
olivacea, a partir de la etapa 23, tanto en gonadas con desarrollo testicular y ovarico,
es posible observar la presencia de nervios. Esta discrepancia, podria ser un factor
clave en la estrategia de determinacion sexual por temperatura. La cual podria
sugerir la participacion del sistema nervioso en algun proceso de regulacién a inicios

de la diferenciacion sexual o incluso durante la determinacion sexual.

La hipdtesis sobre la posible participacion del sistema nervioso en la regulacién de
la diferenciacién sexual inicié con la observacion mediante microscopia electrénica
de axones sin mielina en ovarios diferenciados (Merchant-Larios et al., 1989).
Trabajos posteriores intentaron dilucidar si dichos nervios participan en procesos de
determinacién del sexo a través de metodologias como inmunohistoquimica
(Gutiérrez-Ospina et al., 1999; Jiménez-Trejo et al., 2011) y cultivo de 6rganos
(Moreno-Mendoza et al.,, 2001; Merchant-Larios y Villalpando-Fierro, 1990). Sin
embargo, estos trabajos no han sido concluyentes. En cuanto al mecanismo se ha
evaluado la participacion de canales dependientes de temperatura o canales TRPV.
Un estudio realizado en Alligator mississippiensis demostré la activacion del canal
TRPV4 a temperaturas cercanas en las cuales se determina el sexo. Ademas,
observaron que la actividad del canal afecta los patrones de expresién génica
asociados con la diferenciacion sexual masculina (Yatsu et al., 2015).

En cuanto a la disposicion morfolégica, Gutiérrez-Ospina y colaboradores (1999)
realizaron un marcaje de nervios mediante la enzima acetilcolinesterasa en cortes
transversales de gonada de Lepidochelys olivacea en diferentes etapas del
desarrollo. Durante las etapas 23 y 24 se observaron nervios por debajo del epitelio
celémico, sin embargo, en el presente trabajo logramos demostrar la presencia de
ramas nerviosas tanto por debajo del epitelio celédmico, como en la regién medular
y en gonadas de embriones incubados en ambas temperaturas. La diferencia podria
deberse al anticuerpo usado por los investigadores, siendo la enzima
acetilcolinesterasa, la cual participa en la hidrdlisis de la acetilcolina en neuronas
colinérgicas. Por otro lado, en el presente trabajo se utilizé un anticuerpo reactivo a

B—II1 tubulina, el cual marca diferentes tipos neuronales. Ademas, la polarizacion de
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las ramas nerviosas al interior de la génada (Figura 15) dificulta la representatividad
del 6rgano completo en cortes transversales. Siendo esta metodologia la ocupada
por Gutiérrez-Ospina y colaboradores (1999). Mientras que, en el presente trabajo,
la inmunofluorescencia in toto denotd que la innervacién no se encuentra distribuida

de forma homogénea al interior de la gbnada.

En etapa 26 (durante la diferenciacion de la gonada), Gutiérrez-Ospina y
colaboradores (1999) describen la inervacion en la region medular en embriones
incubados a TM y TF. Por otro lado, nuestros resultados demuestran la presencia
de una mayor cantidad de axones neuronales en génadas incubadas a TF en la
regibn medular. Mientras que en gonadas de embriones incubados a TM la
presencia de nervios positivos a p-IIl tubulina se ve disminuida y su presencia se

ubica tanto en la corteza como en la médula (Figura 17).

En etapa 28 logramos observar una amplia presencia de marca positiva a p-lli
tubulina en ovarios diferenciados, sin embargo, en testiculos se observé una
significativa reduccion de la marca positiva al anticuerpo. La disminucion en la
cantidad de nervios positivos a B-Ill tubulina en el testiculo, puede tener diferentes

razones.

En primer lugar, evidencia ha demostrado que los niveles de mRNA y de la proteina
B-IIl tubulina en células de Sertoli son regulados por la presencia de andrégenos en
el testiculo de ratones y ratas prepubertos (Gendt et al., 2011). Por lo que, la
presencia de androgenos podria estar disminuyendo la expresion de la proteina
B—III tubulina debido a la reduccion de mensajeros. Ademas, se ha reportado que
los andrégenos pueden propiciar cambios en el citoesqueleto de neuronas (Morris
et al.,, 2004; Butler et al., 2001). Influyendo asi en la reestructuracion de los
microtubulos y evitando su marcaje mediante el anticuerpo. La sintesis de
androgenos en gonadas de Lepidochelys olivacea durante el desarrollo embrionario
no ha sido reportada, sin embargo, las glandulas interrenales mantienen un proceso

activo en la via de sintesis de hormonas esteroides. Ademas, la expresion de
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aromatasa muestra de forma indirecta que existen rutas metabdlicas por las cuales

podria estarse aromatizando andrégenos.

En segundo lugar, se sabe que pB-Ill tubulina es ampliamente modificada
postraduccionalmente a partir del residuo 430 al extremo C-terminal durante el
desarrollo neural (Lee et al., 1990), lo cual le confiere propiedades funcionales
durante el desarrollo, catalogandose como marcador de neuronas inmaduras.
Razon por la cual, los microtubulos enriquecidos con B-IlIl tubulina se han
considerado mas dinamicos que los compuestos por otros isotipos de p-tubulina
(Panda et al., 1994). El anticuerpo usado en el presente trabajo (G712A) se une al
extremo C terminal en los residuos EAQGPK. Es decir, en residuos altamente
susceptibles a modificaciones postraduccionales durante la maduracién de las

neuronas.

Finalmente, es posible que existan mecanismos que propicien la regresién o
remodelacion de las ramas nerviosas. Durante el desarrollo del sistema nervioso
existe una fase de proliferacion y organizacién de neuroblastos, seguida de una fase
regresiva donde neuronas son eliminadas por apoptosis (Cowan et al., 1984). Este
fendmeno se ha reportado en ganglios sensoriales y autbnomos, en motoneuronas,
la retina, el tronco encefélico y la corteza cerebral. Otro fendbmeno es la perdida
sindptica, fendbmeno reportado en el sistema nervioso central y periférico. Por
ejemplo, estudios sobre el desarrollo neuromuscular. En ratas neonatas las células
musculares se encuentran inervadas por 5 o0 6 axones, sin embargo, en adultos la
mayoria de las células presentan un axén. La eliminacion progresiva de axones
ocurre durante las primeras 2 o 3 semanas después del nacimiento (Thomson,
1986), por lo tanto, la perdida de marca neuronal en testiculos de Lepidochelys
olivacea podria deberse a alguno de estos fenbmenos, con un mecanismo de accién

similar a los anteriores.

La remodelacién podria llevarse a cabo por ausencia de factores tréficos como NGF.
Dicho factor garantiza la supervivencia de células nerviosas. La ausencia de este
factor ocasionaria la apoptosis de neuronas o la eliminacion selectiva de axones

(Campenot, 1977). Esto concuerda con los resultados obtenidos. Se puede
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observar una dréastica reduccion de NGF en gonadas de embriones incubados a TM
durante la etapa 28 (Figura 28), lo cual podria ocasionar la reduccion en la cantidad
de axones presentes al interior del testiculo (Figura 19 A). Sin embargo, es
importante tomar en cuenta la actividad de otros factores neurotroficos como NT-3
y BDNF, los cuales podrian tener efecto sobre la inervacion tanto en ovarios como

en testiculos.

Respecto al patron vascular, durante el estadio indiferenciado podemos observar
una migracion progresiva de células endoteliales hacia la médula del ovario y el
testiculo, sin diferencias morfolégicas aparentes. En las gbnadas diferenciadas se
observo un patrén dimorfico en la disposicion de vasos sanguineos. Esto concuerda
con lo reportado en mamiferos. Coveney y colaboradores (2008) determinaron que
la migracion de vasos sanguineos es un factor importante en la segregacion de
cordones seminiferos en el testiculo de ratén, mientras que en el ovario se muestran
pocos cambios morfoldgicos en la disposicién de vasos sanguineos, siendo similar
a la distribucion en gonadas bipotenciales. Sin embargo, el grado de desarrollo
vascular depende de la edad (Lupiafiez et al., 2012), por lo que la diferencia en el
tiempo y cantidad de vasos que ingresan al ovario de mamiferos y especies con
DST podria ser el resultado de las diferentes estrategias de diferenciacién sexual.

En Lepidochelys olivacea, la vascularizacion posiblemente tenga efecto sobre la
remodelacion del estroma en procesos sexo especificos. En testiculos, la invasion
de células endoteliales podria estar favoreciendo la formacion de los cordones
sexuales, similar a lo demostrado en mamiferos, mientras que en el ovario podrian
favorecer la formacién de lacunas. Debido a que es posible observar en etapa 26 y
27, una alta cantidad de vasos sanguineos ingresando a la médula del ovario a partir
del mesonefros. Sin embargo, estas hipétesis deben ser validadas mediante el
cultivo de go6nadas sin mesonefros en medios idéneos y a temperatura

masculinizante y feminizante.

Por otra parte, la resolucion en la disposicion de células endoteliales al interior de la
gonada de Lepidochelys olivacea se vio afectada por el marcaje de células
epiteliales. Si bien ha sido reportado que Cav-1 es un marcador idoneo para la
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identificacion del endotelio en ovarios de mamiferos (Bullejos et al., 2002; Lupiafiez
et al., 2012). Se ha reportado el marcaje en otros tipos celulares en el ovario del
ratén y topo Ibérico como ovocitos prefoliculares y células corticales (Lupiafiez et
al., 2012). Ademas, en reptiles se ha reportado el marcaje de células epiteliales en
organos como el pulmén (Biazik y Braet, 2011). Por lo que, estudios futuros sobre
vascularizacion en génadas de especies con DST debera considerar el uso de otros
anticuerpos para una mayor resolucion, asi como técnicas nuevas que logren
aumentar la especificidad; como el aclaramiento de 6rganos (Lupiafiez et al., 2012;
Aum et al., 2017).

De forma interesante, la expresion dimorfica de células epiteliales marcadas con
caveolina-1 sugiere una actividad diferencial en la regulacion de lipidos y sefales
de transduccién. Siendo estas mas importantes en la corteza del testiculo y en
células que conforman las lacunas en el ovario. Esto es evidencia de que ambos

tejidos juegan un papel activo durante la diferenciacion sexual.

Respecto al segundo objetivo se planted determinar los perfiles de expresion de
factores moleculares que intervienen en el establecimiento de ramas nerviosas
(NGF) y vasculares (VEGF).

El perfil de expresion de NGF concuerda con el patron de inervacion obtenido por
inmunofluorescencia. Presentando una expresion similar de NGF en goénadas
biopotenciales (Et: 23, 24) a TM y TF. Por otro lado, en gonadas diferenciadas, el
ovario presentd una mayor expresion de NGF y presencia de nervios positivos a
B-IIl tubulina. Contrario al testiculo, donde la expresién de NGF decrecié y la

observaciéon de ramas nerviosas es reducida.

El andlisis de VEGF nos permitio identificar dos isoformas; VEGF-A 121 y VEGF-A
165s. Ambas isoformas pro angiogénicas. Destaca la diferencia en la expresion del
mensajero en goénadas biopotenciales y durante la diferenciacion, siendo
mayormente expresado a TM, respecto a TF. Sin embargo, en los resultados
obtenidos mediante inmunofluorescencia no se observo un dimorfismo evidente en

el patron vascular. Esto puede deberse a que Cav-1 fue reactivo a células

Péagina | 67



epiteliales, por lo que seria necesario la implementacién de otro método para lograr

una mayor resolucion en la observacion de vasos sanguineos.

CONCLUSIONES

En esta tesis se determinaron diferencias en la disposicion morfologica de
ramas nerviosas, durante el desarrollo gonadal en embriones de
Lepidochelys olivacea a TF y TM. Se observo la presencia de nervios
ingresando a la region caudal de la gonada, durante la determinacion sexual.
En gonadas diferenciadas los nervios se ubicaron principalmente en la
meédula del ovario, mientras que en el testiculo se encontraron mayormente

asociadas al epitelio superficial.

Se determinaron diferencias en la disposicion morfolégica de vasos
sanguineos en gonadas diferenciadas. Ademas, se establecié un patrén
dimorfico en la expresion de caveolina-1 en células epiteliales de testiculos y

ovarios.

Se determinaron diferencias en la expresion de los factores moleculares NGF
y VEGF-A durante el desarrollo gonadal de Lepidochelys olivacea. La
expresion de NGF fue similar durante la diferenciacion sexual e inhibida
significativamente en testiculos diferenciados. Ademas, la expresion de las
isoformas VEGF-A 121 y 165 fue mayor a TF, respecto a TM durante la
determinacion y diferenciacién sexual. Siendo este dimorfismo un punto de

interés para estudios futuros.

Este estudio muestra otro aspecto del componente celular critico para la
morfogénesis ovarica y testicular en una especie con DST y establece bases
para estudios futuros para comprender mejor su posible papel en la

determinacion sexual gonadal.
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Anexos

Organismo de estudio
El presente estudio se realizO en embriones de la especie de tortuga marina

Lepidochelys olivacea, conocida comunmente como tortuga golfina o lora.

Clasificacion taxonémica (Eschscholtz, 1829):

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata
SuperClase Tetrapoda

Clase Reptilia

SubClase Anaspide

Orden Testudinata
Suborden Cryptpodira

Familia Cheloniidae

Género Lepidochelys

Especie Lepidochelys olivacea

Caracteres morfolégicos

Su caparazén es de color verde (olivo) o gris oscuro presentando una longitud de
72 cm y un peso que ronda entre los 30kg a 50 kg con un numero variable de
escudos laterales que va de 6 a 9 (Figura 30). El plastron es de color crema y
contiene un poro pequeiio y distintivo cerca del margen posterior de cada uno de
los cuatro escudos inframarginales (Figura 30). La cabeza es relativamente grande,
ligeramente triangular con dos pares de escamas prefrontales (Figura 31). Las crias
presentan una coloracion dorsal gris con una longitud de 42mm en su carapacho
(Pritchard et al., 1983) (Figura 31).
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Vista dorsal Vista ventral

Poro (f\

6-9 Escudos

laterales Escudos

inframarginales

72cm

Peso: 35-50 kg

Figura 30. Caracteres morfologicos de la tortuga marina Lepidochelys olivacea en edad adulta.
Imagen modificada de Técnicas de Investigacion y Manejo para la Conservacion de las Tortugas
Marinas (Eckert et al., 2000).

2 pares de escudos prefrontales

Color gris oscuro.

Figura 31. Caracteres morfoldgicos de la cabeza y de las crias de Lepidochelys olivacea. Imagen
modificada de Técnicas de Investigacién y Manejo para la Conservacion de las Tortugas Marinas
(Eckert et al., 2000)

Estatus de conservacion

La Union Internacional por la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) cataloga a
la tortuga golfina como especie vulnerable. Asi mismo, esté incluida en el Apéndice
| de la Convencién sobre el Comercio Internacional de especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2015). prohibiendo su comercializacion entre los
paises integrantes. En cuanto a leyes de nuestro pais la tortuga Lepidochelys
olivacea se encuentra anexada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-
SEMARNAT-2010) bajo la categoria 'En peligro de extincion' (P)
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Secuenciacion e identificacion de genes

Mediante la secuenciacion de cada fragmento amplificado se obtuvo un
electroferograma. Se realizd una revision con el programa FinchTV version 1.4.0.
Las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante el programa BLAST, siendo
comparadas con la base de datos de NCBI y asi corroborando la identidad de los
fragmentos amplificados.

En el caso de NGF, la alineacion corrobor6 la amplificacion de un fragmento de 167
bases pertenecientes al gen (Figura 32). Obteniendo un porcentaje de identidad de
97% en la alineacién con la variante 5 de NGF en la especie Chelonia mydas (Figura
33).

G AT CCAAAGCT TT T CC A AA GAG ALC G AT TC CTGA TCCC CTC GG
50 100 110 120

G TTCT GTTCAGCALCGCA TCCCCCT CCAGT GTTAG GG GAT G G A
130 140 150 160

Figura 32. Electroferograma obtenido tras la secuenciacion del producto amplificado para NGF.
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PREDICTED: Chelonia mydas nerve growth factor (NGF), transcript variant X5, mRNA
Sequence ID: XM_027828524.1 Length: 1043 Number of Matches: 1

Range 1: 335 to 488 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

257 bits(139) le-64 150/155(97%) 2/155(1%) Plus/Plus
Query 14 CACAGCCCATCATCACCTTGCTGGGAAGGTAGACAGCAGAGAAGCTGGACAGGCAGCAAL 73
Sbict 335 CAABCUMTATAU AT AU AU 300
Query 74 CATCACTGTGGATCCAAAGCTTTTCC - AAAGAGACGATTCCTGATCCCCTCGGGTTCTGT 132
cove 205 LI AL S DI

Query 133 TCAGCACGCATCCCCCTCCAGTGTTAGGGGATGGA 167

Sbjct 454 TCAGCACGCAGCCCCCTCCAGTGTTAGGGGATGGA 488

Figura 33. Alineacion del fragmento amplificado para NGF. Se observa un 97% de identidad con el
gen NGF de Chelonia mydas.

Para VEGF, se obtuvieron dos productos amplificados en gonadas de ambas
temperaturas. El primer producto con 361 bases nitrogenadas (Figura 34) y el
segundo con 499 bases (Figura 35). La alineacion mediante BLAST logré
determinar que ambos productos corresponden a dos isoformas de VEGF (Figura
36 y 37). Para lograr identificar la identidad de ambas isoformas, se realizdé una
alineacion de ambas secuencias con el fin de identificar el fragmento eliminado por
splicing alternativo. Se logré determinar la ausencia del exon 7 en la banda con
menor peso molecular, evidenciando la identidad de los amplificados; el primero
correspondiente a VEGFA121 y el segundo a VEGFAues (Figura 38).
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------------------------------- vttt b I H-ar
4T A TCTGCG TCCC TG CTGAGGTGTGLCGGGLTGC TG AC
10 20 30 40 50 60

M

1

- o

S s e Illll L lili}l-l-l-l- ALl

AAGTGCACAACG TCACCATGG AGATAAT GAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGCACATAGTGCACATGAGCT
70 20 50 100 110 120 130

| M i A/\MLWWW\A

HiHH IH-I-I-I-I-I-II AR R
TCTTACAGCACAGTAAATGTGAAT GCAGAC CAAAGAAAGACGTCAAAGCTAAACAAGAAAAATGTGAAAAGC
40 150 160 170 180 180 200 210

WMWWWMMWWMMMMMM

FROLRH L e Ll
CGAGACGGTGAGCAGCGG AG AAGAAGGGGGGAGCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTC GATG
220 230 240 250 260 D 280

Nl anan M A M e e At s g e

AR B L e R wm s ama
AAAAGAAAGAAAGGAAAAAAACAAAAACCC TAATCCAAATGCACCCTAAAATGAAGGATCGG TAGAGC AA
290 300 3o 320 330 340 350

Figura 34. Electroferograma obtenido a partir del producto con menor peso molecular. El cual
corresponde a VEGFA121.
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--------------------------- e bt H i HH i b - btww e o R LR LR - LR HHHRE

WG TC B 03 Tcce TG CTGAGGTGTGCGGGC TGC TG TGGTG):CGAGGGCCTAGAATGTGTCCCCG TGG AAGTGCACAACG

N MR

ot b s ]
TCACCATGG AGATAATGAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGCACATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGCACAGTAAATGT GAAT
50 100 110 120 130 140 150 160

I'I'II'I'IIII'I‘IIIII'I‘I I'I'I'I'I II‘I I'I'I'l'lllll'll EIE SRt d et AU T TUT SUICOPRTPEIP eI B I8 £ 3 AT T ErRey Bepsy BOPRTE Y |
GCAGACCAAAGAAAGACGTCAAAGCTAAACAAGAAMATCGCTG TGAGCCTTGCTCAGAGAGGAG.F\AAGCAC TTGTTTGTACAAGA
170 180 180 200 210 220 230 240

FEETHT Py SR E I R Ty P A Y PP R I SN T BT R IR T RS NN S PYRE NN PAL |
TCCCCAGACCTG TAAATGT TCC TGCAAAT TCACAGACT CACGTTGCAAGTCGAGGCAGCT TGAGTTAAAC GAGCGCAC TTGCAGA
50 260 270 280 290 300 310 320 330

Hi Il—ll-l-l-l-l TeTiee .fhll III II| HI III II I Ill II III IIIHI Ill hl Ill Ihll III I+| I“ Illll I Il
TGTGAAAAGCCGAGACGG TG AGCAGC GGAGAAGAAGGGGGGAGCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTTGCCTGGATGGG AA
340 350 380 3ifo 380 380 400 410

WM%MWWWWWW
e e - e B oz

\AGAAAGAAAGGAAAAAAACAAAAACCE TAATCCAAAT GCACC C TAAAAT GAAGGATCGGT AGAGAAACA
420 430 440 450 450 470 480

Figura 35. Electroferograma obtenido a partir de la secuenciacién del producto de mayor peso
molecular, correspondiente a VEGFAuses.

Péagina | 82



PREDICTED: Chelonia mydas vascular endothelial growth factor A (VEGFA), transcript variant X5, mRNA
Sequence ID: XM_027833826.1 Length: 1481 Number of Matches: 1

Range 1: 295 to 643 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
616 bits(333) 3e-172 345/350(99%) 3/350(0%) Plus/Plus

Query 5 CTGCGT - -CCCTGCTGAGGTGTGCGGGLTGCTGTGGTGACGAGGGCCTAGAATGTGTCCC 62

LI |||||\IIH\IIIHIHIIHIIIIHIIIHI\IIII\IIIIHIIIII
Sbjct 295 CTGCGTACCCCTGCTGAGGTGTGCGGEGLTECTGTGGTGACGAGGGCCTAGAATGTGTCCC 354

Query 63 CGTGGAAGTGCACAACGTCACCATGGAGATAATGAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGCA 122

Sbjct 355 CGTGGAGGTGCACAACGTCACCATGGAGATAATGAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGCA 414
Query 123 CATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGC TGCAGACCAAAGAAAG 182
_ \II|I\II|I|II\II\I\IIIHI\IIII\IIIIIHIIHI\IIIHIIIHIIIIII
Sbjct 415 CATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGC ACCAAAGAAA 474
Query 183 AGACGGTGAGCAI AGAAGAAG 242
_ \II|I\II|I|II\II\I\IIIHI\IIII\IIIIIHIIHI\IIIHIIIHIIIIII
Sbjct 475 CCGAGACGGTGAGCAGCGGAGAAGAAGG 534
Query 243 GCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTTGCCTGGATG GTaaaa?aaa?aaa ? 302
. \IIII\II|I|II\I|\I\I||I\I\|I| \IIIIIHII LLLTELTL
Sbjct 535 CAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTCGCCTGGA AAAAGAAA 593

Query 303 ascaaaaaCCCTAATCCAAATGCAC AAGGATCGGTAGAGCA 352
LI |||||\IIH\IIIHHIIIHIIIIHIIIIH\IIIIH

ac
[
Sbjct 594 AACAAAAACCCTAATCCAAATGCACCC TGAAGGATCGGTAGAGCA 643

Figura 36. Alineacion del fragmento amplificado mediante BLAST. Se corrobora que pertenece a
VEGFA con un porcentaje de identidad de 99% con la secuencia reportada de VEGFA de Chelonya

midas.
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PREDICTED: Chelonia mydas vascular endothelial growth factor A (VEGFA), transcript variant X4, mRNA
Sequence ID: XM_027833825.1 Length: 1613 Number of Matches: 1

Range 1: 295 to 773 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
850 bits(460) 0.0 474/480(99%) 3/480(0%) Plus/Plus

Query 6 CTGCGT - -CCCTGCTGAGGTGTGCGGGCTGCTGTGGTGACGAGGGCCTAGAATGTGTCCC 63

Sbjct 295 CTGCGTACCCCTGCTGAGGTGTGCGGGCTGCTGTGGTGACGAGGGCCTAGAATGTGTCCC 354
Query 64  CGTGGAAGTGCACAACGTCACCATGGAGATAATGAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGCA 123

Sbjct 355 CGTGGAGGTGCACAACGTCACCATGGAGATAATGAGAATTAAACCCCATCAGAGTCAGC 414

A
Query 124 CATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGCACAGTAAATGTGAATGCAGACCAAAGAAAGAC'i' 183

Sbjct 415 ATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGCACAGTAAATGTGAATGCAGACCAAAGAAAG 474
Query 184 CAAAGCTAAACAAGAAAATCGCTGTGAGCCTTGCTCAGAGAGGAGAAAGCACTTGTTTGT 243

Sbjct 475 CACTGTGAGCCTTGCTCAGAGAGGAGAAAGCACTTGTTTGT 534
Query 244 ACAAGATCCCCAGACCTGTAAATGTTCCTGCAAATTCACAGACTCACGTTGCAAGTCGAG 383

Sbjct 535 ACAAGATCCCCAGACCTGTAAATGTT ARATTCACAGACTCACGTTGCAAGTC 594
Query 304 GCAGCTTGAGTTAAACGAGCGCACTTGCAG ACGGTGAGCAGCGGA 363

) \II\I\||||||||||||\I\\I\II\II||||||\||\IHI\II\IIIIIIIIIII\I
Sbjct 595  GCAGCTTGAGTTAAACGAGCGCACTTGCAG AGACGGTGAGCAGCGGA 654
Query 364 GGGGGAGCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTTGCCTGGATGG%aaaa$aa 423

) \||\I\||||||||||||\I\\I\II\IIIIIIII\II\I\I\II\IIIII [IIT]
Sbjct 655 AAGGGGGGAGCAGCLCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTCGCCTGGATGGGAAMAGAA 714
aaaaCC AATCCAAATGC AAGGATCGGTAGAG 483

Query 424 aaaac
? ? [11] HI\IIHIIIIIII\IHIHI\IHIIIIIIIIIII\I

a
[
Sbjct 715 AA - GAAAAAAACAAAAACCC CCAAATGC GAAGGATCGGTAGAG 773

Figura 37. Alineacién del fragmento amplificado mediante BLAST. Se corrobora que pertenece a

VEGFA con un porcentaje de identidad de 99% con la secuencia reportada para Chelonya midas.
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VEGFBl1 VS VEGFB2

VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 ~ATATCTGCGTCCCTGCTGAGGTGTGCGGGCTGCTGTEGTGACGAGEECCTAGRATGTGT 59
VEGFBZ+VEGFS_E0Z_Placall7_008 AATGTCTGCGTCCCTGCTGAGGTGTGCEGECTECTGTEGTGACGAGGGCCTAGRATGTGT 60
R e e R b e ke R e e b e R o ke b e b e el ok e o e b s ok o el b e o el ok e ol e ke e o ke R e b ke ke
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 CCCCGTGGARGTGCACAACGTCACCATGGAGATARTGAGRATTARACCCCATCAGRGTCE 118
VEGFBZ+VEGFS_E0Z_Placall7_008 CCCCGTGGAAGTGCACAACGTCACCATGGAGATARTGAGRATTARACCCCATCAGRGTCE 120
e e e e R e R e R ke e ke R o e R e ok e R ok o ke R o ol e R ok e e R R e o e R e e e e
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 GCACATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGCACAGTARATGTGAATGCAGACCARAGRARGE 178
VEGFBZ+VEGFS_E0Z_Placall7_008 GCACATAGTGCACATGAGCTTCTTACAGCACAGTARATGTGAATGCAGACCARAGRARGE 18
e e e e R e R e R ke e ke R o e R e ok e R ok o ke R o ol e R ok e e R R e o e R e e e e
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 CGTCARRGCTAAACARGARAL 210
VEGFBZ+VEGFS_E02 Placall7 008 CGTCARAGCTAAACANGRLA NSNS 240
- - - e e e R R e R ok e e o e
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 210
VEGFE2+VEGFS E02 Placall? 008 [N OO 300
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 ATGTGRARAGCCGRGACGGTGAGCAGC 227
VEGFB2+VEGFS_E02_ Placall7 008 T e S E . T G T CA R AL GCCGAGACGGTGAGCAGC 360
e ok e R ok e e R R e o e R ke e e e
VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010 GGAGRAGALGEGGGGAGCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTIGCCTGEATGEGARRE 287
VEGFBZ+VEGFS_E0Z_Placall7_008 GGAGRAGALGEGGGGAGCAGCCCTGTTTCTGGAGCTTGATTTCTIGCCTGEATGEGARRE 420
e e e e R e R e R ke e ke R o e R e ok e R ok o ke R o ol e R ok e e R R e o e R e e e e
VEGFB1+VEGFS_D02_Flacall7_010 GARLGRAAGGAARARLACAARAACCCTARTCCARATGCACCCTARRATGARGEATCGETA 347
VEGFBZ+VEGFS_E0Z_Placall7_008 GARLGARAGGARARLLLACARRAACCCTARTCCARATGCACCCTARAATGARGEATCGETE 480

VEGFBI+VEGFS_D02_Placall7_010
VEGFB2+VEGFS_E02_Placall7 008

ke ke e ek e e R ok e e R ok e e R ok e o e R ok o o e R ol e ol e ol e ol e ol e ol e e o e e R o e e

GRGCRR—- 353

GRGLRARLCH 488
Ak wE

Figura 38. Alineacion de las bandas obtenidas para VEGF. La seccién marcada corresponde al Exén

7, siendo ausente en la banda 1.
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